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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Strukturbasiertes Wirkstoffdesign

Die Entwicklung innovativer Wirkstoffe bedient sichunehmend des so genannten
strukturbasierten Wirkstoffdesigns. Dabei liegt dé&ntwicklung die Kenntnis der
dreidimensionalen Struktur des biologischieargetszugrunde. In den letzten Jahren ist die
Zahl der experimentell bestimmten dreidimensional8®trukturen von biologischen
Makromolekiilen stark gewachsen. Beotein Data BanKPDB)Y* macht solche Strukturen
frei zuganglich. Ihr Wachstum kann als reprasentdi diese Zunahme angesehen werden,
obwohl die Anzahl der Strukturen weit hoher anzesetist, da die in industriellen Projekten

bestimmten Strukturen zumeist nicht veroffentlisierden.
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Diagramm 1: Anzahl der in der Protein Data Bank (PB) hinterlegten Strukturen seit 1990;
Quelle: http://www.rcsb.org, Stand Juli 2007

Zu Beginn der Wirkstoffentwicklung wird eine inika Leitstruktur entweder durch
Hochdurchsatzdurchmusterung TS High Throughput_Sreening oder Variation bekannter
Liganden gefunden oder bei bekannter Struktur dasgets mittels de noveDesign
entworfen. Nach Validierung der Leitstruktur durBlbstimmung seiner Aktivitat in einem
funktionellen Assay kann der Ligand weiter optimerden. Die Bestimmung der Struktur
desTargetsim Komplex mit dem Liganden ermoglicht das strukaisierte Design. Durch
Analyse der Wechselwirkungen kdnnen maégliche Vianmen vorgeschlagen werden, um den
Liganden zu modifizieren, beispielsweise eine \Wdehung der Struktur und eine
Optimierung von Affinitat und Selektivitat. Dieseokschlage werden fur die Synthese neuer
Liganden verwendet, und durch Bestimmung der Afiiniwird die den Vorschlagen
zugrunde liegende Hypothese uUberpruft. Aus dieseroleklilen werden die
vielversprechensten Vertreter ausgewahlt, die ndiekem Verfahren schrittweise weiter
optimiert werden, bis ein Ligand mit dem gewiinscoiReofil gefunden ist.
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1.2 AIDS

Die bis heute noch immer unheilbare Immunschwacmreit AIDS Acquired Immune
Deficiency_$ndron) stellt die Menschheit in zunehmendem Mal3e aucBeginn des 21.
Jahrhunderts vor bisher unlésbare medizinischegesdndheitspolitische Probleme. In ihrem
jingsten Bericht beziffert die WHO die Zahl der mit dem HI-Virudfizierten Personen auf
ca. 40 Millionen Menschen weltweit. Die Anzahl aeuihfektionen im Jahr 2006 wird auf
etwa 5 Millionen Menschen, die der AIDS-Toten fi@ndgleichen Zeitraum auf 3 Millionen
geschatzt. Die Zahl der Neuinfektionen ist somithdérd als jemals zuvor, und eine
Eindammung der Krankheit nicht in Sicht.

Als Ursache fur AIDS wurde ein Retrovirus, das Hitd (Human_mmunodeficiencyixus),
identifiziert!® Bis heute konnten zwei Virusstamme charakterisieerden: HIV-1, das
hauptsachlich in Europa und den Vereinigten Staaderfiritt und HIV-2, welches
tiberwiegend in Zentral- und Ostafrika vorkomithDas Virus infiziert T-Zellen, die ein CD4
Antigen an ihrer Oberflache tragen, wie z.B. Lympyten. Die viruseigene Reverse-
Transkriptase ubersetzt die virale RNA in virale HNnd ermdglicht somit den Einbau
dieser in die DNA der Wirtszelle durch die ebergfaliruseigene Integrase. Nach erfolgter
Aktivierung der Wirtszelle werden durch Transkmtiund Translation in der infizierten
Zelle sowohl virale RNA als auch Polyprotein-Vorf@uproduziert. Diese Vorlauferproteine
werden durch die ebenfalls viruseigene HIV-Protaaseinktionelle Enzyme gespalten. An
der Zelloberflache bilden sich neue Viren, die n&afospung und Reifung neue Zellen
befallen kénnen. Wird dieser Kreislauf der Virugswehrung nicht unterbrochen, so kommt es
zu einer Verbreitung des Virus Uuber den gesamterrpétd und letztendlich zum
Zusammenbruch des kérpereigenen Immunsysténmsdieser Arbeit wird ausschlieBlich der
HIV-1 Subtyp behandelt.

Neben weiteren Angriffspunkten hat sich die Forschder letzten Jahre vor allem auf die
Hemmung der fiur die Virusreplikation essentiellemzyme wie z.B. die Reverse-
Transkriptase, die HIV-Protease oder die Integdageh antiretrovirale Chemotherapeutika
konzentriert. Bis heute ist jedoch keine Therapekannt, die zu einer vollstandigen
Eradikation des Virus fuhrt. Als Chemotherapeutiikalen zurzeit sowohl Hemmstoffe der
Reverse-Transkriptase (Nukleosid- und Nichtnuklgdsialoga) als auch der HIV-Protease,
meistens in Kombination, Anwendung. Im Jahre 2008rde das synthetische Peptid
Enfuvirtid zugelassen, welches das Eindringen dasisVin die Zelle verhindert. Eine
Hemmung der HIV-Integrase kommt prinzipiell ebelsfah Frage, doch ist bisher noch kein

entsprechendes Medikament in den Markt eingefllortden. In den letzten Jahren ist vor
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allem in den Industrielandern durch die so genah#&R Therapie HAART Highly Active
Anti-Retroviral Therapy ein Unterdricken der Virusreplikation und eine mia
einhergehende Senkung der Viruslast Uber einereténgZeitraum und somit ein langeres
Leben mit der Krankheit mdglich. Zu den wesentlicheroblemen der antiretroviralen
Therapie gehort - neben den unerwiinschten WirkudgerMedikamente - jedoch vor allem
die Bildung resistenter Virusmutanten, die die Bipgg erschweren oder sogar unmaoglich
machen. In zunehmendem MalRe treten Kreuzresisteargschen den verschiedenen
Medikamenten auf, und es besteht daher ein hohgarBan neuen Inhibitoren insbesondere

mit neuartigen Wirkungsmechanismen und/oder gedeni®virkungsprofiler®

1.3 Die HIV-Protease als molekulares Target

Nach der Entdeckung des HI-Vit($! im Jahr 1983 wurde zwei Jahre spater die Existenz
einer viruseigenen Protease postuliert und 198&raxentell bestatigt, die die zunéchst
funktionslosen viralen Polyproteirgag und pol in funktionelle virale Proteine umwandelt,
eine Voraussetzung fiur die Entstehung neuer irds&ti Viruspartikel. Ferner wurde
bewiesen, dass Virus-Partikel, deren Protease igeaktist, zu keiner Vermehrung fahig
sind® Im Jahre 1989 wurde die Struktur der HIV-Proteasttels Rontgenstrukturanalyse
aufgeklart!® ! Es zeigte sich, dass es sich bei der HIV-1-Pretaas einen weiteren
Vertreter aus der Familie der Aspartat-Proteaseéla In der Klasse der Aspartat-Proteasen
wird die Spaltung der Peptidbindung des Substrdtgsh zwei Aspartylreste katalysiert
(Schema 14? Es wird allgemein angenommen, dass zu Beginn deyrB-Reaktion ein
Aspartat deprotoniert, das andere jedoch protonigntegt. Durch die Wechselwirkung mit
dem Carboxylat-Anion wird ein Wassermolekul fir deokleophilen Angriff auf das
Carbonylkohlenstoffatom des Substrates aktivieds [@ntstehende Intermediat wird durch
den protonierten Aspartylrest stabilisiert und aktrfschliel3lich durch die Spaltung der

peptidischen C-N-Bindung in die entsprechende Geéore und das Amin.
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Schema 1: Katalytischer Mechanismus der Aspartat-Rateasen
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Die HIV-Protease ist ein Homodimer aus zwei ideftes, zueinande€,-symmetrischen
Ketten, die jeweils aus 99 Aminosauren besteherildiing 1 zeigt die Struktur der HIV-
Protease im Komplex mit einem Substrat-Decapeptid. eine Spaltung des Substrates zu
verhindern, wurden hier die katalytischen Aspar@2Beund 25’ durch isostere Asparagine
ersetzt. DelC,-symmetrische Aufbau ist durch die farbliche Codingy der Untereinheiten
hervorgehoben. Die beiden ,katalytischen* Asparadh und 25’ sind gelb eingefarbt.

Abbildung 1: Raumliche Struktur der HIV-1-Protease im Komplex mit einem Substrat-Oligodecapeptid
(Sequenz: RPGNFLQSRP, grun); um die Spaltung des B#ds zu verhindern, sind die katalytischen
Aspartate 25 und 25’ durch isostere Asparagine ausgauscht (gelb); PDB-Code 1MT9**!

Oberhalb der Bindungsstelle des Substrates sind @lyein-reiche Schleifen glaps’) zu
erkennen, denen die Funktion eines ,Deckels” zukbmna die eine wichtige Rolle bei der
Bindung und Fixierung des Substrates (grun) spidla Wechselwirkung zwischen zwei
Carbonylgruppen des Substrates und dem Enzym wvbet @in Wassermolekul Klap-
Water) vermittelt, das von den zwei Hauptketten-NHs daleucine 50 und 50’ (orange
eingefarbt) in seiner rAumlichen Position fixiertdy

Die HIV-Protease spaltet ihre Substrat-Peptide aemnnverschiedenen Stellen, die jeweils
unterschiedliche Sequenzen aufweisen (Tabelle @hewan der Spaltstelle hauptsachlich
hydrophobe Aminosduren auftreten. Das symmetriSEheym zeigt dabei eine grol3e
Flexibilitdt in Bezug auf die Art der Seitenkettaetie in den Subtaschen des Enzyms erkannt
werden. Fir die Benennung der Aminosauren des @idsthat sich folgende Nomenklatur
durchgesetzt: Ausgehend von der Spaltstellte wedierAminosauren in Richtung des N-

Terminus des Substrates mit, IP,, P; etc. benannt, in Richtung des C-Terminus mit P’
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Ps etc. Im Enzym werden die entsprechenden Subtasdhedenen die Seitenketten zum

Liegen kommen, mit$$;, S etc. bzw. $, Sy’ S3’ etc. bezeichnet.

Polyprotein

«— N-Terminus

&~

C-Terminus~»

Pk P P Py Spaltpr

odukte

gag

MA
CA

p2
NC

p

CA

p2
NC

pl

1p6

pol

TF
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- PR
XRT
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RT RH

R RH IN
Tabelle 1: Spaltstellen der HIV-Protease innerhalbder gag- und pol-Polyproteine; Spaltprodukte: NC =
Nucleocapsid; MA = Matrix; CA = Capsid; TF = trans framePeptid; PR = Protease; RT = Reverse-
Transkriptase; IN = Integrase; RH = RNAse H*
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Die Substraterkennung erfolgt Gber ein konserwekéasserstoffbriickennetzwerk, wie die
Struktur des reprasentativen Oligopeptids RPGNFLRSR Komplex mit der D25N-
Mutante der Protease veranschaulicht (AbbildungR).

f
29 | i

|

Abbildung 2: Wasserstoffbriickennetzwerk zu den Peptlbindungen bei Bindung eines Substrat-
Oligopeptids; die Seitenketten der Aminosauren (Ausahme: R8’) sind zur besseren Ubersicht nicht
gezeigt; PDB-Code 1MTY™!

i

Das Enzym bildet eine parallefeFaltblatt-Struktur mit dem Substrat aus, wobei dBiy48

mit seiner Carbonylfunktion jeweils eine Wassefstaicke mit den NH-Gruppen deg-Rund

der B-Aminosaure ausbildet. Im Fall des-Rminosaure geht die Seitenkette des Arginins 8’
eine Wechselwirkung mit der Carbonylgruppe ein, Fall der B-Aminosaure das
Hauptketten-NH von Aspartat 29. Die Carbonylgrupper B-Aminosaure bildet eine
Wasserstoffbriicke mit denfrlap-Wassermolekil aus, und die NH-Funktion geht eine

Wechselwirkung mit dem Carbonyl-Sauerstoffatom vGitycin 27 ein. Die gleichen
-5-
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Wasserstoffbriickennetzwerke finden sich fur dieF?’-Amidbindung, wobei Glycin 27’ der
Partner ist, und fur die;PP3’-Amidbindung, mit Aspartat 29’ und Glycin 48’ aPartner. Das
Glycin 48 geht zuséatzlich mit seiner NH-Gruppe eiasserstoffbricke mit dem Carbonyl-
Sauerstoffatom derzPAminosaure ein. Auf dieser Seite der Bindetasbiidet das Enzym
mit demFlap-Bereich eine antiparallefge Faltblatt-Struktur mit dem Substrat aus.

Wahrend die Erkennung der Peptidbindungen des fabstfast ausschliel3lich durch die
Hauptketten-NHs und die Hauptketten-Carbonylgrupges Enzyms erfolgt, werden die
Subtaschen fir die Seitenketten des SubstratesdgnnSeitenketten zumeist hydrophober
Aminosauren, ausgebildet (Abbildung 3). Durch digm&etrie des Enzyms sind die
jeweiligen Subtascheni&;’, S)/S, etc. jeweils identisch. In der;Sasche kommen nur
hydrophobe Aminosauren zum Liegen: Die Tasche wausd den Seitenketten von Isoleucin
50’, Leucin 32 und dem so genanntenlL8op (Reste 80-84) gebildet, wobei aus dem S
Loop nur die Seitenketten von Prolin 81, Valin 82 usdléucin 84 am Aufbau der Tasche
beteiligt sind. Die $Tasche vermag ein weites Spektrum an verschied8eganketten zu
binden. Sie wird aus den Seitenketten von Isole8dinValin 32, Isoleucin 47 sowie den
Seitenketten der Aspartate 29 und 30 gebildet.|®&ten beiden Aminosauren ermdglichen
den Aufbau von Wasserstoffbriicken mit polaren Amiéwen. Die $Tasche ist nicht
eindeutig von der ;sTasche abgetrennt und wird durch Leucin 23 undrAnd’ ausgebildet.
Da es keine strikte Trennung der beiden Subtasghenwird im Folgenden diesSTasche

zumeist als Teil der;STasche betrachtet.

Abbildung 3: Schematische Darstellung der an die Bidetasche grenzenden Aminosaurét

Um ihrer natirlichen Funktion nachzukommen vermegHlV-Protease neun verschiedene
Spaltsequenzen selektiv zu erkennen. Diese AnpgsEimgkeit ist auf die hohe Flexibilitat

der Bindetasche zurtckzufihren. Wahrend die Paptidhgen der Substrate durch
-6 -
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Hauptketten-Atome adressiert werden, werden dig¢aSaben nur durch die Seitenketten von
Aminosauren gebildet, was eine deutlich gro3ere pfidasfahigkeit der Subtaschen zur
Folge hat. Zudem werden haufig nur ungerichteterdplibbe Wechselwirkungen mit den
Seitenketten der Substrate ausgebifdét.

1.4 Inhibitoren der HIV-Protease

Nach der Identifikation der HIV-Protease dlarget wurde eine Vielzahl von Inhibitoren
entwickelt. Da sich zu dieser Zeit viele Pharmaémmit der Entwicklung von Inhibitoren
fur die Aspartat-Protease Renin beschaftigten, tenmiese Verbindungen und die dort
gewonnenen Erfahrungen fir das Design von HIV-Rs#dnhibitoren verwendet werden.
Die ersten Inhibitoren wurden von der Struktur deubstrate abgeleitet, wobei die
Peptidbindung an der Spaltstelle durch ein nictdrolysierbares Ubergangszustandsisoster
ausgetauscht wurde (Schema 2). Im Laufe der Zeitdevuauch zunehmend nicht-substrat-

analoge Inhibitoren entwickelt.
OH P/

. H AN . H H _H ,
\/\NM{\ \(\N\:)\/N\(\\‘ \‘(NM,
P, (0] P, P P, '
Hydroxyethylen Hydroxylethylamin Statin
o OH P, H (I)H P,
\\(NM(\\ \\\(NYF‘)\O\/'\[K\\
P, OH O P, 0]
Dihydroxyethylen Phosphinsauren

Schema 2: Einige, fir Aspartat-Proteasen verwendetebergangszustandsmimetika

Da eine Vielzahl publizierter Arbeiten auf dem Gatlder HIV-Protease-Inhibitoren existiert,
soll im Folgenden exemplarisch nur auf den Inhibiaquinavir, einen Vertreter der

peptidomimetischen Inhibitoren, sowie auf Tipranawnd die zyklischen Harnstoffe, zwei

’ O O \7“\\ / O OyNH
L i <M ORI :
s \H N— N — N "N N
‘\\WNH Q o ; H H
HN~<

Vertreter der nicht-peptidischen Inhibitoren, nddmigegangen werden.

OH

H
@) @)

1
Schema 3: Entwicklung von Saquinavir 1 als Phenylahin-Prolin-Isoster
-7 -
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Saquinavirl war der erste HIV-Protease-Inhibitor und wurde 3.%ugelassen. Bei ihm
handelt es sich um eine Entwicklung &Rrche AGbasierend auf einem Hydroxylethylamin-
Ubergangszustandsisoster. Der Entwicklung lag disuk&r der Phenylalanin-Prolin-
Spaltstelle des Substrates zugrunde. Die Optimgefiinrte zur Modifikation des Prolin zum
Homoprolin und schlief3lich durch Erweiterung zunc®eydroisochinolin fur die;STasche.

Die S’-Tasche wird durch eintert-Butylamid adressiert. In der;Sasche wurde der
Benzylrest des Phenylalanins, fur dieTasche die Amid-Struktur des Asparagins verwendet,
die beide im Substrat zu finden sind. DigTasche wird durch eine Chinolinseitenkette
adressiert. In seinem Bindungsmodus, vor allem ias$¥rstoffbriickennetzwerk, istdem
Substrat sehr &hnlich. EiRlap-Wasser wird beobachtet und die Peptidbindungedebil

vergleichbare Wasserstoffbriicken mit Glycin 27,d81y8 und zu Aspartat 29 aus.

150 150’

| |
G4 \H A

Schema 4: Schematische Darstellung des Bindungsmaduon Saquinavir 1; Besetzung der Subtaschen
(links); ausgebildete Wasserstoffbriicken (rechts)

Saquinavir hat eine sehr hohe Affinitdt gegenulegrHiV-Protease (K~ 0.6 nM), die erste
Formulierung besal? jedoch nur eine sehr geringe &@averfugbarkeit (3-5%). Vor allem
die Kombinationstherapie mit dem Protease-InhibRaonavir 2 (boostern fuhrte zu einer
deutlichen Verbesserung der Bioverfugbarkeit. Riton ist ein potenter Inhibitor des
Cytochrom P450 Systems (Affinitat gegentiber CYP3A4 17 nM) und vermindert so den
first-passEffekt des gleichzeitig applizierten Saquinavieutlich. Ritonavir wird nur noch
aus diesem pharmakologischen Grund in der TherafgeZusatz fur andere Protease-
Inhibitoren verwendet. Die peptidomimetischen Imfoken Indinavir B), Lopinavir,
Duranavir, Amprenavir3) und Atazanavir besitzen ahnliche Strukturen, a®wveichende

pharmakokinetische Profift!
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Ph NH,
IS S G g (e T
N N H \E/\‘/\H O/\ES/> OJJ\ N/S\‘
| Oph/- OH N

2 3

Schema 5: Struktur der Protease-Inhibitoren Ritonavwr 2 und Amprenavir 3

Iz

o

I
~o

Bei den peptidomimetischen Inhibitoren handeltiee am sehr komplexe Molekile, deren
stereoselektive Synthese sehr teuer und nur mRegnoAufwand moglich ist”! Ein Beispiel
fur auftretende mogliche Probleme ist Nelfina#jreine Entwicklung von Wissenschatftlern
von Agouron Pharmaceuticalgheute Pfizer). Mittels strukturbasierten Designs wurde die
Aktivitdt verbessert, vor allem aber wurden in dentwicklungsphase die pharmako-
kinetischen Eigenschaften optimiert. Nelfinavir itE#s eine deutlich hohere orale
Bioverfugbarkeit (70-80%) als Saquinavir und Indinavir5, mit denen es strukturelle
Ahnlichkeit besitzt. Einboostern von Nelvinavir mit Ritonavir ist jedoch aufgrund
hepatischer Komplikationen nicht moglich. In der MeTherapie mit Nelfinavir sind nur

verhaltnism&Rig geringe Nebenwirkungen zu beobachte

%H -+,
o % GIWN“ e

Schema 6: Struktur der Protease-Inhibitoren Nelfiawr 4 und Indinavir 5

Im Juni 2007 wurden Nelfinavir enthaltende Pramaratom europaischen Markt
zuriickgerufe™® Tabletten, die Nelfinavir enthalten, waren durdéhea ungewdhnlichen

Geruch aufgefallen; eine Untersuchung ergab eimenfeinigung mit Ethylmesylat, die aus
der Synthese stammte.

Die peptidomimetischen Protease-Inhibitoren zeigemr alle sehr gute Affinitaten, ihre
pharmakokinetischen Eigenschaften sind jedoch ztmeur moderat. Die orale Bio-
verfugbarkeit ist gering, weshalb es haufig notwegrnst, den Abbau der Inhibitoren durch
Cytochrom P450 durclbvoosternmit Ritonavir zu hemmen. Dies fuhrt zu komplizesrt

Arzneimittelformulierungen und einer Therapie, derehtige Anwendung sehr teuer und
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aufgrund vieler méglicher Wechselwirkungen mit aretieMedikamenten und notwendiger
Abstimmung auf den individuellen Patienten sehr gboert ist. Diese komplexe Therapie
erschwert die Compliance.

Schema 7: Struktur von zwei nicht-peptidischen Pragase-Inhibitoren: DMP-323 (6) war der erste
zyklische Harnstoff, der einer klinischen Prifung unterzogen wurde; Tipranavir 7 war der erste nicht-
peptidische Protease-Inhibitor auf dem Markt.

Auf der Suche nach Grundgerusten, die nicht mehrden Substraten abgeleitet sind, und
von denen man sich bessere pharmakokinetische $tilgaften versprach, wurden haupt-
sachlich zwei Substanzklassen erforsthtDie Beobachtung deBlap-Wassermolekiils in
Komplexen von Substraten und peptidomimetischeibitunen fihrte beDu Pont Merckzu
einem Pharmakophormodell, dessen Anwendung in Kaatioin mit Modelling-Studien zur
Entwicklung vonC,-symmetrischen zyklischen Harnstoffen fiitfe?!! Diese Verbindungen
offenbarten eine sehr gute Affinitdt, und durch tess strukturbasiertes Design konnte der
erste klinische Kandidat DMP-328)(entwickelt werderf?

S, S,

Schema 8: Schematische Darstellung des Bindungsmadules zyklischen Harnstoffes DMP-323 (6);
Besetzung der Subtaschen (links); ausgebildete Wasstoffbriicken (rechts)

Es konnte gezeigt werden, dass diese Verbindungerh@hes MalR an Praorganisation
besitzen. In einer Kristallstruktur des niedermaleken Inhibitors zeigt das starre
Grundgerist eine Konformation, die praktisch derBinzym gefundenen entspridfit. Der
Inhibitor adressiert mit seiner Diol-Untereinheit katalytische Dyade, und das Carbonyl-

Sauerstoffatom der Harnstoff-Funktion nimmt die if@s desFlap-Wassermolekils ein und
-10 -
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bildet zwei Wasserstoffbricken zu den Isoleucin@nubd 50’ aus. Die Benzylreste am
zentralen Ring adressieren dig 8nd S’-Taschen, wéahrend diR-Benzylreste die 5 und
S,-Taschen besetzen. Die Benzylalkoholgruppen dembitors bilden Wasserstoffbriicken zu
den Aspartaten 29 und 30 bzw. 29" und 30’ aus. [BAB-besitzt jedoch eine geringe
Wasserloslichkeit sowie schlechte Bioverfugbarkaid wurde deshalb nicht weiter
entwickelt. Es wurden sehr viele weitere, auch ini&hsymmetrische Derivate dieser Klasse
synthetisiert und untersucht, jedoch konnte bisztjetaufgrund von schlechten
pharmakokinetischen Eigenschaften keines dieseiv@er bis zur Marktreife entwickelt
werden.

Die zweite Klasse nicht-peptidischer Inhibitoremdsidie Dihydropyrone, die letztendlich
auch zur Entwicklung von Tipranavit fuhrten. BeiUpjohn Co. (jetzt Pfizer) wurde im
Hochdurchsatzscreening das 4-Hydroxycoumarin Waf@) als schwacher HIV-Protease-
Inhibitor entdeckt. Eine weitere Untersuchung ders$anzbibliothek vonUpjohn auf
Verbindungen mit Ahnlichkeit zu Wafarin fiihrte z@Entdeckung von Phenprocoumon
(Marcumaf, 9), welches eine Affinitat von & 1 uM zeigte. In einem strukturbasierten
Optimierungsprozess wurden ausgehend von einetallsisuktur von Phenprocoumon im
Komplex mit der HIV-Protease zwei klinische Kanda&ta PNU-96988 10) und PNU-
103017 (1), entwickelt.

OH o '
I
X ; (LT
0" Yo
0" o
8

H
X
00

O O

11

Schema 9: Strukturen von Wafarin (8) und Phenprocomon (9) und die klinischen Kandidaten PNU-
96988 (10) und PNU-103017 (11)

Eine weitere Optimierung beinhaltete die Entfernudey Doppelbindung vom zentralen
Pyronring zum 5,6-Dihydropyron, die eine besserseBaing der S und S’-Taschen
ermdglichte. Dieser Ansatz filhrte zur Entwicklur@nvTipranavir7, welches im Jahr 2005

zur Therapie zugelassen wurde.
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Schema 10: Schematische Darstellung des Bindungsmusdvon Tipranavir 7; Besetzung der Subtaschen
(links); ausgebildete Wasserstoffbriicken (rechts)

Tipranavir bindet mit der Hydroxylgruppe der Enattiktur an die katalytische Dyade, und
das Carbonyl-Sauerstoffatom der Lacton-Struktuetetdag-lap-Wassermolekul und bildet
direkte Wasserstoffbriicken zu den Isoleucinen 50 5@ aus. Die beiden hydrophoben
Substituenten am zentralen 5,6-Dihydropyron-Ringssleren die & und S’-Taschen. Der
Substituent an der Doppelbindung besetzt mit daylgtuppe die $Tasche, der zentrale
Phenylring die $Tasche und der terminale Pyridinring dig Tasche. In diesem Bereich
bildet der Inhibitor Wasserstoffbricken zum PefEitennungsmotiv (Glycin 48 und
Aspartat 29) und zum Aspartat 30 defTasche aus.

Zur Zeit der Markteinfuhrung bestand die Hoffnurdpss die neuartige Struktur von
Tipranavir auch zu einer guten Aktivitdt gegenuWeusvarianten fihren wirde, die gegen
peptidomimetische Inhibitoren Resistenzen entwickehtten. Unter der Therapie mit
Tipranavir werden jedoch &hnliche Mutationsprofie@e fur die peptidomimetischen

Protease-Inhibitoren beobachtét.

1.5 Antiretrovirale Therapie

Nach der Identifikation des HI-Virus als Verursacfig AIDS wurden grof3e Anstrengungen
zur Entwicklung geeigneter Medikamente unternomffféias Fehlen einer entsprechenden
antiretroviralen Therapie in den frihen 80er Jahféhrte zu einer Lebenserwartung der
Infizierten von weniger als funf Jahren. Mit Zidalm 12 wurde 1987 der erste antiretrovirale
Wirkstoff zur Therapie zugelassen. Es handelt gich ein Analogon des Nucleosids
Thymidin und gehdrt zur Klasse der nukleosidischehibitoren der viralen Reverse-

Trankskriptase NRTI Nucleosidic _Rverse _Tanscriptase _hhibitors). Die Therapie mit
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Zidovidin hatte jedoch nur einen geringen Erfolg, dias Virus schnell durch Mutationen

Resistenzen ausbildete.

0 L, O
NH N
oL M
o o SN N
HONQ e A
H
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12 13 14

Schema 11: Strukturen von Inhibitoren der HIV-Reverse-Transkriptase: Zidovudin 12, Efivarenz 13 und
Nevirapin 14

Die Entwicklung von weiterelNRTk und von allosterischen Inhibitoren der Reverse-
Transkriptase NNRTt non-Nucleosidic_RRverse_Tanscriptase thibitors) wie Efivarenz13
und Nevirapinl4, vor allem aber von Inhibitoren der HIV-Proteaseasterte das Spektrum
der therapeutischen Mdglichkeiten. Eine Kombinattberapie von mindestens drei
verschiedenen antiretroviralen Medikamenten flltteden besten Ergebnissen. Mit der so
genannterHAAR Therapie konnte die Replikation des Virus entsided reduziert und die
Anzahl der im Blut vorhandenen Viren drastisch gi&severden. Durch die Anwendung
dieser Therapie kann sogar die Wiederherstellursglsenunsystems erreicht werden. Dies
hat die HIV-Infektion zu einer Uber einen langentZeim kontrollierbaren, chronischen aber
letztendlich weiterhin unheilbaren Erkrankung geimac

Die Anwendung vorHAART st jedoch von zahlreichen Problemen begleiteé Piotease-
Inhibitoren besitzen zahlreiche Nebenwirkungen, umé schlechten pharmakokinetischen
Eigenschaften erfordern eine hohe Dosierung. Dimioation von verschiedenen Reverse-
Transkriptase-Inhibitoren mit einem Protease-Irtbihi der zumeist noch mit Ritonavir
geboostertist, fihrt zu komplexen Wechselwirkungen der Mediente, und die effektive
Anwendung der Therapie erfordert einen sehr hohgwand.

Trotz des groBen Erfolges détAARTherapie ist es nicht maglich, eine vollstdndige
Eradikation des Virus zu erreichen. Ein grof3es rolstellt die Anreicherung des Virus in
Kompartimenten des Korpers dar, die durch die Madiénte nicht erreicht werden kdnnen.
Die meisten Protease-Inhibitoren gelangen nichtlaa Zentrale Nervensystem, weil dieses
durch die Blut-Hirn Schranke geschitzt ist. BiBARTherapie greift nur in die Replikation
des Virus ein. Infizierte CD4-Zellen, die Viren przieren, sterben jedoch schnell ab,
wéhrend infizierte ruhende CD4-Zellen dagegen a#uthnglebiger sind. Sie kbnnen auch

nach Jahren neue Viren produzieren, wenn sie aktivierden. Man schatzt den Zeitraum, in
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dem die HIV-Infektion in einzelnen dieser Zellenedtauern kann, auf bis zu 70 Jahre. Ein
grof3es Problem sind infizierte Makrophagen, dierzma sehr wenige Viren produzieren,
dafiir aber auch infiziert eine Lebenszeit von mehrdahren erreichéif!

1.6 Mutationen des HI-Virus

RNA-Viren zeigen im Allgemeinen eine hohe Mutatiis, die unter anderem durch RNA-
Vervielfaltigung und Transkription in DNA hervorgden wird. Im Fall des HI-Virus ist die
hohe Replikationsrate (~300° Viren pro Tag) und die Fehleranfalligkeit der &eigenen
Reverse-Transkriptase (~1 Fehler bei 10.000 Baskm) die hohe Mutationsrate
verantwortlich. Diese Mutationsrate fuhrt zur Erdkiung von Viruspopulationen, die eine
dynamische Verteilung von verschiedenen Genomeitzbagvirale Quasispezie&y’

In diesem dynamischen Gleichgewicht induziert diab& von antiretroviralen Chemo-
therapeutika einen zusatzlichen Selektionsdruck,sdéche Individuen auswahlt, die eine
geringere Empfindlichkeit gegenuiber den gegebenahkswWiffen besitzen. Dies fihrt zur
Entwicklung von Resistenzen. Unter der Kombinatibesapie ist die Replikation des Virus
jedoch so weit unterdriickt, dass sich diese Resiete nur sehr langsam durchsetzen und
eine Unterdrickung der Virusreplikation Gber Jadeenoch mdglich ist.

Abbildung 4: Mutationswahrscheinlichkeit der HIV-Pr oteas&®; blau: geringe Wahrscheinlichkeit, rot:
hohe Wahrscheinlichkeit; unbehandelte Patienten (liks oben); Patienten unterHAART (links unten);
durch HAART-induzierte Mutationen berechnet als Differenz derMutationswahrscheinlichkeit mit und
ohneHAART (rechts); Struktur: 1QBR %

Es wurde gezeigt, dass das Virus mit verschiedeAgen von Mutationen auf den
zusatzlichen Selektionsdruck reagiert. Im Folgendérd jedoch nur auf die die HIV-
Protease betreffenden Aspekte eingegangen. DurgheSeierung des viralen Erbgutes aus

HIV-positiven Patienten, die noch nicht mit anticziralen Medikamenten therapiert worden
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waren, konnte gezeigt werden, dass mindestens #%rdinosauren der Protease variabel
sind. Diese Mutationen finden sich hauptséchlictaufieren Bereich des Enzyms, die Dimer-
Kontaktflache und die Bindetasche sind jedoch ks (Abbildung 4 links oben). Unter
dem Einfluss vonHAART werden noch weitere Mutationen und insgesamt giiere
Wahrscheinlichkeit von Mutationen beobachtet (Adhloilg 4, links unten). Diese weiteren
Mutationen (Abbildung 4, rechts) befinden sich raucth in der Bindetasche und iaap-
Bereich. Durch eine Mutation direkt in der Bindetfas der HIV-Protease wird die Bindungs-
affinitat der Inhibitoren gesenkt. Durch Mutationiem Flap-Bereich wird wahrscheinlich die
Bindungskinetik der Inhibitoren beeinflusst. Ein sdausch von Aminosduren an den
Spaltstellen degag und pol-Polyproteine tritt als sekundare Mutation auf; veaheinlich
wird durch sie die katalytische Effizienz der mttta Protease gesteig&t.

Die Affinitdt der einzelnen Protease-Inhibitorennkadurch Punktmutationen erheblich
gesenkt werden. So konnten Aminoséauren identifixierden, deren Austausch bei Therapie
mit bestimmten Inhibitoren vermehrt auftritt. Zwhemn den unterschiedlichen Protease-
Inhibitoren besteht zwar keine generelle Kreuztesig in der Akkumulation von mehreren
Mutationen liegt aber eine groRe Gefahr des Saheiteler antiretroviralen Theragfé.
Abbildung 5 zeigt Mutationen, bei denen die Komhkima aus vier ausreicht, um zu einer

Resistenz gegeniiber allen zugelassenen Inhibigréithren”!
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Abbildung 5: Mutationen innerhalb des HIV-ProteaseGens, bei deren Kombination Multiresistenz
auftreten kann®®”

Von diesen Mutationen befinden sich nur Valin 82 isoleucin 84 direkt in der Bindetasche.
Der Austausch beider Aminosauren beeinflusst di®&3&rund Form der Bindetasche
entscheidend. Die Seitenkette des Isoleucins &tbdie Grenze zwischen der- $Iind der
S,-Tasche; eine Mutation zum kleineren Valin fuhi einem deutlichen Zuwachs an
Volumen der Bindetasche. Die Protease-Inhibitorhieren sowohl in der;Sals auch in der
S,-Tasche und durch die Symmetrie des Enzyms audeiry’- und $-Tasche arVan der
WaalsKontakten. Dadurch nimmt die Affinitat der Inhibien deutlich ab, wéhrend die

Aktivitat der Protease gegenuber ihren Substraieht rso stark beeinflusst wird. Da die
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zugelassenen Inhibitoren alle einen sehr ahnlidBellungsmodus zeigen, bewirkt diese
Mutation fur alle einen Verlust an Aktivitat.

~

)‘1

Abbildung 6: Uberlagerung der Réntgenstrukturen der HIV-Protease-Inhibitoren Saquinavir (1, IMTB),
Ritonavir (2, IHXW), Amprenavir (3, 1HPV), Nelfinavir (4, 10HR), Indinavir (5, 2BPX), DMP-323 (6,
1QBS) und Tipranavir (7, 1D4Y)

Abbildung 6 zeigt eine Uberlagerung der Rontgekstmen der Protein-Inhibitor-Komplexe
einiger HIV-Protease-Inhibitoren. Trotz der strukdien Diversitat lasst sich eine grolRe
Ahnlichkeit der Bindungsmodi erkennen. Ausgehend der katalytischen Dyade erfolgt die
Ausrichtung der Reste fur dig-und §'-Taschen bei allen Inhibitoren auf &hnliche Weise,
und danach erfolgt eine Verzweigung in die $d S’-Taschen. Diese groRe Ahnlichkeit der
aktiven Konformation erklart das Auftreten von Kzeesistenzen. Der Bereich des Isoleucin
84/84’ zwischen der ;S und $'-Tasche bzw. § und S-Tasche wird von keinem der
Inhibitoren direkt adressiert. Der Verlust an Ol@affienkontakten bei einer Mutation des
Isoleucins zu Valin bewirkt daher bei allen Inhdségn auch einen Verlust an Affinitat. Somit
ist nach wie vor Bedarf an Inhibitoren vorhandeie, meue Bindungsmodi mit der Protease
eingehen.
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2 Aufgabenstellung

2.1 Ausgangspunkt

In einer Kooperation zwischen d&ayer AG und der Arbeitsgrupp&lebe wurden 3,4-
disubstituierte Pyrrolidine als HIV-Protease-Inkibeén entwickel?l 3% Als Startmaterial
wurde N-Benzylglycin verwendet, welches mit Formaldehydnathst zum 3-Benzyl-
oxazolidin-5-on 15 kondensiert wurde, das unter den gegebenen Rmak#@dingungen
decarboxylierte. Das dadurch gebildete Azomethiia-Ydagiert in einer [3+2]-Zykloaddition
mit Diethylfumarat zum racemischen Gemisch tens-konfiguriertenN-Benzyl-Pyrrolidine
rac-16 (Schema 12§ Aufgrund des friihen Ubergangszustandes verlaufelths
Reaktionen mit guter relativer Stereokontrolle tiudie Substraté” Die Konfiguration der
Substituenten am Pyrrolidin-Ring kann so durch tdaaskonfigurierte Doppelbindung des
Dipolarophils erreicht werden.

EtO,C
o =\ EtO,C, ,COfEt EtO,C_ COjEt
COH CHO O A CO,Et [3+2] 7 \
—_— —_— L +
N C N N
NHBn _H.O I -CO H,Cx, +~ I I
2 Bn 2 'Tl Bn Bn
Bn

N-Bn-Gly 15 3R4R-16 354S-16

Schema 12: Darstellung von racemischen trans-3,4dlibstiuierten Pyrrolidinen rac-16 mittels [3+2]
Zykloaddition

Die Benzyl-Schutzgruppe des Pyrrolidinac-16 wurde anschlieBend durch eine BOC-
Schutzgruppe ersetzt und der Estézum Alkohol18 reduziert. Die Desymmetrisierung des
Co-symmetrischen Diols erfolgte durch selektive Rieakteiner der beiden symmetrie-

aquivalenten Hydroxylfunktionen mit einem Silylchtbzum Silyletherl9 (Schema 13).

EtOZC/,, CO,Et 1. H, EtOZC/C CO,Et HO'—”’@ OH TBSO”/,,Q OH
z_g Pd/C / LiBH, / TBSCI 4—(
—_—— —_— —_——
N N

N

| | | |
Bn 2.BOCO0  pgoc BOC BOC
rac-1€ rac-17 rac-18 rac-19

Schema 13: Darstellung des mono-silylgeschiitztenntealen Synthesebausteinsac-19 (TBSZBuMe,Si)

Die verbleibende freie Hydroxylfunktion wurde nunittiels einer SwerrOxidation zum
Aldehyd umgesetzt und durch sich anschlieRendekteguAminierung in das Benzylamin

Uberfuhrt. Bei der Aufarbeitung wurde die Silyl-Strgruppe unter sauren Bedingungen
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entfernt. Die Reaktion mit dem aktivierten Phenmsygsaurederivat erfolgte selektiv an der

Amino-Gruppe zum Amir20 (Schema 14).

o)
OTBS—, oH 1. (COCl),  HO—, _ >‘\
; DMSO 4_{ \\Ph RCO,H HO Z_{N 0
N Ph

| 2. BnNH, N
BOC Na(OAc)SBH BOC
rac-19 rac-20

Schema 14: Dekorierung vorrac-19 mit Seitenketten zur Adressierung der Subtascimeder HIV-Protease
(TBS='BuMe,Si)

Durch erneute SwernOxidation der Hydroxylgruppe zum Aldehyd und retier
Aminierung mit Isobutylamin wurde die zweite Aminoktion eingefuhrt, die mit Benzol-
sulfonsaurechlorid in das Sulfonanfidl Gberflihrt wurde. Nach Abspaltung der Schutzgruppe
im Sauren konnte das racemische Gemisch des latgbéc-22 erhalten werden (Schema
15). Die Darstellung erfolgte Gber 10 Stufen inegi@esamtausbeute von 17%.

o) o o o o
1. (cocly,
AI0  N—, OH DMSO ArO PhSO,ClI ArO N—
Bn b
2. IBUNH, 4{ /l /z
N Na(OAc)sBH
BOC
rac-2C rac-21

©] Oo O

O n,
S
N_’z,, N OAr e N”’
>// ; Bn —_—
N
* HCI

BéC
rac-21 rac-22
Schema 15: Darstellung des Inhibitors rac-22 (Ar 2,5-Dimethylphenyl)

Aus einer Serie von funf Verbindungen, die in agaloWeise dargestellt wurden, zeigte das
racemische Gemisch des Deriva22am Assay gegeniber der HIV-Protease mit einepgg-1C
Wert von 2.2 uM die héchste Affinitat.

Es war mdglich, Kristalle des Protein-Inhibitor-Kplaxes aus dem racemischen Gemisch
des Inhibitor22 zu erhalten und mittels RontgenstrukturanalyseKdistallstruktur mit einer
Auflosung von 1.5A zu bestimmen. Die Struktur reiglas R,REnantiomer des 3,4-
disubstituierten Pyrrolidins in der Bindetasche.e D¥erbindung zeigt einen neuartigen
Bindungsmodus: Die endozyklische Aminofunktion degrrolidins nimmt die zentrale

Position zwischen den katalytischen Aspartatenwobei wahrscheinlich in dieser Situation
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der Stickstoff protoniert und die katalytische Dgazlveifach deprotoniert vorlieff' Von
den Akzeptor-Funktionen, die mit eineRlap-Wassermolekll in Wechselwirkung treten
sollten, bildet jedoch nur eines der Sulfonyl-Satadfatome eine direkte Wasserstoffbriicke
zum Hauptketten-NH des Isoleucins 50" aus. Das Heatien-NH von Isoleucin 50, das in
anderen Komplexen entweder direkt oder verbrickt énFlap-Wasser Wechselwirkungen
mit dem Liganden eingeht, stellt hier Uberaschemdmse eine Wasserstoffbriicke zum
Carbonyl-Sauerstoffatom des Isoleucins 50’ her (/hing 7).

\ 150 N
ILE50 /N H----0 \j
. g - §
? N ILE50' \L X

S,

150

=0Q------I

/S
Chepm o
— F@)
N S, , LN
o H H-o" D25 |7, 37+~ D25

S, I ; ; A J
_ — ~ U '
ASP25' ﬁo O)ﬁ ASP25 k F‘i\\ N ?

Abbildung 7: Schematische Darstellung des bestimmteBindungsmodus vonR,R-22 (links); Rontgen-
struktur des Protein-Inhibitor Komplexes (rechts)

S

Die S-Tasche der Protease wird durch den IsobutylréstStTasche durch den Phenylrest
adressiert. DerFlap-Bereich des Enzyms ist stark verschoben und vBggtdso den
entsprechenden Teil der Bindetasche. Der DimetleylpRyrest besetzt die’STasche, ragt
aber zu einem Teil ins Solvenz, déiBenzylrest nimmt eine Position zwischen degr 8nd
S,-Tasche ein, wobei die;Sasche praktisch unbesetzt bleibt.

Als primare und starkste Wechselwirkung zwischegahden und Protein ist vermutlich die
Salzbricke zwischen der katalytischen Dyade und dedozyklischen Amin anzusehen.
Durch das starre Gertlst und den relativ groRenahbistler Akzeptorfunktionen kann nur
eine von ihnen direkte Wechselwirkungen mit delap-Bereich eingehen. Das Sulfonamid
besitzt eine groRere Flexibilitdt und kann so &Wesserstoffbricke mit dem Hauptketten-NH
eingehen und gleichzeitig den Phenylring in dieT&che und den Isobutylrest in dig-S
Tasche ausrichten. Die Carboxamidgruppe ist duiehadfgrund des partiellen Doppel-
bindungscharakters der C-N-Bindung bedingte staBteuktur und die abweichende

Ausrichtung des Restes am Stickstoff zu einer ssldWechselwirkung nicht in der Lage und
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bleibt somit ohne polaren Wechselwirkungspartner. Bostand der Akzeptorfunktionen war

ursprunglich gewahlt worden, um ditap-Wassermolekil zu komplexieren.

g‘”@ e 1%@

3

Schema 16: Strukturen der zum Vergleich verwendeterLiganden: Amprenavir 3: Struktur 1HPV;
Amidhydroxysulfon 23: Struktur 1XL5

Eine Analyse der Struktur und der Vergleich mit $ailstrukturen peptidomimetischer
Inhibitoren wie einem Amidhydroxysulfa28 (Struktur 1XL5*® und AmprenaviB (Struktur
1HPVY*" zeigt deutliche Abweichungen in der Proteinstrukfiabelle 2).

Flap A Flap B Si1ioop S1'-Loop

Struktur Alle G
M46-154 M46'-154’ G78-N83 G78'-N83’
1XL2-1XL5 1.01 2.68 1.39 0.93 1.36
1XL2-1HVP 0.94 2.60 0.95 0.50 1.28
1XL5-1HVP 0.78 0.95 0.93 0.68 0.45

Tabelle 2: Mittlerer Abstand der C,-Atome ausgewahlter Bereiche der Kristallstrukturendes Inhibitors
22 (1XL2), des Amidhydroxysulfons 23 (1XL5) und Ampenavir 3 (IHPV) in A

Betrachtet man die gesamte Proteinkette, so soid die Strukturen sehr ahnlich, und der
mittlere Abstand der &£Atome liegt im Bereich von einem A. Im Bereich dapsA, der im
Komplex von22 (1XL2) keine Wechselwirkungen mit dem Ligandengeint, wird jedoch
mit 2.60-2.68 A ein deutlich gréRerer Abstand bebitet. Eine genauere Betrachtung zeigt,

dass die Aminosauren, die gieHaarnadelstruktudesFlaps ausbilden, mit 2.96-4.50 A die

grofdte Abweichung zeigen (Diagramm 1).

5,00 -
4,00 ~
3,00 ~

2,00 -
1,54
1,00 - 1,40

0,40

0,00

M46 147 G48 G49 150 G51 G52 F53 154
|—#— 1XL5-1HVP —B1XL2-1XL5 —A— 1XL2-1HPV |

Diagramm 1: Abstand der C,-Atome desFlaps A in den Kristallstrukturen des Inhibitors 22 (1XL 2), des
Amidhydroxysulfons 23 (1XL5) und Amprenavir 3 (1HPV) in A
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Die Flap-Region der Protease wird im Allgemeinen als sebibifar Bereich angesehen, doch
auch im Bereich des konformativ fixierten’-&oopszeigt sich eine deutliche Abweichung
von der Struktur der peptidomimetischen Inhibitor®er mittlere Abstand der Atome

betragt 1.28-1.36 A. Eine genauere Betrachtungnbtig, dass Prolin 81’ die groRte
raumliche Verschiebung im Vergleich zu den Strudtuder peptidomimetischen Inhibitoren

hat (Diagramm 2).
3,00 -
2,00 -

1,00 4

0,00
G78' P79 T80 P81’ va2' N83'

| ——IXL5-1HVP  —B-1XL2-1XL5  —A—1XL2-1HPV |

Diagramm 2: Abstand der G,-Atome des $-Loops in den Kristallstrukturen des Inhibitors 22 (1XL2),
des Amidhydroxysulfons 23 (1XL5) und Amprenavir 3 {HPV) in A

Die Divergenz in diesen Bereichen des Proteins den Struktur peptidomimetischer
Inhibitoren scheint durch den Liganden induziert vearden. Der Benzylrest nimmt die
Position der Seitenkette von Isoleucin 50 ein, wabr sich der Dimethylphenoxyrest
zwischen den & Loop und denFlap A schiebt (Abbildung 8, links). Dabei werd®&an der
WaalsKontakte zum C5 des Prolins 81" und zur Seiterkétts Isoleucins 50 ausgebildet.
Der Aromat geht eina-StackingWechselwirkung mit der Carbonylgruppe des Glyci®s
ein (Abbildung 8, rechts).

Abbildung 8: Links: Uberlagerung mit der Struktur d es Liganden 22 (grau) mit der Struktur des
Amidhydroxysulfons 23 (1XL5, hellblau) und Amprenavr 3 (1HPV, grin), Liganden 3 und 23 zur
besseren Ubersicht nicht gezeigt; Abstande bis zuA4zum Liganden in diesem Bereich der Struktur von
22 (rechts)
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Auch die Art der Adressierung den-Sund S$-Taschen weicht beim Pyrrolidi22 von
peptidischen Grundgerlisten ab. Die Protease bitideare Peptide und erkennt die
Seitenketten der Aminosauren in den SubtaschenitQwfolgt zumeist eine Verzweigung
von einem Grundgerust erst in dig- 8nd dann in die STasche bzw. erst in die;’Sund
dann in die 8-Tasche. Das Pyrrolidir22 zeigt eine neuartige Variante die-Basche zu
adressieren; deN-Isobutylrest des Sulfonamids besetzt diese Tasalge einer anderen
Richtung.

Durch die Aufklarung der Rontgenstruktur des Pydink 22 im Komplex mit der HIV-
Protease konnte der Bindungsmodus aufgeklart umgain Enzym bevorzugte Stereochemie
am Pyrrolidinring bestimmt werden. Das Enzym zeigt dieser Struktur eine bisher
unbekannte Konformation, die von der anderer Rrdtghibitor-Komplexstrukturen der HIV-
Protease vor allem im Bereich deétap-Region und des ;SLoops deutlich abweicht.
Aufbauend auf der Analyse dieser Struktur kénnemlolie Variationen des Inhibitora2
zur Aufklarung der zugrunde liegenden Prinzipiendiese Art der Bindung vorgeschlagen
und eine Strategie zur weiteren Optimierung degbltdrs erarbeitet werden.
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2.2 Aufgabenstellung der Arbeit

In dieser Arbeit sollten ausgehend von der StruRRBumeuartige Inhibitoren der HIV-Protease
unter Beibehaltung des Pyrrolidingrundgertstes Lagstruktur entwickelt werden. Die
Besetzung der Taschen sowie die Adressierundri@gsBereiches des Enzyms sollten durch
geeignete Strukturvariationen untersucht und mbstioptimiert werden.

Die Darstellung vor22 erfolgte in zehn linearen Stufen und ermoéglichiee \ariation aller
Seitenketten des Inhibitors. Diese Synthese fljedech nur zum racemischen Gemisch der
Inhibitoren, das sich auch durch HPLC an einer attir Phase nicht trennen lie3. Da
zueinander enantiomere Molekile in biologischen t&yen zumeist unterschiedliche
Aktivitat zeigen, finden in der Praxis zunehmend noch enantiomerenreine Wirkstoffe
Anwendund?® Weil zumeist nur ein Stereoisomer fiir die Wirkueyantwortlich ist, ist
dessen Verwendung in vielen Fallen vorteilhaft,fidla gleiche Wirkung niedrigere Dosen
erforderlich und deshalb geringere Nebenwirkungeeravarten sind. Dieser Trend wirkt sich
auch auf bereits zugelassenene Medikamente augerlpharmazeutischen Industrie wird
versucht, aus racemischen Pr&paraten neue, enantioraine Wirkstoffe zu entwickeln
(chiral switch.*% Da die Zulassungsbehoérden die toxikologische uhdrmakologische
Charakterisierung aller Stereoisomere in einem Gemwerlangen, liegt in der Zulassung
von Einzelverbindungen mit definierter Stereochemgégeniber Gemischen nicht nur der
Vorteil des geringeren Forschungsaufwandes, soralerh der der Minimierung des Risikos
von unerwarteten Komplikationen.

Im Zuge dieser Arbeit sollte daher fur die Darstetf der neuen Inhibitoren eine
enantioselektive Synthese erarbeitet werden. Diegedéellten Inhibitoren sollten in
Kooperation mit Jark Bottcher auf ihre biologischktivitat gegenidber der HIV-Protease
untersucht und im Zuge des strukturbasierten Woftdsigns iterativ verbessert werden.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Madglichkeiten zur stereoselektiven Synthese vonrBiydinen des Typs 22

Die Synthese des Inhibitor82 konnte unter Kontrolle der relativen Konfiguratiater
Substituenten am Pyrrolidin-Ring erreicht und desdBkt als racemisches Gemisch erhalten
werden. Die Diastereoselektivitat wird durch di@ansKonfiguration des Dipolarophils
wahrend der Zykloaddition gesteuert. In der Literast die kinetische Racematspaltung auf
Basis solcher Systeme beschrieben, die dann zuiem&nenreinen Verbindungen fihrt. Eine
Racematspaltung vaN-Benzyl bzw. ungeschiitzten Pyrrolin-diestern mstt8thweineleber-
esterase fiuhrte jedoch nur zu einer moderaten dSEektvitdt bei Hydrolyse deR,R
Enantiomer$'® Die Hydrolyse des Gemischeac-17 zum HalbestelS,S24 mittels einer

Lipase wurde mit hoher Selektivitat und Ausbeutscheebert*!!

EtO,C CO,Et EtO,C, CO,Et HO,C CO,Et EtO,C, CO,Et
\ / Lipase \ /
+ —_— +
N N N N
BOC BOC BOC BOC
rac-17 S,824 R,R17

Schema 17: Kinetische Racematspaltung vaac-17 mittels Hydrolyse durch eine Lipasé"

Die Trennung des racemischen Gemisches Momittels der beschriebenen enzymatischen
Katalyse wurde nicht unternommen, da die entspratdustattung zum Reproduzieren der
publizierten Bedingungen nicht zur Verfigung staml die beschriebene Lipase nur zu
einem sehr hohen Preis kommerziell erhaltlich \Bamit musste die Synthese des Inhibitors
22 zur Darstellung analoger Molekile verwendet weyrddie aus diesem Grund nur als

racemische Gemische erhalten werden konnten.

3.2 Variation der Struktur des Pyrrolidins 22

Die Analyse des Bindungsmodus des PyrrolidiBzeigte eine starke Verzerrung im Bereich
desFlaps, der keine Wasserstoffbriicken zum Ligand aufbaut@Nb4) und im Bereich des
S;’-Loops(G78’-N83). In der Struktur befindet sich der dmethylphenoxyrest zwischen
diesen beiden Bereichen und bild&n der Waaldontakte zum Prolin 81’ des;SLoops
sowie zu Glycin 49 und Isoleucin 50 delaps A aus (Abbildung 8). Diese Beobachtung liel3
die Vermutung zu, dass der grofe aromatische Judusti fir diese Verzerrung in der
Proteinstruktur verantwortlich ist. Da eine Anpassgules Proteins zumeist die Aufwendung

von Energie erfordert, sollte der EnergiegewinnBiadung des Liganden dadurch verringert
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werden. Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurdeSthektur des Pyrrolidin&2 variiert
und der entsprechende Carbonséurerest entfernkeran zuséatzlichen Wasserstoffbricken-
donor einzufihren und die anderen Veranderungersttaktur von22 moglichst gering zu
halten, wurde der Benzylamin-Substituent durch reiBenzyletherrest ersetzt. Auf diesem

Weg gelangt man zur Zielstruktdb (Schema 18).

o o 0.9 08
\/S \/S
N—/,Z_(N E— o—/,,Z_{N
oL SRS
H H

22 rac-25

Schema 18: Variation der Struktur von 22 durch Enternen des Carboxamids zu 25

Fur die Darstellung vor25 sollte der zur Synthese va22 verwendete Alkoholl8 als
Ausgangspunkt dienen. Bei dem Versuch der selektireaktion einer der symmetrie-
aquivalenten Hydroxylfunktionen mit Benzylchloridra Benzylethe27, bei der Silberoxid
als Base verwendet wird, konnte jedoch wider Ervariur das Ausgangsmaterial reisoliert
werden*?

Aus diesem Grund wurde ein zweistufiges VorgehenDarstellung vor27 verfolgt. Der
Silyl-geschitzte Alkohol9 wurde zundchst zum Benzyletti§ alkyliert und die Silylgruppe
anschlieBend abgespalten. Analog der Synthes@favurde der Alkohol naclswernzum
Aldehyd 28 oxidiert und eine reduktive Aminierung mit Isoblatyin zu 29 durchgefuhrt.
Das sekundare Amig9 wurde mit Benzolsulfonsaurechlorid zum Sulfona®@kondensiert

und die BOC-Schutzgruppe im Sauren entfernt (SchHeha
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OH NaH BnO BnO BnO H
4 otes SnC! oTBS / (coch, —/
kat TBAF " bmso ©
—_—
N THe 325, N CHCl, "N
BOC 0 BOC BOC 85% BOC
rac-19 rac-26 rac-27 rac-28

BUNH,
HC(OEt),| MeOH

HO—, OH 92%
ggé) NaBH, °
N Toluol BnO™,
BOC
N
BOC

rac-18
rac-29
Bn/O H BnO SO,Ph O “
N PhSO,Cl  / N
“ \—< N Et ,", TFA O —_
CH.CL. : 4—(
2%l 99%
N 89% N
BOC BOC *TFA
rac-29 rac-3C rac-25

Schema 19: Darstellung des Inhibitors 25

Der Inhibitor 25 wurde von Jark Béttcher in einem kompetitiven Faszenzass&y auf

seine Aktivitat gegentber der HIV-Protease getastet zeigte einen Kg von 76 uM. Die

Aktivitat im Vergleich zur Ausgangsverbindung2 hatte also um den Faktor 35

abgenommen.

Jark Boéttcher gelang es dennoch, aus dem racemisGeenisch des Inhibitor&5 einen

Komplex mit der HIV-Protease zu kristallisieren wlid Rontgenstruktur mit einer Auflésung

vom 1.73 A zu bestimmen. Der Bindungsmodus 26rist grundsétzlich dhnlich dem 22
beobachteten: In der Bindetasche des Komplexeadsdtfisich wie bei der Struktur vd@®

dasR,REnantiomer. Der Pyrrolidin-Stickstoff adressiere diatalytische Dyade, und eines

der Sulfonyl-Sauerstoffatome bildet eine Wasseitstidtke zum Hauptketten-NH des

Isoleucin 50’ aus (Abbildung 9). Die Subtaschen &egyms werden hier jedoch anders

besetzt als in der Struktur v@2. Nur die $-Tasche wird vom Phenylrest des Inhibit@&

adressiert, wahrend die anderen Taschen unbesatatib (Abbildung 10, links).
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\
ILE50 /N H-----

s, N @ y \"\i\

~~.o D25

Abbildung 9: Schematische Darstellung des bestimmte Bindungsmodus von R,R-25 (links);
Rontgenstruktur des Protein-Inhibitor Komplexes (rechts)

Die beobachteten polaren Wechselwirkungen, die hd@& ausgebildet werden, gleichen
jedoch dennoch denen vad®. In der Struktur des Proteins wird auf3erdem diche

Verzerrung im Bereich de$laps A und des 8-Loops beoachtet, obwohl der 2,5-
Dimethylphenoxyrest nicht mehr vorhanden ist (Athbilg 10, rechts).

P81’ Flap A

Abbildung 10: Vergleich der Rontgenstrukturen von 2 (grau, Protein braun) und 25 (griin, Protein
hellblau); Vergleich der Proteinstruktur im Bereich desFlap A und des S'- Loops(rechts)

Der 2,5-Dimethylphenoxyrest kann somit nicht alléin die Verzerrung in der Struktur des
Proteins, die in der Kristallstruktur voR2 beobachtet wird, verantwortlich sein. Es ist
anzunehmen, dass nur solche Wechselwirkungen ed2lund 25 gleichermal3en beobachtet
werden, daflr ursachlich sind: Die Bindung des ®iglins an die katalytische Dyade, die
Wechselwirkung des Sulfons mit dem Isoleucin 501 die Position des Benzylrestes. Es ist
unwahrscheinlich, dass die zentrale Bindung desroRgin-Rings fir die Verzerrung
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verantwortlich ist, da dieser Bereich des Protemsht in direkte Wechselwirkungen
einbezogen wird, die signifikant von der Bindundsuatanaloger Inhibitoren abweicht. Die
Inhibitoren haben durch die frei drehbaren Methgteppen die Mdglichkeit, trotz der
Fixierung des zentralen Rings die Seitenkettentiinsszurichten, ohne eine Reorganisation
des Proteins erforderlich zu machen. Die PositienRBenzylgruppe liegt dem;’SLoop am
nachsten, ist aber wahrscheinlich ebenfalls nightlfe Verzerrung verantwortlich, da sie bei
25 durch drei frei drehbare Bindungen mit dem Grumdgie verknupft ist. Da die
Benzylgruppe ir25 an das Stickstoffatom der starren Amidstrukturugelen ist, ist hier die
Ausrichtung geringfugig verschieden. Der PhenylgRmmmt in beiden Strukturen aber
trotzdem eine sehr A&hnliche Position ein. Somit wahrscheinlich die direkte
Wasserstoffbriicke der Sulfonylgruppe des Inhibitarsn Hauptketten-NH des Isoleucin 50’
fur die Verzerrung verantwortlich. Diese Wechsekwirg fixiert denFlap B in dieser
Position. Die Isoleucin-Seitenkette kann B2iVan der Waaldontakte zum Phenyl-Ring in
der S’-Tasche ausbilden; im Fall va2b ist diese Tasche nicht vom Ligand besetzt, sondern
von der Seitenkette des Isoleucins ausgeflllt iétbbildung 10, links). In dieser
Konformation kann sie gunstigéan der WaalKontakte zur Isobutylgruppe des Liganden
ausbilden. Eine solche Anordnung der Isobutylgrugpen in der Struktur vor22 nicht
eingenommen werden, da sich dort der Carbonséauleashides Liganden befindet. Dies ist
wahrscheinlich der Grund fur die unterschiedliches&zung der ;STasche in den beiden
Strukturen. Die beobachtete Verzerrung im Bereieb Flap A ist wahrscheinlich auf die
Tatsache zurlckzufiihren, dass keiner der Liganden MOoglichkeit besitzt, eine
Wasserstoffbriicke zum Isoleucin 50 auszubildens®i#&/echselwirkung wird dann durch
das Carbonyl-Sauerstoffatom des Isoleucin 50’ mat@men. Da keiner der Liganden die
S/’- und S-Tasche optimal ausfillt, versucht sich das Prateimnzupassen, dass moglichst
wenig hydrophobe Oberflache dem Solvenz ausgesetiileibt. Das Wechselwirkungs-
muster des SLoops mit dem dahinter liegenden Bereich von Leucin 38 fin zum
Methionin 36 verandert sich und ist wahrscheinligh die abweichende Konformation des
S/’-Loopsin beiden Strukturen verantwortlich. Der Inhibit®2 besitzt mit seinem grof3en
2,5-Dimethylphenoxyrest die Mdglichkeit, die Luclkdie durch die Verzerrung ausgebildet
wird, gut auszuflllen. Diese zuséatzlichen Wechg&lwvigen erklaren die bessere Affinitat
von 22 im Vergleich zu25. Welche energetischen Konsequenzen die Reorgamsdées
Proteins hat, lasst sich jedoch mit dem Vergleiehlzeiden Strukturen nicht beantworten. Da

der Inhibitor22 nur eine mittlere Affinitat zeigt und eine weite@ptimierung aufgrund der
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starken Proteinverzerrung wenig Potential zur Vssbeung in sich barg, lag eine
Veranderung des Substitutionsmusters des Grundgsriiahe.

Die starke Verzerrung dédap-Bereichs der Protease sowie die Konformation daiitors
lieen den Schluss zu, dass die Verzweigung zuegsigrung der Subtaschen des Enzyms zu
weit entfernt vom Ring erfolgte. Die Akzeptorfurktien waren zur Adressierung der beiden
Hauptketten-NHs der Isoleucine 50/50° wahrscheimlebenfalls zu weit entfernt, um fur
beide eine gute Wechselwirkung zu ermdglichen.

o
el
Y-X X-y
R

YR = Y

Schema 20: Strategie fur mégliche Strukturvariatioren ausgehend von 22; X: O, NR, CR; Y: C, SO

Somit wurden als modifizierte Grundgertiste B8ahs-disubstituierte Pyrrolidine ausgewabhilt,
die keine direkt am Ring befindliche Methylengruppeehr in der Seitenkette tragen. Die
Verbindungen sollten also mdglichst die Verzweiguy Adressierung der Subtaschen in
Nachbarposition zum Pyrrolidin-Ring ermdglichen whd Akzeptorfunktionen sich in einer
Position befinden, die ndher zum Ring als 2iliegt, um gunstigere Wechselwirkungen mit
derFlap-Region des Enzyms zu erlauben (Schema 20). Aufigden besseren synthetischen
Zuganglichkeit und derC,-Symmetrie der HIV-Protease wurden gezielt symraehe
Inhibitoren dargestellt.

1. NaN, o RFR o)
EtO.C CO,Et H.N NH / \
i NaOH C'CO Me * % ? >N, N
_/1_> —> R / < R
—_—
N MeOH/H ,0 l}l N N
0, - |
Bn 68% Bn Bn
rac-16 rac-31 rac-32

Schema 21: Synthese voimans-3,4-Diamino-Pyrrolidinen mittels Curtius-Umlagerung

Eine Moglichkeit, ein solches System darzustelléhtt Gber das 3,4-Diaminopyrrolidina(c-
32), welchesN-alkyliert und acyliert werden kann (Schema 21). Deamin 32 sollte aus
dem Synthesezwischenprodulg durch eineCurtiusUmlagerung zuganglich sein. Der Ester
wurde daher zunachst basisch verseift und die treseride Dicarbonsaur&@1l nach

Aktivierung mit Chlorameisensauremethylester in daglazid Uberfihrt und anschlie3end
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erwarmt, um ein€urtiusUmlagerung durchzufihréff! Es konnte jedoch kein gewiinschtes
Umlagerungsprodukt isoliert werden. Auch eine agaldcintopfreaktion mit BOC-Azid
filhrte nicht zur Bildung des angestrebten Umlaggsprodukte&*”

3.3 Alternative Zugangswege zum Inhibitorgrundgertst

Da die angestrebte Funktionalisierung des Grundgesiund eine stereoselektive Reaktions-
fuhrung aufbauend auf der Synthese des Inhibi@@sicht durchfihrbar waren, mussten
andere Mdglichkeiten gefunden werden, um die geulites Verbindungen zu erhalten.

Maogliche synthetische Zugangswege zu Pyrrolidinenden im Folgenden kurz diskutiert.

3.3.1 Zugang zu Pyrrolidinen Gber [3+2] Zykloadditionen

Zur Darstellung von Pyrrolidinen wird zumeist d8*+P]-Zykloaddition von Azomethinyliden
an aktivierte Doppelbindungen verwendet. Neuerewkektungen erméglichen auch eine
enantioselektive Reaktionsfuhrulig.*® Die bisherigen Entwicklungen konzentrierten sich
hierbei jedoch zumeist auf die Synthese von Prelindten. Bei 3,4-disubstituierten
Systemen lasst sich die relative Ausrichtung debs8wenten durch die Wahl des
Dipolarophils bestimmen, die enantioselektive Rieaktist jedoch schwierig. Zur
Stereokontrolle wurde in der Literatur die Verwenduchiraler Dipole und Dipolarophile
beschrieben, die eine diastereoselektive Reaktibnshg ermoglichen, sowie die
Verwendung chiraler Katalysatoren.

Alle bis dato verdoffentlichen Versuche, chirale Azethinylide zu verwenden, fihrten jedoch
nur zu einer geringen Stereokontrolle. Ein reprtemes Beispiel aus der Literatur ist die
Reaktion des vonSPhenylethylamin abgeleiteten Azimethinylid3, welches nur mit
moderater Stereoselektivitat reagiert. Durch eimgtare Substitution an der Methylgruppe
des N-Alkylrestes konnte die Selektivitat bis zu einenmmfdereomerenverhaltnis von 4:1

verbessert werdeff!

Ar

NO
[3+2]

NO,
2 rd
-

H,Cx - C N N

. N N

33 3:2
Schema 22: [3+2] Zykloaddition des chiralen Azomeihylids 33

\:\ Ar, NO, Ar
+
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Die Zahl der publizierten Arbeiten, mittels chinraRipolarophile eine gute Stereokontrolle
bei solchen Zykloadditionen zu erreichen, ist delatgroRer als die Zahl der Arbeiten fur
chirale Dipole. Haufig wurden komplexe chirale Dgrophile verwendet, und es konnten
dabei gute Selektivitaten erreicht werden. Fir elidgbeit wurden jedoch nur Systeme
betrachtet, die eine spatere Funktionalisierunglemu gewiinschten Zielstrukturen und deren
Variation ermdglichten. Ein Beispiel hierfir istedReaktion eines chiralen Acrylsaureesters
34 mit einem Azomethinylid, welches nur mit geringgtereoselektivitat erfolgt (Schema
23)*"! Diese Strategie wurde von WissenschaflernNmiartiszur stereoselektiven Synthese

von Inhibitoren der Aspartat-Protegé&ecretase verwendéf

X o 0 oo
o o B M co,Et H COEt
+ HCy +C  [3+2]
_ '}l e +
N N
Bn Bn

Bn
CO,Et

34 2:1
Schema 23: [3+2] Zykloaddition eines Azomethinylidain das chirale Dipolarophil 34*"

Der Ansatz, chirale Katalysatoren zum stereoselekti Aufbau von Pyrrolidinen uber
Zykloadditionsreaktionen zu verwenden, wurde bishar fir 2-substituierte oder 2,5-
disubstituierte Derivate beschried&H.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die [3¥R)adidition von Azomethinyliden an
Dipolarophile zum enantioselektiven Aufbau des dglibstituierten Pyrrolidinsystems der
entworfenen Inhibitoren keine geeignete Reaktiorstelt. Die Stereoselektivitat ist zumeist
nur gering und die weitere Funktionalisierung mérschiedenen Seitenketten sowie der

gewtinschte Abstand der Akzeptorfunktionen zum Rimgschwer zu realisieren.

3.3.2 Funktionalisierung von 3-Pyrrolin

Das N-BOC-geschutzte 3-Pyrroli36 ist in der Literatur beschrieben und kann in grol3e
Maf3stab durch Ringschlulimetathese des kommerzieltiechen N-BOC-Diallylamins 35
dargestellt werden (Schema #4). Die Doppelbindung des Pyrrolins kann dann zur
Einfuhrung weiterer Substituenten Verwendung finden

Die direkte stereoselektive Reaktion von 3-PyreiB7 zu Diolen des Typ88 kann durch
eine Biotransformation mittels des Bakteriun&hingomonas sp. HXN-20@rreicht

werden® Der Mikroorganismus besitzt eine Monooxygenase, dis 3-Pyrrolin in das
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entsprechendeneseEpoxid Uberfuhrt, welches durch eine Epoxidhydselaanschlie3end

stereoselektiv zum Di@8 getffnet wird.

_ _ HO \\OH
XNy~ Grubbsl [ [\ Sphingomonas \
BEC N N N
| | -
BOC R sp. HXN-200 qu
35 36 37 38

Schema 24: Darstellung vorN-BOC-3-Pyrrolin (36) durch RingschluRmetathesé”; Funktionalisierung
von Pyrrolinen durch Biotransformation (R: Bzl; Cbz )™

Die stereoselektive Offnung von solchen bizyklisthmeseEpoxiden kann auch durch
andere Epoxid-Hydrolasen erreicht werden, jedothdis Anzahl der bekannten Beispiele
gering. Eine weitere Moglichkeit, derartige Systeemantioselektiv aufzubauen, liegt in der
Verwendung vormeseAziridinen® Diese sind nicht so reaktiv wie Epoxide, kdnnerrab
durch eine Vielzahl von Nukleophilen gedffnet wardevenn sie durch eine Sulfonyl-,

Carbamat- oder Amidgruppe am Stickstoff aktivieergen>?

S
1. ArSONH, [

o)
MCPBA 2. MsCl, Py
= cu(l = =
/\_/\ K,CO; () [T\, O' N\S—A
N N N y o
R R R R 0

37 39 40 37 41

Schema 25: Zugang zmesoAziridinen aus 3-Pyrrolin 37 (R: Ts, Boc)™ %4

Derartige bizyklischeneseAziridine 40 sind in drei Stufen aus geschutzten 3-Pyrroli&én
zuganglich. Durch die Offnung deseseEpoxids 39 mit Sulfonamiden gelangt man zum
entsprechenden Aminoalkohol, der anschlieBend mewseAziridin 40 zyklisiert wird!®*
Eine elegante Mdglichkeit der direkten Darstellusglcher Systeme ist die Kupfer-
katalysierte Reaktion von Nitren-Aquivalenteti mit 3-Pyrrolinen 37. Diese Reaktion
verlauft jedoch zumeist nur mit moderaten Ausbeuted erfordert einen Uberschuss an
Alken ¥
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Lig.: F F

2
g
o)
Y('OPr), N H 0o Q
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N
EtCN ! _P OH
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R

Schema 26: Stereoselektive Ringoffnung vanesoAziridinen %

Die stereoselektive Ringodffnung veneseAziridinen mit Cyanid oder Azid als Nukleophil
ist durch Verwendung eines chiralen Katalysatorrmesenheit von Yttrium moglich®

Die Funktionalisierung von 3-Pyrrolinen an der Deljgindung ist ein maoglicher
Zugangsweg zum 3,4-disubstituierten Pyrrolidingystier entworfenen Inhibitoren. Fir die
Synthese unsymmetrischer racemischer Inhibitoremieses Vorgehen zweckmalig. Eine
enantioselektive Reaktionsfuhrung erfordert jedecten komplexen Katalysator, der nicht
kommerziell erhaltlich ist. Zur Darstellung symmsther und vor allem enantiomerenreiner

Verbindungen ist ein solcher Zugangsweg deshalbgeegeeignet.

3.3.3 Weitere Strategien zur Darstellung von Pyrrolidinen

Eine grof3e Zahl anderer mdglicher Zugangswege awolRjnen wie Palladium- oder

Ruthenium-katalysierte Zyklisierungsreaktionen \m-In-Systemen, radikalische Zyklisie-
rungen und reduktive Zyklisierungen sind bekanrdufity ist die Synthese der Ausgangs-
materialien jedoch komplex. Zudem st oft keine MNidtkeit der stereoselektiven

Reaktionsfuhrung bekannt oder die erreichte Stemgtoélle gering. In vielen Féllen gibt es
Einschrankungen in Bezug auf Lage und Art der Suwiestten am Ring, die eine spatere
Dekoration der Inhibitoren mit adaquaten Seitemketunmdglich machen wuirden. Ein
Beispiel aus der Literatur ist die Palladium-kaseédyte Zyklisierung eines En-In-Systems, die
die Darstellung eines 3,4-disubstituierten Pyriakderlaubt. Die Verwendung von chiralen

Liganden in dieser Reaktion fiihrte jedoch nur ziinger Stereoselektivitat’

o) :<
z Pd(OAC), 0= CHis O
LS =
N AcOH N
Ts Ts

Schema 27: Zyklisierung eines En-In-Systems zu eime3,4-disubstituierten Pyrrolidin®®
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3.4 Zugang zu chiralen Pyrrolidinen aus Weinsauren

Als Alternative wurde aufgrund der in Kapitel 3.8ngnnten Griinde daher édmiral-Pool
Ansatz gewahﬁr’.n Die Synthese von enantiomerenreinen 3,4-disulstiun Pyrrolidinen
ausgehend von Weinsdure wurde erstmals Wagel et al als Zugang zu chiralen

Phosphinligandebeschriebefr® !

HO, OH  Reduktion:
e BANH, IL Reduktion / NaBH,, BF,, Diglyme
HO N NaBH,, I, THF
00 Xy'oc', A | Red-Al, Toluol
81% Bn LiAH,, THF
L-(+)-Weinsaure 42 43

Schema 28: Synthese von §4S)-Pyrrolidin-3,4-diol (43) aus L-(+)-Weinsaure.

L-(+)-Weinsaure wurde in guter Ausbeute (71%) m@&nBylamin in Xylol unter Ruckfluss
am Wasserabscheider zum Imd@ kondensiert. In der Literatur sind zwar verschiedle
Bedingungen zur Reduktion des Imii® zum Pyrrolidin43 oder analoger Systeme bekannt
(Schema 28), doch hier erwies sie sich als proltisnta So kamen die Reduktion mit einer
Kombination aus Bortrifluorid und Natriumborhydria Diglykoldimethylethe[FQ], Diboran,
dasin situ aus Natriumborhydrid und lod gebildet Wffli und Lithiumaluminiumhydrig"
oder Red-AP [Natrium bis-(2-methoxyethoxy)-aluminumhydfff] in Toluol zum Einsatz.
Die Verwendung der Boranreduktion fuhrte zu schieeproduzierbaren Ergebnissen, da sich
die Aufarbeitung aufgrund des intermediar gebildetgabilen Boran-Amin-Komplexes
aulRerst schwierig gestaltete. Im Falle der Verwagdwn Natriumborhydrid und lod war das
Uberschussige lod nur schwer zu entfernen, undiléstdn sich Nebenprodukte, die beim
Umkristallisieren 06lige, stark gefarbte Verunreimgen bildeten, welche nur schlecht
abzutrennen waren. Auch Red®Aflihrte zu keinem befriedigenden Umsatz. Die piidatien
Bedingungen zur Reduktion mit Lithiumaluminumhyditimussten, wie sich herausstellte,
noch weiter optimiert werden. So fuhrte die Verwamgl des in Tablettenform erhéltlichen
Hydrids nur zu einer sehr langsamen und unvollsgggmd Umsetzung. Durch Einsatz von
LAH-Pulver in THF-I6slichen Polymerbeuteln konntear eine schnellere Reaktion erreicht
werden, das geloste Polymer erschwerte jedoch diieedigung durch Umkristallisieren. Als
Alternative fand schlie3lich eine kommerziell vagfiare Lésung von Lithiumaluminium-
hydrid in THF Verwendung, was zu den besten Ergetem nicht nur in Bezug auf die
Aufarbeitung, sondern auch auf die Reproduzierbadex Ausbeute (69%) flhrte.
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3.5 Primare Struktur-Aktivitdts-Beziehung von Pyrrolididiestern

Das Pyrrolidin-diol 43 wurde nun mit verschiedenen S&urechloriden oddiviaken
Carbonsauren zu den entsprechenden Diestern urmgesetl anschlieRend dieN-
Benzylgruppe durch katalytische Hydrierung in Metblaabgespalten. Es zeigte sich jedoch,
dass die Entschitzung bei Estern mit groRen arsomain Resten wie Naphthylessigsaure
oder p-Methylthio-phenylessigsaure auch unter erhdhtemacBrund hodherer Reaktions-
temperatur nicht moglich war.

Daher wurde im Weiteren zunéchst die Benzyl-Schuggae mittels katalytischer Hydrierung
in Ethanol in Anwesenheit von BOC-Anhydrid durcheeBOC-Schutzgruppe ersetzt und so
das entsprechende BOC-geschiitzte Bibin sehr guter Ausbeute (91%) erhaltéh Aus
diesem konnten von Stefanie DOrr eine Reihe vorrBsynthetisiert werden, die sich unter

milden, sauren Bedingung entschiitzen lie3en unérdie Serie von Inhibitoren des Ty

lieferten.
RCO,H o
HO/, OH BOC,0O HO EDC o O%
_PdCH, <—§ Et,N T .
N EtOH CH,Cl, N
43 44 45
o) 0
g o, o~
R /\_/< R
—_—
Et,0 H
76-92% *HCI
45 46

Schema 29: Synthese der Pyrrolidin-diester vom Typ6

Das Diol 43 wurde hierzu zunadchst mit Saurechloriden odervegtten Carbonsauren in
Dichlormethan in guten Ausbeuten verestert. Die diesem Weg gewonnenen Ests

wurden unter milden sauren Bedingungen mit HCI ietiylether in guten Ausbeuten
entschitzt (Schema 29). EmetaMethoxyderivat sollte zunéchst als Vorstufe flrsda
entsprechende Phenolderivat dienen, die EntschgitminBortribromid®® fiihrte jedoch zu

einem komplexen Produktgemisch, welches wahrsabkintdurch zumindest partielle
Abspaltung der BOC-Gruppe und gleichzeitige Estdtapg zu Stande kam. Auch unter
milderen Bedingungen mit der Kombination von Batitorid und Tetrabutylammonium-
iodid®" konnte das gewiinschte Phenolderivat nicht erhalterlen. Als Synthon fiir ein

para-Anilinderivat sollte die entsprechende Nitroverdhing verwendet werden, die
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hydrogenolytisch reduziert wurde. Das resultiereAdiéinderivat zeigte jedoch eine Tendenz
zur Zersetzung. Nachdem die vollstandig entschiagbindung keine Inhibition zeigte,
wurden keine weiteren Versuche unternommen, diessrbiddung vollstédndig zu

charakterisieren.

0 0

re ot

R / R

N B

H, cCl
R A B KWT K, 184V K, 150V
47b \_< 88 85 k.l 280 k.l
48b \_é 91@ 87 Kl 33 K
aob () 77 76 il 29 Kl
50b ) 84 79 il 167 Kl
51b L@ 66 91 18 3.0 22
52b 78 92 21 45 13
53b 74 89 20 15 35

Tabelle 3: Synthese und Aktivitat in uM der Pyrrolidin-diester gegenuber der HIV-1-Protease und den
Mutanten 184V und 150V; k.I: keine Inhibition; A: A usbeute Veresterung in %; B: Ausbeute
Entschiitzung in %. ™ Saurechlorid zur Veresterung verwendet.

Basierend auf der Annahme, dass von diesen Inhéoitour die hydrophobe,-Soder die &
Tasche adressiert werden kann, wurden als Seitenkeauptséchlich einfache Alkylderivate
und Aromaten verwendet, die keine weiteren poldrarktionellen Gruppen tragen. Um
weitere Aussagen Uber den Bindungsmodus machendmoek, wurden zusatzlich zwei
Derivate synthetisiert, die weitere, gerichtete Wastwirkungen eingehen kénnen. Fir den
Fall der Bindung des Aromaten in die;-Basche sollte die Hydroxylgruppe eines
Phenolderivates eine Wasserstoffbriicke zum Satifatstm des Glycin 48 deflap-Region
des Enzyms ausbilden konnen. Fur den Fall der Bigdun die $-Tasche sollte die

Aminogruppe eines Anilinderivates geeignet sein)am Wechselwirkungen mit den
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Aspartaten 29 und 30 in dep-Basche einzugehen. Die synthetisierten Verbindunif
wurden von Jark Bottcher in einem fluoreszenzbesidrompetitiven Assay auf ihre Affinitat
gegeniber der HIV-Protease und den Mutanten 184150V getestet (Tabelle 8Y!

Fur den Wild-Typ der Protease und die 150V Mutaarigab sich eine vergleichbare Struktur-
Aktivitats-Beziehung: Die Alkylderivatel7b, 48b und 49b sowie das Phenylderiv&0b
zeigten nur schwache Aktivitat gegeniiber dem EnZyma.beste Inhibition zeigte der Ester
der Phenylessigsaurglb. Die Annelierung eines weiteren Phenylrings zu &&phthyl-
derivaten52b und 53b hatte hingegen ebenfalls eine gute Affinitdt zugEo Alle diese
Verbindungen erwiesen sich jedoch gegentber déf Mdtante um den Faktor drei affiner,
womit sich auch fur die schwach bindenden Inhileitoreine Bindungsaffinitat mit guter
Genauigkeit bestimmen lief3. Aus diesen Werten Eishtfolglich auch eine bessere Struktur-
Aktivitats-Beziehung ableiten. Da die beobachtefeends &hnlich zu denen des Wild-Typs
sind, ist anzunehmen, dass sich diese Beziehunly ficden Wild-Typ und die I50V-
Mutante verallgemeinern lasst. Der Ester der 3-Mbtlitersaure47b) zeigt eine Inhibition
von 280 pM; das Hinzufligen einer weiteren Methypg® zum Neopentylderivatd@b)
steigert die Affinitdt um mehr als den Faktor acbbhwohl der Cyclohexylrest etwas groRRer
als der Neopentylrest ist, bleibt die Affinitat fd®b etwa gleich. Die Substitution des
Zykloalkans gegen einen Aromaten fihrt zu einekstaVerringerung der Affinitat, etwa um
den Faktor sechs. Eine Homologisierung zum EsterPtienylessigsaurélb) fuhrte zum
besten Inhibitor der Serie mit einer Affinitdt v@& uM. Aus diesen Werten lasst sich als
Trend erkennen, dass eine Verzweigung direkt nelmmn Ester-Carbonylkohlenstoffatom
ungulnstig ist. Ist keine direkte Verzweigung vortheam, so werden auch grof3ere Reste
akzeptiert. Das Benzoesaurederivadb besitzt aufgrund der Vorzugsorientierung der
Carbonylgruppe parallel zumSystem des Aromaten eine starrere Struktur alsadderen
Derivate. Die geringere Affinitat lasst dartber lgdeeren, dass fehlende konformative
Adaptionsfahigkeit des Inhibitors keinen optimaRBimdungsmodus in dem Protein erlaubt.
Der Benzylrest der Verbindurteflb scheint die Tasche am besten zu adressieren. Diigch
Erweiterung des Phenylrings zu einem Naphthyl-Riagsn 63b und 52b) sinkt die
Affinitat um den Faktor 1.5 bzw. funf, der Benz@tescheint die adressierte Tasche also
bereits sehr gut auszufillen. Kleine Substituentéithren zu einer deutlichen
Verschlechterung der Affinitat, wahrend Naphthyidate keinen so grof3en Aktivitatsverlust
aufweisen. Wahrscheinlich kann dort eine ungunsgigendungssituation teilweise durch die
deutlich groRer vergrabene hydrophobe Oberflachepemsiert werden.
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Unter der Vorraussetzung, dass die sekundare Aommiktibn des Pyrrolidin-Rings die
katalytische Dyade adressiert, sind fur diese Kass Liganden theoretisch verschiedene
Bindungsmodi denkbar:
Bindung Uber einFlap-Wasser oder direkt an die Isoleucine 50, wobei deden
hydrophoben Reste symmetrisch dig $der $-Taschen besetzen oder unsymmetrisch,
wobei ein Rest die;§ der andere die,STasche besetzt (Abbildung 11).

S2' ILE50 1 ILES0'__S2 S2_ ILE50 # ILE50'_S2 S2'_ ILE50 # ILES0'___S2

/ \

A
/] \ s
’ \

S1 S1 S1 S1 S1 S1I
ASP25+ASP25' ASP25+ASP25' ASP25+ASP25'
ILE50 + ILE50' ILE50 + ILE50" ILE50 + ILE50'

sz N S2 s2 v S2 sz S2

- ol

‘ H

H. P
Q P Ph O O  Ph
— Ly
0 o 0

Z + g Z + g
N N
| S, S, | S,
ASP25+ASP25' ASP25+ASP25' ASP25+ASP25'

Abbildung 11: Mégliche Bindungsmodi des DiesterS1b

Eine Bindung Uber ein verbrickendédap-Wassermolekul erscheint unwahrscheinlich
(Abbildung 11 unten). Ein Wassermolekil, welchessgéastoffbriicken mit den Hauptketten
NHs der Isoleucine 50/50" ausbildet, erwartet degdbn Akzeptoren in einem Abstand von
etwa 5 A. Die beiden Carbonylgruppen kénnen zwae &onformation einnehmen, in der sie
ein solches Wassermolekil komplexieren, die dabsgebildeten Winkel sind jedoch fir
eine tetraedrische Koordination des Wassers unigiinst Fall der Bindung tber eiRlap-
Wasser liegt der Inhibitor in einer gestreckten tomation in der Bindetasche und die
Alkylreste konnten nur die,Sund $’-Tasche besetzen. Da sich jedoch eine deutlickdres
Affinitat gegeniber der 184V-Mutante zeigte, lietje Vermutung nahe, dass der Inhibitor
diesen Bereich der Protease adressiert. Da dautsol84 die Svon der $-Tasche trennt
und in einer gestreckten Konformation weit von édkylresten des Inhibitors entfernt ware,

ist dieser Bindungsmodus unwahrscheinlich.

- 38 -



Ergebnisse und Diskussion

Von den moglichen Varianten einer direkten Wechsklmg der Ester-Carbonylgruppen mit
dem Flap-Bereich der Protease erscheint ein symmetrischénduBgsmodus am
wahrscheinlichsten. In diesem Fall wirden die Caylgruppen jeweils direkt die
Hauptketten-Stickstoffatome der Isoleucine 50 aleesn und die Alkylreste die /S;’-

Taschen besetzen. Der starke Affinitatsgewinn gégender 184V-Mutante und die Struktur-
Aktivitats-Beziehung weisen auf eine Besetzung kleineren %Tasche hin. Allerdings
kénnte auch durch eine einfache Konformationsamdgriner der Alkylreste die,Sasche

besetzen. Aufgrund der vorliegenden SAR-Daten sstneht maoglich, eine eindeutige

Unterscheidung zwischen dem unsymmetrischen undsgemmetrischen Bindungsmodus zu

treffen.
ILE50 ILE50'
\'}‘ \ll\l/
H H
s, | | s,
(') c')
ILE84' ILE84
H
s, H o s,

O

=
© ASP25'

Abbildung 12:Postulierter Bindungsmodus des Diestex 51b nach Minimierung mit dem Programm Moloc
(Proteinstruktur 1QBR)
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3.6 Mitsunobu-Reaktionen am 3,4-Dihydroxy-pyrrolidin-Stem

Die Struktur-Aktivitats-Beziehung der Esterderiviief3 den Schluss zu, dass sich durch die
Adressierung von nur zwei Subtaschen keine auszedsh Affinitat der Inhibitoren erreichen
lasst. Ausgehend von der Kristallstruktur des Righris 22 war die beste Stelle zur
Verzweigung jene zwischen dem Ring und der Akzguaisition. Um weitere Stereozentren
im Molekul zu vermeiden, sollten die Hydroxylgruppgurch Aminogruppen ersetzt werden.
Die Synthese des entsprechenden DiaBihgsus dem Diob4 in zwei Schritten tUber eine
MitsunobuReaktion zum Azid55 und anschlieRender Reduktion zum Dian88 ist
literaturbekannt (Schema 36¥.
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DEAD
HO, OH  PPhy N, N, H,N  NH,
\ HN, T Reduktion
_— _—
N THE ) N
Bn 69% Bn Bn
54 55 32

Schema 30: Synthese des Diamins 32 durch MitsunotiReaktion®”

Da dieMitsunobuReaktion unter Inversion erfolgt, musste, um zw@wignschten Enantiomer
des Diamins32 zu gelangen, der aus D-(-)-Weinsaure zugéanglichkkeh®l 54 verwendet
werden. DieMitsunobuReaktiof*® zum Diazid verlief unter den publizierten Bedingan
mit guter Ausbeute (69%). FuUr die Darstellung der grol3eren Mengen bendétigten
Synthesevorstufe32 sollte jedoch die wasserfreie Darstellliflgund Verwendung der
explosiven, flichtigen und giftigen Stickstoffwasdeffsaure umgangen werden. Als
alternative Azid-Quelle wurde das stabile und inFFidsliche Zn(N),-2 Py verwend&’.
Das Azid konnte jedoch nur in geringer Ausbeutégl®soliert werden. Auch die Variation
anderer Reaktionsparameter wie z.B. die Substitudes DEAD durch DIAD und von THF
durch Benzol als Lésungsmittel fihrte zu keinersbesn Ausbeute.

Das Diazid55 musste durch S&ulenchromatographie aufgereinigtieme um das bei der
Reaktion entstehende Triphenylphosphinoxid und Hgdrazinderivat abzutrennen; es fiel
hierbei als farbloses Ol an. Obwohl keine entspeaden Beobachtungen gemacht wurden,
war zu erwarten, dass das Diazid explosiv ist, da mllgemein davon ausgehen kann, dass
eine Verbindung dann zur Explosion neigt, wenn darotient aus der Summe der
Kohlenstoff- und Sauerstoffatome geteilt durch A&kl der Stickstoffatome kleiner als drei
ist!® Fir das Azids5 ist dieser Quotient 11/7 ~ 1.6, fur die analdg®OC-geschiitze
Verbindung72 ebenfalls 11/7 ~ 1.6. Da sich bei der Darstelldeg Esterderivatd6 bereits
gezeigt hatte, dass sich die Benzylgruppe in di&ete Synthesestufe zum Teil nur sehr
schwer oder gar nicht hydrogenolytisch abspaltsstJavurde die analoge BOC-geschutzte
Verbindung dargestellt. Die Umsetzung dé80C-geschiitzten Diolg0 in der Mitsunobu
Reaktion unter analogen Bedingungen flihrte jeddmgrnaals zu schlechten und vor allem
nicht reproduzierbaren Ausbeuten.

Um die Stufe des Diazid®5 zu umgehen, wurden andere Stickstoffnukleophil@ wi
Phthalimid®® oder Sulfonamidé€” in derMitsunobuReaktion eingesetzt. Es konnten jedoch
auch hier keine entsprechenden Produkte isoliertleve Als Alternative lassen sich auch
Kohlenstoffnukleophile in deMitsunobuReaktion verwenden, wobei jedoch nur stark CH-

acide Verbindungen eingesetzt werden kénnen, dpkdeWert des Betain-Intermediats bei
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etwa 13 liegt und sonst das Betain bevorzugt didemphile Substitution eingehen wirde.
Als mogliche CH-acide Verbindungen kommen MitsunobuReaktioneH* Malonsaure-
derivate wie Malonsaurediethylester (& 16.4)? oder Ethylmalonatmononitril (pK=
13.1) in Betracht® Da das Produkt der Substitutids7 jedoch auch eine CH-azide
Verbindung ist, ist eine Alkylierung z68 denkbar (Schema 31). Uber Verseifung und
Decarboxylierung gelangt man schliel3lich zu desmgetchenden Saur&9 bzw. 60, die sich
durch Veresterung derivatisieren lassen und UbeolaEChemie die Mdoglichkeit der
Substitution ina-Position zum Ring béten. Dabei ist durch die Alasohng des Rings eine
hohe Diastereoselektivitat zu erwarten. Bei genin@elektivitat bietet dasa-chirale
Carbonyl-System die Moglichkeit der Epimerisieruogder Inversion durch stereoselektive
Protonierung des Enolats bei tiefen Temperaturen.

DIAD
o  on  PPh EO,C \, , COAE | "o
Z—> H,C(CO,E), EtOzc/i—f\COZEt Verseifung HOZC/j—y\COZH
_— _—
\ THE \ co, )
Bn Bn Bn
54 57 60
' Alkylierung
EtO,C CO,Et R R
H H . H H
Eto?c/llj_fl?\ co,Et Verseifung Hozcjj—{\COZH
_—
\ €O, \
Bn Bn
58 59

Schema 31: Syntheseschema bei der Verwendung voreiylmalonat als Nukleophil

Die MitsunobuReaktion mit Diethylmalonat und dem DiéM fuhrte jedoch nicht zum
gewulnschten Produkd?7. Ein Grund hierfir konnte die zu geringe Basizii#s Betain-
Intermediats sein. Das Phosphor-Yéidl ist eine starkere Base und wurde bereits erfafrei
in MitsunobuReaktionen von CH-aziden Verbindungen eingesB&as. Phosphor-Ylid wurde
daherin situ generiert und in einer Reaktion mit Ethylmalonatimaitril und dem Diol54
eingesetzt (Schema 32§ Das Produk62 konnte jedoch auch hier nicht isoliert werden.
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Ho,  OH NG |y SN
+ BUsP=\ + NC__ CO,Et L EtOZij—g\COZEt
N CN
' y
Bn Bn
54 61 62

Schema 32: Syntheseschema bei der Verwendung desoBphor-Ylids 61

Eine mogliche Erklarung fur die schlechte Reakditviles Diols54 in den verschiedenen
Varianten derMitsunobuReaktion ist die starke Abschirmung des Molekllsgct die

Triphenylphosphoniumgruppen, die den Angriff vordlggren Nukleophilen erschwert. Die
Verwendung von starker basischen Nukleophilen kamiem zur Eliminierung von

Triphenylphosphinoxid unter der Bildung von Benzyhol fihren (Schema 33).

Fl’h
Ph—P’ P . \
Ph o p’ Ph,P-O \\O—P Ph,
PR N
O  \ Ph 2B / \
Ph —_—
Nu N -2 HB '}l
BNN Bn -2Ph,PO  Bn
A B

Schema 33: Mdgliche Griinde fur die mangelnde Reaktitéat gegeniber sterisch anspruchvollen (A) und
basischen Nukleophilen (B)

Eine Methode zur Verwendung des nukleophilen alpeht basischen lodid-lons besteht in
der Verwendung von Methyliodid in deMitsunobuReaktion. Durch das starke
Methylierungsreagenz wird das Betain-Derié® zu 64 alkyliert statt als Base zu dienen.
Dieses Verfahren wurde verwendet um aus einem 4etygrolinderivat das 4-lodo-Derivat
65 herzustellen (Schema 34Y. Die Ubertragung dieser Reaktion auf das 3,4-
Dihydroxypyrrolidin 70 blieb jedoch erfolglos.

HO,
— % +
, CO.,Et |+ CO,Et Q‘COZEt Ph3P—O€’ !
Ph,P—N Mel Ph,P—N Boc B
N N— ~-CO,Et ! N COEt - opph, N COEt
EtO,C BOC - N Boc Boc
EtO,C”
63 64 65

Schema 34: Synthese eines 4-lodoprolin Derivatesmh Mitsunobu Reaktion!”

Die Verwendung von Triphenylphosphoniumhalogeniden der AppelReaktion bzw.
MukayamaRedoxkondensation (Schema 35) ist eine weitereli®tidgeit, Uber die gleichen

reaktiven Oxo-Phosphonium-Intermediate wie bei déitsunobuReaktion die Alkyl-
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halogenide zu gewinnen. Das entsprechende Trippleagphoniumhalogenid wird durch
Reaktion von Triphenylphosphin mit verschiedeneobienen bzw. Tetrahalogenmethanen
erhalten. Die Verwendung von Triphenylphosphin @il,, CBr, Br, oder b zur Reaktion
mit dem Pyrrolidin-Diol 54 fihrte in keinem Fall zu den gewlnschten Pyrrolgl4-
dihalogenider6é.

PPh,
HO,,, OH X, oder X &
{' < CX, \ CX,:CcCl, CBr,
> X, Br,l,
N N
| |
Bn Bn
54 66

Schema 35:Versuch der Herstellung der 3,4-Dihalo-Psolidine 66 tber eine AppelReaktion

Auch alternative Aktivierungsmethoden zMitsunobuReaktion wurden untersucht. Die
Verwendung desVielsmeyeiReagenz, dargestellt aus DMF und Oxalylchlorid,r zu
Aktivierung des Alkohols&7) und eine anschlieBend@2SReaktion mit Phthalimid-Kalium

zu 68 fiihrte zu keinem isolierbaren Prodit.

| / 0
N Y NK
HO ~ OH | o H>—o yo~<H N, N
2 > @) Z g @)
N N

_—
'}l _ | _ |
Bn Cl Bn Cl Bn
54 67 68

Schema 36: Alternative Aktivierung des Diols mit den VielsmeyerReagen?®

3.7 Aktivierung des 3,4-Dihydroxy-pyrrolidin-Systemssabulfonsaureester

Die Verwendung von Sulfonséureestern zur Aktivigrawon Alkoholen zur nukleophilen
Substitution oder Eliminierung ist eine Standardmde in der organischen Synthese. Fir die
Reaktion von Sulfonaten des Pyrrolidin-Diols mitaahiedenen Nukleophilen (z.B. Mesylat
mit NaPPH™® > NaNi’"! Triflat mit TBAF®) waren in der Literatur bereits mehrere
Beispiele beschrieben. Die Umsetzung des Pyrreldols 54 zum Dimesylat69 verlief
problemlos, die Substitution mit Natriumazid in DNIF'® tiber 20 Stunden bei 120°C gelang
jedoch nicht. Sowohl der Ersatz des schlecht IbshcNatriumazids durch ZngN-2 Py als
auch die Verwendung von Mikrowellenstrahlung flletekeiner Reaktion des MesyldsS,
ebenso wenig wie die Verwendung von Phthalimid-alioder lithilerten Sulfonamiden als
Nukleophile (Schema 37).
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w0 on  MsC Sv2: NaN, DMF, 120°

NEt, F j NaNs;, DMF, pu-wW

N CH CI K-Phthalimid, DMF
Bn o8vs LINBRSO,Ph, DMF
54 69

Schema 37: Versuche zur Nukleophilen Substitutiones Dimesylats 69

Aufgrund des hohen Risikos beim Erhitzen von Alkyden bzw. Natriumazid Uber langere
Zeit wurden keine weiteren Versuche unternommers D#azid auf diesem Weg zu
gewinnen. Das Dimesylat erwies sich als verhaltalSign reaktionstrage, da auch unter
drastischen Bedingungen keine Eliminierung zumdtymn beobachten war.

Um die Reaktivitat der Abgangsgruppe zu erhéheneaine starkere sterische Abschirmung
in Kauf nehmen zu muissen, wurde das Mesylat duriflafTersetzt. Die Reaktion des BOC-
geschutzten Diol§0 mit Trifluormethansulfonsaureanhydrid in Dichlortim@n mit Pyridin
als Base wurde analog zu einer Literaturvorschrifgefuhr?® Popsavin et alfiihrten eine
wassrige Aufarbeitung durch und konnten das Triflat in geringer Ausbeute isolier&.
Durch die modifizierte Aufarbeitung analog Diégue?®, bei der das Reaktionsgemisch
direkt auf Kieselgel einrotiert und saulenchromaafigch aufgereinigt wurde, konnte das
Triflat in guter Ausbeute (93%) erhalten werden. é&fwies sich als stabiler kristalliner
Feststoff, der jedoch thermolabil ist. Die Anwessihhvon tertidren Aminen wie bei
Substitution des Pyridins durch Triethylamin odér ®erwendung des Benzyl-geschitzen
Diols (54) als Reaktand fuhrte ebenfalls zur ZersetzungTagkats. Die §2-Reaktion des
Triflats 71 mit Natriumazid in HMP®¥ verlief bei Raumtemperatur glatt zum DiazZid
(Schema 38), die sich anschlielende Reduktion dkewtdlytische Hydrierung in Methanol
fuhrte in einer dreistufigen Synthesesequenz zuamidi 73.

Ho, OH ThO TfO  OTf NH,
Pyridin \ P d /C
_— —>
N CHC, N HMPT meoH N
BOC 93% BOC 73% BOC 92% BOC
70 71 72 73

Schema 38: Dreistufige Synthese des Diamins 73

Um die Isolierung des empfindlichen Triflat& zu vermeiden, wurde das Reaktionsgemisch
der Triflierungsreaktion einrotiert und anschlie@eéyatriumazid und HMPT zugegeben. Die
Aufreinigung erfolgte mittels Flash-Chromatographfuch die Isolierung des potentiell
explosiven Azids/2 als Reinsubstanz konnte vermieden werden, in dach der chromato-
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graphischen Aufreinigung das Losungsmittel nictifeent, sondern zur Losung des Azids im
Eluenten Palladium auf Aktivkohle gegeben und tv&cht hydriert wurde. Die Substitution
des cancerogenen HMPT gegen Dichlormethan oder RBMHA.6sungsmittel resultierte in
keiner Reaktion, wohingegen die Verwendung von DMi®dar zu einer besseren Ausbeute
im Vergleich zum HMPT flhrte. Dieses Verfahren egtighte schlie3lich die Synthese des
Diamins73im mittleren Maf3stab bei gleichzeitiger Minimiegudes Risikos.

HO on 1 THO, Pyridin N,, N, H, HN NH
\ CH,Cl, <—§ PdiC ’ <—§ ’
_— _—
N 2. NaN, N EtOAc/Hexan N
BOC DMPU BOC 86% BOC
70 72 73

Schema 39: Optimierte Bedingungen zur Synthese dBsamins 73 ohne Isolierung des Azids 72

Um auch noch die Stufe des Diazids zu umgehen wuwelsucht, die nukleophile
Substitution des Triflats mit anderen Stickstoffdophilen durchzufiihren. Hierzu wurde
N-Benzyl-benzolsulfonamid aus Benzylamin und Bendfbsylchlorid hergestellt und mit
verschiedenen Basen wie Natriumhydrid oddButyllithium in THF, Kaliumiert-butylat
oder Kaliumcarbonat unter Ultraschallbedingungen Aicetonitril deprotoniert. Um die
Aktivitat zu steigern und die Loslichkeit zu erhah&vurde bei den Kaliumsalzen 18-Krone-6
zugegeben. Das zugegebene Triflat zersetzte sildcheunter den basischen Bedingungen
(pKa von BnNHSGPh = 15.7)%*@ Als weniger basisches Nukleophil wurde Phthalimid-
Kalium (pKa = 13.4¥¥ in DMPU eingesetzt. Es konnte jedoch nur das Myderivat 75
isoliert werden. Grinde dafur kénnten die steristfechselwirkung zwischen desyn
stehenden Substituenten, die zu einer zusatzlidlkémierung des Triflats fuhren, sowie die
hohere Basizitat des Phthalimids sein, die eine miBlerung aus dem
Monosubstitutionsprodukt4 begunstigt.

(6] BCI)C (6] (o)
Tfo,  Off ©:‘<I<NK ©:§NK N
N — O
O F o / (
—  —» 3 —_— — >
DMPU

N-H
h o]
C...0) - N
N R o - Phthalimid N
BOC c0o - KOTf BOC

71 75

Schema 40: Mdgliche Ursache fiir die Eliminierung z5
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3.8 Synthese N-alkylierter Sulfonamide

DasN-BOC-geschutzte §49-3,4-Diamino-pyrrolidin73 diente als Grundbaustein fiir eine
Reihe von Inhibitoren. Aufgrund der einfach durdiiitwenden Alkylierung am
Stickstoffatom und der groRen Zahl an kommerzielifilgbaren Arylsulfonsdurechloriden
wurden damit die zuganglichen Arylsulfonamide alzéptorsubstituenten zur Adressierung
der Flap-Region der HIV-Protease ausgewahlt. Die entspretdie Carbonsdureamide
wurden nicht verwendet, da zum einen deren Alkyherdeutlich schwieriger durchzufiihren
ist und sie zum anderen im Bezug auf die Carbouopige eine unglinstige Ausrichtung des

N-Alkylrestes besitzen.

Durch N-Alkylierung
einzufthren

Leichte Variation durch grof3e o
Anzahl verfugbarer —.
Arylsulfonylchloride '

0
\ Wasserstoffbriickenakzeptor

zur Adressierung der Flap-
Region der Protease

Schema 41:Vorteile bei der Verwendung von Arylsulfoamiden als Bausteine

Zunachst wurde das von der Phenylsulfonséure abgjel&Sulfonamid76 synthetisiert. Die
Reaktion des Diaming3 mit Phenylsulfonylchlorid in Gegenwart voHunig-Base in
Dichlormethan verlief glaft! und das Produki6 konnte in guter Ausbeute (86%) kristallin
durch Ausfallen aus Hexan erhalten werden. Als tidghil fir die sich anschlieRendé
Alkylierung wurde Benzylbromid gewéhlt, da es soWweme hohe Reaktivitat als auch
gleichzeitig eine gute Stabilitat besitzt. Die Rws@k mit Kaliumtert-butylat als Base in
DMF®¥ ergab jedoch wider Erwarten kein AlkylierungspriduAls Alternative wurde
Kaliumcarbonat als Base in siedendem Acetrofiftrilverwendet. Zur Steigerung der
Reaktivitat wurde eine katalytische Menge Kaliunbdugegeben, was zum Alkylierungs-
produkt77in guter Ausbeute (75%) fuhrte.

BnBr
Z_g R SN NS Klica 09 e
" N N 4

—_— Z_g —_— S- 3 N -S
N CH,Cl, N CH,CN \/—/<
BOC 93% ) 75%

BOC N
BOC
73 76 77

Schema 42: Synthese der geschiitzten Inhibitorvorste 77
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Die Entschitzung deN-benzylierten Sulfonamidg7 unter wasserfreien Bedingungen mit
2M HCI in Diethylether zum Hydrochlorid8 verlief mit guter Ausbeute. Der Inhibitai8
zeigte im Assay” eine Affinitat von 2 pM gegentiiber der HIV-Protease

s-N  N-§= ———= S S
<—§ Et,0 <—§
92%
O ;
BOC *4Cl
77 78

Schema 43: Synthese des Inhibitors 78

Unter Annahme der Bindung der protonierten endagzgken Aminogruppe an die
katalytische Dyade und einer Wechselwirkung derfdByl-Sauerstoffatome mit den
Hauptketten-Stickstoffatomen der Isoleucine 50/%€jten computergestitzte Modelling
Studien mit dem Programiolod® einen symmetrischen Bindungsmodus nahe, wobei die
modellierte Position des Pyrrolidin-Rings sehr gut der Kristallstruktur des Inhibitorg2
Ubereinstimmte.

Abbildung 13: Modellierter Bindungsmodus des Inhibtors 78

In diesem Modell bildet jeweils ein Sauerstoffatorder Sulfongruppen eine
Wasserstoffbriicke mit dem entsprechenden Haupik&tiekstoffatom der Isoleucine 50/50’
aus. Die Phenylreste am Schwefel besetzen diks,'Saschen des Enzyms, die
N-Benzylreste adressieren dig’-Taschen (Abbildung 13).

Um diese Bindungshypothese mittels einer Struktkiivtats-Beziehung zu bestatigen,
sollten Substituenten irpara-Position am N-Benzylrest eingefihrt werden, die polare
Wechselwirkungen mit den Aspartaten 30 und 30’ ey kdnnen. Alpara-Substituent

wurde eine Aminogruppe ausgewahlt. Als Synthondig Aminogruppe sollte die analoge
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Nitroverbindung dienen, die Uber das entsprecheaddmbenzylbromid zugénglich sein
sollte. Als zweiter moglicher Substituent wurdeeefdarbonséure ausgewahlt, die sich leicht
in die entsprechenden Amide Uberfuhren lasseresd@ie Verwendung von 4-Brommethyl-
benzoesaure und 4-Brommethylnitrobenzol als Alkyigsmittel von 76 fuhrte aber
Uberraschenderweise zur Zersetzung der Benzylbemmiter den gewéhlten Reaktions-

bedingungen.

SnCl,
A:NO, — NH,
09 H H Qo Kz CO EtOAC
“S—-N N-s~ KIKat
\II

RNH,
{ ; EDC
N CHscN CO,H — CONHR

BOC N CH.CI,

BOC
76

Schema 44: Versuch der Einflihrung polarer Substitusten amN-Benzylrest

Der Grund fir die leichte Zersetzung der Benzylhdmmliegt wahrscheinlich in der
zusatzlichen Aktivierung durch die elektronenziedesm Substituenten ipara-Position. Um
dieses Problem zu umgehen, sollten die Substitnewmherch einen TBS-geschitzten
Benzylalkohol und ein BOC-geschitztes Anilinderivagingefihrt werden. Die
entsprechenden Benzylbromide sollten durch eWWehl-ZieglerBromierung aus den
Toluolderivaten dargestellt werdéf. Die Synthese der geschiitzten Toluolderiv&end80
verlief in sehr guter Ausbeute (99%), die TBS-Szbuippe erwies sich jedoch unter den
Bedingungen der Bromierung als nicht stabil genugj es konnte nur der entsprechende

Aldehyd isoliert werden.

TBSCI NBS
/@ﬁ Imidazol /@ﬁOTBS AIBN /@AO
—_— —_—
DMF
99%
79
BOC,0O
—_—
THF
99%
80

Schema 45: Einfiihrung polarer Substituenten anN-Benzylrest; TBS: 'BuMe,Si

Eine weitere Alternative zur Einflhrung von verstd@nen Substituenten in dieser Position

ist der Einsatz von Ubergangsmetall-katalysiertarpplunger®® 8! Da durch Palladium-
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katalysierte Reaktionen sowohl aromatische Amiiseaaich Carbonylderivate wie Ester und
Amide aus den Arylhalogeniden zugénglich sind, wuardlie entsprechenden Vorlaufer-
molekile aus dem Sulfonami® durch Alkylierung mit den entsprechenden Benzyihicen

76 X: Br 81 76%
| 8276%

Schema 46: Synthese von Arylhalogeniden als Vorléerf von Pd-katalysierten Reaktionen

in guter Ausbeute (76%) dargestellt.

Aus dem reaktiveren Aryliodid2 sollte mittels eineBuchwald-HartwigAminierung das
entsprechende Anilinderivat synthetisiert werdeinmzgist werden in dieser Reaktion priméare
oder sekundare Amine als Nukleophile eingesetztsiba Ammoniak in dieser Reaktion als
ungeeignet erwiesen hat, sind mehrere Verfahremiekglt worden, um primare aromatische
Amine herzustellen. In diesem Fall verwendet mannfimiak-Aquivalente, die bei der
Aufarbeitung zu den primaren Aminen reagieren, wR. Bis-trimethylsilylaminderivaté®’

oder sich leicht entschiitzen lassen, wie Diallyifflioder BOC-Amid>®

Pd(dba),
P('Bu),

Hal _LiHMDS _
TquoI

Schema 47: Synthese priméarer Anilinderivate mitteleiner Buchwald-Hartwig-Aminierung

Es wurde versucht, ein primares Anilinderviat awsndAryliodid 82 herzustellen, eine
Kupplung mit Lithiumhexamethylendisilazan als Nukdhil, Pd(dba) als Katalysator und
Tri-tert-butylphosphin als Ligand in Told® fuhrte jedoch zu keiner Umsetzung des
Aryliodids.

Eine weitere Moglichkeit zur Derivatisierung deryAralogenide81 und 82 bestand in der
Palladium-katalysierten Carbonylierung durch Insert von Kohlenmonoxid in die
Kohlenstoff-Palladium Bindung und nachfolgendem aigfen des Acylpalladium-

Intermediats mit primaren Aminen fihren zu den preishenden Amiden (Schema 48).
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0 0
X pdo PdX  co RNH, R

— = —— PdX — N

-Pdo H

Schema 48: Synthese von Amiden mittels Palladium-kalysierter Carbonylierung.

In dieser Reaktion kénnen auch andere Nukleophike Wasser und Alkohole eingesetzt
werden, um die entsprechenden Carbonsauren oder HEsterhalten. Ein Nachteil dieser
Reaktion liegt ist die Verwendung des giftigen Kairthonoxids, das zumeist erst unter
hohem Druck in einem Autoklaven zur Reaktion gebtracerden kann. Eine Alternative liegt
in der Verwendung von Ubergangsmetallcarbonyler, utiter Erwarmen Kohlenmonoxid
freisetzen. Hierbei hat sich Molybdénhexacarbofg/varteilhafte CO-Quelle erwiesét: *

Das Arylhalogenid wird Ublicherweise mit Molybdamiearbonyl, Palladium-Katalysator
und Amin mittels Mikrowellenstrahlung erwarmt. Deeitkk Labormikrowellengerat zur
Verfugung stand, wurde ein alternatives Protokalh \¥amazakiverwendet®™® wobei das

Kohlenmonoxid aus Molybdanhexacarbonyl und DBU Hutcwarmen in einem Druckgefald

freigesetzt wird. Bei der Auswahl des Amids wurdghsam zyklischen Harnstoff VX-638

orientiert.
GLY48 GLY48'
,N-x_ ILE50 ILE50‘_(-N\
H H
! / l \ \ \
;O =N N= 0O
2% Loy
H H

Abbildung 14: Polare Wechselwirkungen des Inhibitos VX-638 im Komplex mit der HIV-Protease (PDB-
Code 1QBR*. Uberlagerung der B-Reste von VX-638 (violett) mit dem angenommenen Bilungsmodus
von 78 (grin)

Der HIV-Protease-Inhibitor VX-638 besitzt zur Adsesung der Reste Aspartat 30 und
Glycin 48 einen 2-Aminothiazolamid Substituentenbigdung 14)?® Aufgrund der
ahnlichen Ausrichtung im erwarteten Bindungsmodas ¥8 wurde als primares Amin 2-

Aminopyridin verwendet, um ein analoges Wasserstitikennetzwerk aufzubauen. Nach
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der Reaktion des Arylhalogeni8& mit dem vorHerrmannentwickelten Palladazykl{fd als
Katalysator, 2-Aminopyridin als Nukleophil und Kathcarbonat als Base konnte jedoch kein
Carbonylierungsprodukt isoliert werden.

3.9 Kiistallstruktur des Inhibitors 78 und strukturbasgirtes Design

Jark Bottcher gelang es, den Inhibi#@im Komplex mit der HIV-Protease zu kristallisieren
und den Bindungsmodus mittels Réntgenstrukturapatyd einer Auflésung von 1.50 A
aufzuklaren (PDB-Code: 2PQZ). Es stellte sich heralass die Besetzung der Subtaschen
des Enzyms vom Modell abwich. Der zentrale Pyrioliding bindet zwar wie erwartet an
die beiden katalytischen Aspartate 25 und 25’, Fap-Wasser-Molekul wie im Fall von
peptidischen Inhibitoren wird jedoch nicht beobathtStattdessen interagiert eine der
Sulfonylgruppen direkt mit defflap-Region der Protease und bildet Wasserstoffbriickin
den Hauptketten-NH-Funktionen der Isoleucine 50 G@daus. Der Phenyl-Substituent am
Schwefel besetzt die ,Sasche, demM-Benzylrest die §Tasche. Der zweite Arm des
Inhibitors zeigt eine analoge Taschenbesetzung.zZbieite Sulfonylgruppe besitzt jedoch
keine Partner, mit denen sie polare Wechselwirkaregjagehen kann, stattdessen besetzt sie
einen Teil der 8-Tasche, und der Phenyl-Substituent liegt tiefeder Tasche als bei dem

symmetriedquivalenten Teil.

p25 [l } b2

Abbildung 15: In der Réntgenstruktur beobachteter Bndungsmodus von 78

Betrachtet man di€,-Achse der Aminosauren der Bindetasche undCgdi@chse der Atome
des Pyrrolidin-Rings genauer, so fallt auf, dassh gilie beiden Achsen im Pyrrolidin-
Stickstoff-Atom schneiden und einen Winkel von et2@° bilden (Abbildung 16). Das
zentrale Sauerstoffatom eines Sulfonyl-Substituentiegt in der Nahe der Protein-
Symmetrieachse, auf der haufig ddap-Wassermolektl beobachtet wird. Dreht man die
Proteinstruktur um ihr€,-Achse und Uberlagert sie dann mit der Ausganddsiruerkennt

man die starke Abweichung vom symmetrischen Bindomaglus. Der Phenylrest am nicht
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wechselwirkenden Sulfon liegt etwa 2.1 A tieferdar $-Tasche als der entsprechende
Phenylrest in derSTasche. Fiir die Substituenten in defTasche betragt die Distanz 1.7 A,
wobei nun deiN-Benzylrest des wechselwirkenden Sulfonamids tiefedie Tasche reicht.

Auf der Ebene des Proteins zeigt sich, dass diee&e hauptsachlich iflap-Bereich von

der Symmetrie abweicht und sich in Richtung deshselvirkenden Sulfons verschiebt.

Abbildung 16: (A) Vergleich der CyrAchsen des Inhibitors 78 (grau) und des Enzyms (ange); (B)
Uberlagerung der um dieC,-Achse gedrehten Rontgenstruktur mit der Ausgangsstiktur.

Die beobachtete Konformation des Pyrrolidins emtdprsehr genau einer Réntgenstruktur
des 3,4transDiaminopyrrolidin-Trihydrochlorides83 (Abbildung 17)"” Auch dort nimmt
der Ring nicht dieC,-symmetrischelwistKonformation ein, sondern befindet sich in einer
EnvelopeKonformation, wobei das C3 aus der Ebene herduisste

Abbildung 17: Kristallstruktur des 3,4-trans-Diamin opyrrolidin-Trihydrochlorides 83; Kohlenstoff grau,
Stickstoff blau, Ellipsoide mit 50% Aufenthaltswahrscheinlichkeit, Wasserstoffatome als Stabe gezéidt

In der Struktur des Protein-Ligand-Komplexes befimdsich die Amino-Substituenten am
Ring in diaxialer Position, wahrend in der Struktes unsubstituierten Amin83 eine
diaquatoriale Konformation eingenommen wird. Esaszunehmen, dass sich & die
sterisch anspruchsvollen Sulfonylgruppen in derquaéorialen Konformation zu nahe
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kommen wirden und deshalb die diaxiale Konformatengenommen wird, denn die
EnvelopeKonformation erméglicht einen groReren Abstand$igfone.

Die Betrachtung des Bindungsmodus legt die Vernmitumahe, dass durch die
Wasserstoffbriickenbindungen des Pyrrolidin-Ringd des Sulfons die Ausrichtung eines
der beiden Arme bereits festgelegt ist und der Ahemd Benzylrest die Sund S’-Tasche
gut besetzen kdnnen. Durch die starre Ausrichtingentralen Ring kann das Sulfon nur die
Sy-Tasche besetzen, da sich sonst die beiden Sult@mescheinlich zu sehr nahern. In der
Rontgenstruktur betragt der Abstand der beiden aithnéchsten kommenden Sulfonyl-
Sauerstoffatome nur 3.3 A. Somit verbleibt fiir déBenzylrest nur noch die Besetzung der
S;-Tasche, wobei die benzylische Methylengruppe elenihalen Ethylgruppe der Seitenkette
des Isoleucins 84 mit einem Abstand von 3.8 A selme kommt. Diese Seitenkette zeigt eine
abweichende Konformation im Vergleich zu anderemtBénstrukturen des Proteins. Dort
steht die terminale Methylgruppe meistens in Riogtder Bindetasche und trennt dig-S

und S$S-Tasche, bei der Struktur vai zeigt sie dagegen aus der Bindetasche heraus.

/ \
ILES0 == N== [LE50'
: H H
S N S,
Lol ILE50" ILE50
@L o, 9 O / \
$O, § 108° N 86° /N\;fl ° 13°/’N‘
N 26A.° 29A 9" 37A
e 128 /334
107° K \ QO 101° 29A°% o800
30A ) N e
O 3.0,?) 11300\\ //O
H H
S, A 87° 95° /S\
o !

| _ =
ASP25 © O ) aspes

Abbildung 18: Schematische Darstellung des beobadten Bindungsmodus von 78 (links); in der
Rontgenstruktur beobachtete polare Wechselwirkungenmit der katalytischen Dyade (Mitte) und der

Flap-Region (rechts); Winkel am Pyrroldin-Stickstoffatom: Diederwinkel zwischen C5-N1-C2 und
entsprechenden Sauerstoffatom; Winkel an den Aspaat-Sauerstoffatomen: Winkel zwischen der O-C
Bindung des Aspartats und dem Pyrrolidin-Stickstofitom; Winkel an den Amid-Stickstoffatomen:

Winkel zwischen der C-N-C Ebene der Amidbindung unddem entsprechenden Sauerstoffatom; Winkel
an den Sulfonyl-Sauerstoffatomen: Winkel zwischen & S=0O Bindung und dem entsprechenden Amid-
Stickstoffatom.

Es ist anzunehmen, dass der Ligand seine Affihag@ptsachlich durch hydrophobe Kontakte
mit den Subtaschen des Enzyms gewinnt, da nuWaasserstoffbricken ausgebildet werden,
wobei die Salzbriicke zwischen der wahrscheinlicleitagh deprotonierten katalytischen

Dyade und dem vermutlich protonierten endozyklischA&min sicher die starkste
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Wechselwirkung ist, die zugleich den Liganden im Bandetasche fixiert. Die Wasserstoff-
briickenbindungen zu den Aspartatresten erfolgeht symmetrisch. Eine geometrische
Betrachtung deutet darauf hin, dass die Wassebstiafe einmal zum oberen, im anderen
Fall zum unteren Sauerstoffatom der Carboxylatgeappusgebildet wird (Abbildung 18,
Mitte). Da in Kristallstrukturen die Wasserstoffate aufgrund ihrer geringen Streumasse nur
bei sehr hohen Auflésungen observabel sind, kann diasem Fall Uber den
Protonierungszustand nur spekuliert werden. Dies\WMerte der Seitenketten der
proteinogenen Aminosauren sind zwar bekannt, irtelren kann es jedoch aufgrund der
lokalen Umgebung eines Restes zu einer dramatis¢besthiebung dieses erwartetenspK
Wertes kommen. Im Fall der HIV-Protease beeinflnsgeh die beiden Aspartate durch ihren
geringen Abstand stark. In verschiedenen Unterswgdtu wurde gezeigt, dass in dgo
HIV-Protease wie auch in Protein-Inhibitor Komplaxdie katalytische Dyade in mono-
protoniertem, in manchen Féllen auch in zweifaabtgiertem Zustand vorlie§t" ° Die
pK<Werte der beiden Aspartate wurden mit 3.4-3.7 55d6.5, 3.1-3.3 und 4.9-5°3 bzw.
3.3 und 6.8° experimentell bestimmt. Paul Czodrowski entwickah der Arbeitsgruppe
Klebe ein Ladungsmodell, mit dem sich die pWerte der Seitenketten von Aminoséuren
berechnen lasséif! Die durchgefiihrte Berechnung der.pKerte fiir die Kristallstruktur des
Liganden 22 (PDB-Code 1XL2) kommt zu dem Ergebnis, dass digalische Dyade
vollstandig deprotoniert und der Ligand protoniexirliegt!®™ In der Struktur dieses
Komplexes befindet sich ein Wassermolekil in dehdNder katalytischen Dyade, welches
jedoch nur einen geringen Einfluss auf die Bereognules pk-Wertes hat. Dieses
Wassermolekul wird bei der Struktur v@® nicht beobachtet. Die Position des Pyrrolidin-
Rings in beiden Strukturen ist sehr ahnlich, disiftin des Stickstoffatoms unterscheidet
sich aber um 0.5 A. EinRoisson-BoltzmanRechnung zur Bestimmung des pKertes des
Liganden und der katalytischen Dyade wurde analoder Berechung voB2 durchgefuhrt.
Als Modell-pK, fur das Pyrrolidin wurde 11.0 und als Dielektégkonstante fur das Innere
des Proteins 20 angenommen. Die ;{#erte des C- und N-Terminus der beiden
Proteinketten sowie der Histidine 69 und 69 wurdds konstant angenommen, da der
Abstand zur katalytischen Dyade ausreichend grgfum eine signifikante Beeinflussung
ausschlieRen zu kénnen. Das Ergebnis der Berechistirgualitativ vergleichbar mit der
Berechnung des Komplexes v@2 (Tabelle 4). Die pkWerte der katalytischen Dyade
erfahren eine starke Verschiebung in den negatemich, der berechnete pMVert des
Pyrrolidins steigt deutlich an. Ausgehend von diegK,-Werten ergibt eine Berechnung des
Protonierungsgrades bei pH 5, dass die katalytiSpjaxle vollstandig deprotoniert und der
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Ligand protoniert vorliegt. Andere titrierbare Gpgm weisen keine aufRergewohnlich
verschobenen pKWerte auf. Von Interesse ist aul3erdem der Pratomgszustand der
Aspartate 29/29’ und 30/30’, die einen Teil defS3-Tasche bilden. Die pkWerte werden
fir Aspartat 29 mit 1.89 und fir Aspartat 29’ mi62, fir Aspartat 30 mit 2.71 und far

Aspartat 30" mit 2.58 berechnet. Diese Aspartated ssomit ebenfalls als deprotoniert

anzusehen.
apd®™ apd®  apd® 22 78
pKa ASP25 | 3.4-3.7 3.1-3.3 3.3 -4.18 -0.22
pKa ASP25’| 5.5-6.5 4.9-5.3 6.8 0.42 3.29
pK, Ligand apo apo apo 16.66 18.10

Tabelle 4: Experimentell bestimmte pK-Werte der katalytischen Dyade im apo-Zustand und drch
Poisson-BoltzmannBerechnungen erhaltene pK-Werte der Strukturen der HIV-Protease im Komplex

mit 22 und 78 (Modell-pK, des Pyrrolidins: 11;¢ = 20)

Durch das starre Pyrrolidin-Gerist ist die Ausuclg der ,Arme* des Inhibitors bereits
festgelegt. Die Wechselwirkung der beiden Sulfonypgpen Uber eidrlap-Wasser-Molekiil
wird bei 78 wahrscheinlich deshalb nicht beobachtet, da fiire egute tetraedrische
Koordination des Wassers ein Abstand von ca. 5elligvéare, durch die 3,4-Substitution am
Pyrrolidin-Ring ist der Abstand aber vorgegeben. @&m Wasser bei diesem kurzen
Akzeptor-Abstand komplexieren zu kénnen, mussté sias Wasser néher an déap-
Region der Protease aufhalten, wozu sich jedockediBereich reorganisieren und sich vor
allem die Isoleucine 50 und 50’ vom Inhibitor wegwegen mussten. Auf diese Weise
wurden die hydrophoben Kontakte mit den Seitenkett Isoleucine verringert.

Den Sulfonyl-Sauerstoffatomen bleibt somit nur dieekte Wechselwirkung mit dd¥lap-
Region. Da die Ausrichtung und der Abstand der @empdurch das Substitutionsmuster am
Ring vorgegeben ist, kann nur eines der Sulfonybxhgelwirkungen eingehen. Dabei nimmt
ein Sauerstoffatom etwa die Position ddap-Wassermolekuls ein, bildet jedoch nur eine
Wasserstoffbricke mit dem Hauptketten-NH des Ismiesu50 aus. Das Isoleucin 50’ dreht
sich, um eine Wasserstoffbriicke zum zweiten Sulf@ayerstoffatom auszubilden. Durch
diese Ausrichtung der Amidbindung ist keine Wadséisriicke mit dem zentralen Sulfonyl-
Sauerstoffatom zu erwarten (Abbildung 18, rechts).

Zusammenfassend gibt es wahrscheinlich zwei Grifisleden beobachteten unsym-
metrischen Bindungsmodus: Der Ligand besitzt wdtastdich eine Vorzugs-Konformation,

die von der C,-Symmetrie abweicht und die Wechselwirkungen mitmdérotein,
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insbesondere dddap-Bereichs der Protease, werden nicht symmetrissgedildet, da sich
die beiden Sulfonylgruppen sonst wahrscheinlichatlbe kommen mussten.

Basierend auf dieser Struktur er6ffnen sich mehrgl@glichkeiten, die Affinitat des
Liganden 78 durch Modifikationen zu erhdhen. Trotz des beobeteh unsymmetrischen
Bindungsmodus vor’8 wurden weiter symmetrische Inhibitoren synthetisiam auf die
ausgearbeitete Syntheseroute zurtckgreifen zu k@ die Loslichkeit des Liganden zu
erh6hen und gerichtete Wechselwirkungen zu erhdtietet sich die Einfuhrung von Donor-
oder Akzeptorgruppen an. Als mogliche Partner flasgérstofforiicken kommen vor allem
diejenigen Aminoséauren des Proteins in Frage, diedes Peptiderkennungsmotivs der HIV-
Protease sind. Darunter fallen Glycin 27 zur Erkewnder zur Schnittstelle benachbarten
Amidbindung sowie Aspartat 29 und Glycin 48 zur émrkung der jeweils nachsten
Amidbindung. Ein weiterer mdglicher Partner ist despartat 30, das zur Wechselwirkung
mit polaren Substrat-Seitenketten in deiTasche dient. Im nattrlichen Substrat finden sich
neben den hydrophoben Aminosauren wie Valin, Leuesmd Isoleucin auch polare
Aminosauren wie Asparagin, Glutamin, Threonin, @&t oder Histidin an dieser Stelle.
Ausgehend von der Struktur des Liganden und derth®ge bietet sich bevorzugt eine
Substitution an den aromatischen Ringen an, da\éanénderung des Substitutionsmusters
der zentralen Pyrrolidin-Einheit eine komplette Wellang der Synthese erforderlich machen
wurde. Der unsymmetrische Bindungsmodus erschwddch die passende Dekorierung, da
sich die Ringe unterschiedlich tief in der jeweligTasche befinden. Diese mittlere Distanz
der entsprechenden symmetriedquivalenten Ringatosteéigt zwischen der;Sund S'-
Tasche 1.7 A und zwischen der $ind $-Tasche 2.1 A. Eine analoge Substitution diirfte
sich daher in den Taschen im Vergleich mit ihrems\etriedquivalenten Subtasche sehr

wahrscheinlich stark unterschiedlich auswirken.

GLY48' &ES/O' |\L|55/o GLY48
N N
Y N N \IO(
Ke d' !
08 ol ‘O:\\S\N OH
/S\N\ N\
OH
| OH

|o |O GLY27
)\ GLY27' ) )\
Sl S1

Abbildung 19: Mdgliche Adressierung des Peptiderkenungsmotives ausgehend von der Struktur von 78
durch Substitution am N-Benzylrest in der S-Tasche (links) und der $-Tasche (rechts)
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In der S/S;’-Tasche béte sich die Mdglichkeit, die Carbonyjgue des Glycin 27 Uber einen
Wasserstoffbriicken-Donor imetaPosition zu adressieren. Der Abstand zwischen @8m
des aromatischen Rings und der Carbonylgruppe die3td A bzw. 3.6 A, die Ausrichtung
der Phenyl-Ringe in der Tasche ist jedoch nichalidem eine Wechselwirkung zu erreichen.
Die Substitution in 5-Position mit einem Donor-Sttogenten kann in der;STasche zur
Wechselwirkung mit der Carbonylgruppe des Glyci@sfdhren. In der §Tasche ist der
Winkel jedoch unginstig, und die Substitution sollbesser inpara-Position erfolgen
(Abbildung 19). Bei der Entwicklung von Inhibitoresier HIV-Protease werden meistens
Benzyl- oder Isobutylreste verwendet, um digSSTaschen zu adressieren. Der Ansatz,
durch polare Gruppen das Peptid-ErkennungsmotivdausTasche heraus zu adressieren,
wurde selten verfolgt. Aufgrund des geringen Erslgbei der N-Alkylierung mit
substituierten Benzylbromiden (siehe Schema 44devuliese Strategie zu Gunsten anderer
Anséatze daher nicht weiter verfolgt.

In der $/S,-Tasche bieten sich vor allem die Aspartate 30/a Partner flr polare
Wechselwirkungen an. Bei der Bindung der Substda@en sie zur Wechselwirkung mit
polaren Seitenketten. Die jeweilige Position deemfisulfonylreste des Inhibitora8 zeigt,
dass sowohl in der,&ls auch in der STasche durch Einfuhrung eines Substituenten in
para-Position Wechselwirkungen mit dem Protein angenemmwerden konnen und damit
einhergehend eine Affinitatssteigerung moglich ssatite (Abbildung 20, A und B). Der
Inhibitor Amprenavir bildet mit einem aromatisch&min ebenfalls Wasserstoffbriicken mit
dem Aspartat 30 aus, wobei sowohl das Hauptkettdnals auch die Seitenkette des
Aspartats 30 adressiert wird. Eine Uberlagerungkdestallstruktur von Amprenavit’! mit

der Struktur des Inhibitorg8 zeigt eine gute Ubereinstimmung in der Positionjeeeiligen
Phenyl-Ringe in der STasche (Abbildung 20, C). In der urspringlichensifon der
aromatischen Aminogruppe des Amprenavirs befindelt $n der Struktur von78 ein
Wassermolektl. Somit erschien es vielversprechdiesen Ring irpara-Position mit einer

Aminogruppe oder einem Carboxamid auszustatten.
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Abbildung 20: Uberlagerung von Kristallstrukturen der inaktiven HIV-Protease Mutante D25N mit
Substrat Decapeptiden (orange) (A, B), der Strukturdes Inhibitors Amprenavir (orange) (C) und der
Kristallstruktur von 78 (grau); bei den Substratkomplexen wird das Carbonyl der Peptidbindung durch
das NH von Aspartat 29, das Carbonyl der Seitenkett durch das NH von Aspartat 30 adressiert, die
Seitenketten der Substrate bei Glutamin (A, Struktu 1KJF)®" durch eine Wasserstoffbriicke mit der
Seitenkette von Aspartat 30, bei Asparagin (B, Stiktur 1MT9) ™! erfolgt die Wechselwirkung tber ein
Wasser. Bei der Struktur von Amprenavir (C, Struktur 1HPV)E” werden Wasserstoffbriicken vom
aromatischen Amin mit dem Hauptketten-NH und der Séenkette von Aspartat 30 ausgebildet. An der
Position der Substrat-Peptidbindung befindet sich im Wasser.

In der HIV-Protease ist die;S asche nicht deutlich von deg-$asche abgetrennt. Betrachtet
man den Enzym-Inhibitor-Komplex vor8 genauer, so erkennt man, dass Mdsenzylrest
hauptséachlich die ;STasche besetzt und nur geringfugig in dieT8sche hineinreicht, die
somit grol3tenteils unbesetzt bleibt. Der Abstansl dganden zum Arginin 8, welches das
Ende der $Tasche bestimmt, betragt mehr als 5A. In defT8sche ist die Situation
vergleichbar. Hier wird die Tasche durch den Bemsjl deutlich besser ausgefullt, da der
Rest tiefer bis in die $5Tasche reicht und der Abstand zum Arginin 8’ 3o moch etwa
4.5 A betragt. Da der Phenyl-Ring in beiden Taschmmkrecht zum Arginin steht, ist keine
polare Wechselwirkung mdglich (Abbildung 21). AuBeginin 8/8’ bieten sich in ders5;'-
Tasche keine weiteren Partner fir polare Wechdelwgen an, da dieser Teil der Tasche
sonst nur aus den Seitenketten der AminosauremR&bi81’ und Valin 82/82’ gebildet wird.
Durch das Einfuhren eines hydrophoben SubstituesmeRing konnte diese Tasche deutlich
besser ausgefillt werden (siehe Abbildung 15). Aufd der Zunahme der hydrophoben
Kontakte sollte sich die Affinitat eines Inhibitoebenfalls steigern lassen. Als Punkt fur die
Substitution béten sich vor allem dmara-Positionen der Phenyl-Ringe an, da ein dortiger
Substituent in der;und in der $-Tasche in Richtung ders$®zw. $'-Tasche deuten sollte.
Als Substituenten sind besonders kleine hydropl&liestituenten wie Halogene geeignet, die
zusatzlich noch eine gute Polarisierbarkeit aufereisind sich in der Synthese einfach

einfihren lassen (siehe Schema 46).
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Abbildung 21: Darstellung der S-Tasche (links) und der $-Tasche (rechts) in der Struktur des
Inhibitors 78 im Komplex mit der HIV-1-Protease

In der $/Sy’-Tasche ist die Oberflache des Ligand&hnoch nicht optimal auf die Form der
Bindetasche abgestimmt. Oberhalb des Isoleucins &ichtung derFlap-Region befindet
sich noch ein kleiner Hohlraum, der in einigen Biwmeen mit Substratpeptiden von einer
Seitenkette besetzt wird. In manchen Féllen liexg 8ubstrat in zwei Konformationen vor,
wobei eine in Richtung des Isoleucins zeigt. In 8¢iTasche liegt der Phenyl-Ring tiefer in
der Tasche und dieser Hohlraum lieRe sich durcaneBubstituenten inrtho-Position am
Ring ausfillen. In der STasche fullt der Phenyl-Ring dagegen bereits eihei dieses

Hohlraums aus.

Abbildung 22: Darstellung der S-Tasche (links, N-S-Ar-Diederwinkel: 82°) und der $-Tasche (rechts, N-
S-Ar-Diederwinkel: 62°) in der Struktur des Inhibit ors 78 im Komplex mit der HIV-1-Protease

In den beiden Taschen zeigt der Phenylsulfonyldsstiber hinaus eine unterschiedliche
Konformation. In der normalerweise zu beobachtenderzugskonformation eines Aryl-
substituierten Sulfonamids liegt die Ebene des Kisenkrecht zur Bindung des Schwefels
zum Stickstoffatom. In der ;STasche wird diese Konformation eingenommen und der
Diederwinkel zwischen N-S-Phenylebene betragt BR8lieser Ausrichtung wirde eortho-
Substituent am Phenyl-Ring genau in Richtung dddidoms zeigen. In der,’STasche liegt
der Aromat jedoch gekippt in der Tasche, der Dwdeeel betragt nur noch 62° und die
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Ringebene ist parallel zu einer der Schwefel-SaokBoppelbindungen angeordnet. In
dieser Konformation wirde ewrtho-Substituent in Richtung des Isoleucins 84’ unchhia
den Hohlraum dariiber zeigen. Eine leichte DrehweggRings in seine Vorzugskonformation
wirde einen etwaigen Substituenten ebenfalls in deilraum platzieren. Es ist nicht zu
erwarten, dass der Energieunterschied zwischenbeeten Konformeren sehr grol3 sein
sollte, da in Kristallstrukturen von Arylsulfonaneid beide zu beobachten sind. Somit scheint
eine Drehung um 20° maoglich, wenn dadurch eine dres®berflachentbereinstimmung
erreicht werden kann. Ein Grund fur die untersditbd Ausrichtung der Phenyl-Ringe
kénnte die unterschiedlich tiefe Besetzung der Aassein. In der STasche bietet die
Vorzugskonformation gute Moglichkeitexian der WaaldVechselwirkungen einzugehen. In
der $’-Tasche liegt der Ring dagegen tiefer in der Tasaimd durch eine Drehung des
Aromaten kann sich der Ligand besser der Seitemketn Isoleucin 47 anpassen. Der
Energieaufwand fur diese Drehung aus der Vorzugskoration wird wahrscheinlich durch
die zusatzlicherWan der WaalKontakte kompensiert. Als Substituentenartho-Position
zur Adressierung des Hohlraums oberhalb von Isgle®t sind kleine hydrophobe
Substituenten wie ein Chloratom oder eine Methylgei geeignet, da sie sich synthetisch
ebenfalls einfach einfiihren lassen.

Ausgehend von der Kristallstruktur vor8 erschienen vor allem Substitutionen an den
nachfolgenden Positionen an den Aromaten sehwversprechend:

(1) Halogene irpara-Position amN-Benzylrest, um die :5S;-Tasche besser auszufillen.

(2) Methyl bzw. Chlor in ortho-Position am Sulfonyl-Arylrest, um die Oberflachen-

Ubereinstimmung in der,S asche zu erhdhen.

(3) Amin bzw. Carboxamid ipara-Position am Sulfonyl-Arylrest, um eine Adressierwog

Aspartat 30 analog zu Amprenavir und den Substratesrreichen.

1 1
1) Cl: 84, Me:
OQZ/ \S.Qo (1) Cl:8 e: 85
\\S'_N,/ N‘S//
N
H :
3 3

) (2) Br: 86, I: 87, CFs: 88

2
@ 4_§ (3) NHy: 89, CONH: 90

*HCI

Schema 49: An Hand der Analyse der Kristallstrukturvon 78 ausgewdhlte Struktur-Modifikationen
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3.10Synthese von aus der Struktur des Inhibitors 78 alsgteter Inhibitoren

Die Einfuhrung der zuséatzlichen Substituenterpama-Position amN-Benzylrest liel3 sich
problemlos erreichen, da dé&-Benzylrest erst im letztem Schritt eingeflhrt wirdie
Darstellung der VorstufeB81 und 82 fur die Halogen-substituierten Inhibitor&® (Brom-
substituiert) und7 (lod-substituert) wurde bereits in Kapitel 3.8ef® S.49) beschrieben.
Die Einfuhrung des 4-Trifluormethylbenzylrestesolgte analog zur geschitzten Vorstufe
91. Die Entschitzung der Vorstufen erfolgte wiederdanch saure Abspaltung der BOC-

Gruppe zu den Hydrochloriden.

OQ o, 0d
@d@w N@“édé

*HCI
76 R: Br 81 76% R: Br 8672%
I 8276% I 87 81%
Ck 9149% Ck 8871%

Schema 50: Synthese der al-Benzylrest in para-Position substituierten Inhibitoren

Fur die am Aryl-Sulfon modifizierten Inhibitoren ®&ten erst die zu/6 analogen
Sulfonamide dargestellt werden. Dazu wurde das Diaid mit 2-Methyl-sulfonylchlorid zu
92 und mit 2-Chlor-sulfonylchlorid zW®3 umgesetzt. Die beiden Sulfonamide wurden
anschlieBend mit Benzylbromid zu den BOC-geschitdtehibitorvorstufen94 und 95
alkyliert und im letzten Syntheseschritt die BOGi®egruppe unter sauren Bedingungen

abgespalten, wodurch die Inhibitoréhund85 in Form ihrer Hydrochloride erhalten wurden.

<§ @ U @

BOC

73 R: 9394%
CH; 92 87%

Schema 51: Synthese der am Sulfonyl-Arylrest inrtho-Position substituierten Sulfonamide
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o2y 5o K.CO, o Mol Q Q
@(g@cmw NGRBORG d@

*HCI
R: CI 93 R: CI 9465% R: CI 8478%
CHs 92 CHs; 9578% CH 8581%

Schema 52: Synthese der am Sulfonyl-Arylrest inrtho-Position substituierten Inhibitoren

Fur die Synthese der am Sulfonyl-Arylrest para-Position mit einer Aminogruppe bzw.
einem Carboxamid substituierten Inhibitoren musstesprechend geschutzte Vorlaufer
verwendet werden, da bei der Alkylierung das arsohé Amin selbst als Nukleophil
reagieren kann. Die Verwendung des BOC-geschittamatischen Amins wurde ebenfalls
nicht verfolgt, da auch das Carbamat unter drastisdBedingungen alkyliert werden kann.
Andere Schutzgruppen, die in Carboxamiden oder &aalten resultieren, haben die gleichen
Nachteile oder hatten die Synthesesequenz dewédidngert. Zur Herstellung des Amins
wurde daher als Vorlaufer die entsprechende Nittimdung ausgewahlt, da sich
aromatische Nitroverbindungen leicht mit verschieste Reduktionsmitteln wie z.B. HPd
oder Raney-Nickel, Sngbder Al/Hg und Ultraschall unter milden Bedingungeduzieren
lassen. Die Kondensation des Amit&mit 4-Nitrobenzolsulfonylchlorid (Nosylchlorid) ru
sehr gut kristallisierenden Sulfonan8é verlief in guter Ausbeute. Dieses durch die beiden
elektronenziehenden Substituenten zusatzlich akteziSulfonami®6 liel3 sich in sehr guter
Ausbeute zur Verbindungy alkylieren.

Bei der Synthese des Carboxamids wurde ein analkygeatz verfolgt. Dieses ist zwar ein
schlechteres Nukleophil als das Amin, hatte jedoaker den drastischen Alkylierungs-
bedingungen auch benzyliert werden kdonnen. Als &lddr bot sich hier das entsprechende
Nitril an, das leicht in das Amid uberfuhrt werdkann. Die Verseifung von Nitrilen im
Sauren fuhrt in der Regel direkt zur entsprecher@arbonsdure. Im Basischen erfolgt die
Reaktion Uber das Carboxamid, welches jedoch kiclais das entsprechende Nitril
hydrolysiert wird, jedoch unter milden basischerdiBgungen selektiv zum Amid verseift
werden kann. Die Kondensation des Amin8 mit 4-Cyanosulfonylchlorid ergab das
Sulfonamid98, welches sich problemlos zur Verbindw@®alkylieren liel3.
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4R-PhsO,Cl o H H Qo  BnBr Q />:
NEt S~N/,, N-s K,CO,4 0\9 (I?
/\—/< <—§ — > %s-N, N-57
CH,CI, N CH,CN [ <
|
BOC N
R

BOC
73 R: CN 9871% R: CN 9967%
NG, 9669% NQ 9796%

Schema 53: Synthese der am Sulfonyl-Arylrest ipara-Position substituierten Sulfonamide

Die BOC-geschutzten Pyrrolidin-Derivat¢7 und 99 wurden mit HCI in Diethylether
ebenfalls zu den Inhibitorebh00 und 101 entschiitzt. Diese waren nach dem urspriinglichen
Design zwar nicht vorgesehen (siehe Schema 49), sia jedoch als Synthese
Zwischenprodukte dargestellt wurden, sollten mitein zusatzliche Informationen tber die

Struktur-Aktivitats-Beziehung dieser Klasse vondngen gewonnen werden.

NG e Q8
SO eV

R: CN 99 R: CN 10171%
NO, 97 NO, 10079%

Schema 54: Entschiitzung zu den Inhibitoren 101 ungiO0

Die Nitroverbindung97 wurde durch Reduktion mit Zinn(Il)chlorid in Etlagetat in das

entsprechende Amin tiberfilfftt. °@ Unter den Reaktionsbedingungen wurde gleichzditg

BOC-Schutzgruppe abgespalten und die VerbindL®® erhalten, welche durch Ausfallen
des Trihydrochlorid89 aus etherischer Lésung aufgereinigt wurde (ScHhsha
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QL. 188.88
@“QMQ“QMO“Q

3 Crl
97 102 8979%
Schema 55: Reduktion der Nitroverbindung 97 zum Inkbitor 89

+

Zur Hydrolyse des Nitrils wurde zunachst der Haofiskomplex von Wasserstoffperoxid
verwendét®!, jedoch konnte das daraus resultierende Carboxa@daicht isoliert werden.
Mittels der milden Hydrolysemethode mit einer Misog aus DMSO und #D, mit
Kaliumcarbonat als Base bei 0*€! konnte schlieRlici03in exzellenter Ausbeute erhalten
werden. Der Inhibito®0 wurde aus der Verbindunt03 wiederum durch Entschitzung im

Sauren freigesetzt.

REsRE 35

// / /

/ > /

L]

99 103 92% 90 81%
Schema 56: Selektive Hydrolyse des Nitrils 99 zuryBthese des Inhibitors 90

Bei dem Versuch, aus Nitrd9 das entsprechende Aminomethylderivat durch Reodktit
Lithiumaluminiumhydrid zu erhalten, konnte kein Budt isoliert werden. Weitere denkbare
Derivatisierungen des Nitrils wie Verseifung zur rl@ansaure oder Zykloaddition zum

Tetrazol wurden nicht durchgefihrt.
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3.11 Struktur-Aktivitats-Beziehung der Inhibitoren der.Z5eneration

Die synthetisierten Inhibitoren wurden von Jark tBloaér auf ihre Affinitdt gegentber der
HIV-Protease in einem fluoreszenzbasierten kompetit Bindungs-Assay gemessen. Alle
aus der Analyse der Kristallstruktur vai8 vorgeschlagenen Modifikationen zeigten eine

deutliche Verbesserung der Affinitat (Tabelle 5ygeiber dem Wildtyp der HIV-Protease.

O R R O
Ar Fg Ar
N
H, cl
Ar-SO, RN Ki R AG AGh| Vdw
78 () (O~ 215 10 -342 o088 457
g6 ()i ={ ). o046 47 382 093 515
87 {54 A~ 039 55 387 094 524
88 {54 med )~ o080 27 -368 078 500
Cl
84 @ (. 077 28 369 090 492
85 @ Q_\ 0.67 32 -37.3 0091 491
100 on— ) (O 172 13 348 077 432
101 ne-d ) (. 330 07 331 077 504
89 () (). 027 80 306 097 472
O i
00 () (O~ o026 83 -39.7 08 463

N

Tabelle 5: Affinitdten in pM der modifizierten Inhi bitoren gegeniber der HIV-Protease; R: Verbesserung
der Affinitat gegenliiber 78; AG= RT In K; fur T=315K in kJ; n;: Zahl der Schweratome; AG/n;|: Ligand
Efficacy; VdW: Mit dem Programm MOE berechnete hydrophobeVan der WaalsOberflache in A2
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Die Einfuhrung von hydrophoben Substituenterpama-Position amN-Benzylrest fuhrte zu
einer Verbesserung um den Faktor drei bei derumifhethyl-substituierten Verbindung8),

um den Faktor funf bei der Brom-substituiert&®)(und um den Faktor sechs bei der lod-
subsitutierten Verbindung87). Die Steigerung der Affinitat korreliert mit d€réRe der
Substituenten und damit mit der im Protein vergnaipe hydrophoben Oberflache. Die
Einfuhrung von hydrophoben Substituenteroitho-Position amS-Arylrest flhrte zu einer
Verbesserung etwa um den Faktor drei fur das Cli&# bzw. das Methyl-Derivat86),
wobei die Methyl-substituierte Verbindung eine ggfiigig bessere Affinitat zeigt. Tragt
man die Werte der freien Bindungsenthalpi& gegen die hydrophobe Oberflache auf
(Diagramm 3), so erkennt man einen linearen Zusarhargy. Aufgrund der geschlossenen
Bindetasche, in welcher der gebundene Ligand kKimetakte mehr zu Solvenzmolekilen
ausbilden kann, ist die Approximation, dass dierbgtiobe Oberflache des Liganden der
vergrabenen Oberflache entspricht, zulassig. DigbBehtung, dass ein Hinzufligen ahnlich
gro3er Substituenten (gFCH; und CI) unabhangig vom Ort der Substitution eieérs
ahnliche Veranderung der Affinitat bewirkt, legtedvVermutung nahe, dass die grofiere
vergrabene hydrophobe Oberflache fur die verandéffmitat verantwortlich ist. Wie
ausgehend voii8 erwartet, ist sowohl in der;Swie auch in der $Tasche genug Platz fur

die substituierten aromatischen Reste.

T-330
+ -34,0
+ -35,0
+ -36,0

T -37,0

AG [kd/mol]

-+ -38,0

+-39,0

f T T T T T T T -40,0
450 460 470 480 490 500 510 520 530

Hydrophobe Van der Waals Oberflache [A?]

Diagramm 3: Zusammenhang zwischen freier Bindungsehalpie AG und der mit dem Programm MOE
berechneten hydrophobenVan der WaalsOberflachen der Liganden bei Substitution mit hydiophoben
Resten; Gleichung der Regressionsgeraden: y = -085 - 4.5099 kJ; Rz = 0.9493

Die lineare Regression ergibt eine Anderung derd@mysaffinitit von 65 J pro A2

vergrabener hydrophober Oberflache. Eine Extrajpolatuf eine hydrophobe Oberflache von
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0 A? wiirde demnach den Anteil an polaren Wechselwirkanzur freien Bindungsenthalpie
ergeben. Basierend auf diesem Modell wiirde diesgeiAnur etwa 4.51 kJ/mol betragen,
eine Energie, die aufgrund der Salzbricke zwisctlen katalytischen Dyade und dem
protonierten sekundaren Amin des Pyrrolidins sode beiden durch das Sulfon aus-
gebildeten Wasserstoffbriicken jedoch sehr kleircheist. Es ist anzunehmen, dass die
lineare Regression in dem doch sehr kleinen Bemidschen 460 und 520°%4keine genauen
Aussagen Uber die Situation bei einer kleinen hyldoben Oberflache erlaubt.

Die Einfihrung von Wasserstoffbriickenakzeptoren dem Nitril 101 oder der Nitro-
verbindungl00 fuhrt dagegen zu keinem einheitlichen Trend. DiedMerbindungl00 zeigt
eine ahnliche Affinitat wie die Ausgangsverbindurigie Nitrogruppe kann zwar wahr-
scheinlich als Akzeptor dienen, der bendttigte Eeengwand fir die Desolvatation der
Nitrogruppe wird jedoch bei der Bindung des Intolst kompensiert, womit die Affinitat
somit nahezu unverandert bleibt. Fir das Nit@il ergibt sich als einzige Verbindung in der
Serie eine schlechtere Affinitat als fur die Ausgmrerbindung78. Die Ausrichtung des
Nitrils ist wahrscheinlich nicht ideal, um eine V¥asstoffbriicke auszubilden. Berucksichtigt
man den Aufwand fur die gréRere Desolvatationseeedes Nitrils, nimmt so die

Gesamtenergie bei Bindung an das Protein ab.

Struktur pK o Referenz
(0]
+ n.o [102]
HSNQS\OH 0.64
(0]
. 2-0 [103]
H3N@S\NH2 2.06
O
¥ n_0
HSNQS\Ni 1.54 [103]
/
H NLQ(‘SJ‘//O
’ {\l‘\ 1.75 [103]

Tabelle 6: pK;-Werte von analog zu 89 substituierten Anilin-Deriaten

Die Einfuhrung von Wasserstoffbriickendonoren wisndemin (89) oder dem Carboxamid
(90) fuhrt zu einer deutlichen Verbesserung der Afinder Inhibitoren. Sie nimmt im Falle
des Amino-substituierten Inhibito89 um den Faktor 8, bei dem Carboxamid-substituierten
Inhibitor 90 sogar um den Faktor 9 zu. Es ist anzunehmen,déssaromatische Amin 89
nicht basisch genug ist, um in wassriger Loésung iander Bindetasche in der protonierten

Form vorzuliegen. Die experimentell bestimmtenfi¥erte flr die Aminogruppen analog
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substituierter aromatischer Amine liegen bei zwagrosind sogar noch kleiner (Tabelle 6).
Der geringe pk-Wert der Verbindungen lasst sich durch ihr Voriegals phenyloge
Sulfonsaurederivate erklaren.

Somit kann davon ausgegangen werden, dass die gmimpe nur die Funktion eines
Wasserstoffbriickendonors tbernimmt und keine zliski¢z Salzbriicke ausgebildet werden
kann. Im Fall des Carboxami@®® ist nicht erkennbar, ob die im Vergleich zum An&8
ahnliche Steigerung der Affinitdt nur durch die Doitigenschaften oder auch durch
Akzeptor-Eigenschaften der Carbonylgruppe hervaifger wird. Die Nitro-Verbindund.00
kann ahnlich wie das Carboxamid als Wasserstofkenti@kzeptor dienen und hat eine
bessere Affinitat als die unsubstituierte Verbingluso dass davon auszugehen ist, dass auch
die Carbonylgruppe des Amids als Akzeptor dient. Desymmetrische Bindungsmodus von
78 lasst aulBerdem die Annahme zu, dass sowohl das Asi auch das Carboxamid
verschiedene Wechselwirkungsmuster in deru®d $'-Tasche zeigen und eine Beurteilung
der einzelnen polaren Beitrage deshalb unmaglictDia die Affinitat der beiden Inhibitoren
deutlich zunimmt, ist es wahrscheinlich, dass alisatzlich eingefihrten polaren Gruppen
Wechselwirkungs-Partner in der Bindetasche finden.

Zusammenfassend ergibt sich fur alle aus der Rastgeétur von 78 abgeleiteten
Modifikationen eine deutliche Verbesserung der wWitét. Die VergrolRerung der
hydrophoben Oberflache fuhrt zu einer linearen ¢geteing der Bindungsenergie der
Liganden, wobei die Loslichkeit jedoch deutlich aimt. Die polaren Substituenten zeigen
die grolite Steigerung der Affinitdt und erh6heneradhoch zusatzlich die Loslichkeit der

Inhibitoren.

3.12Bindungsmodi der verbesserten Inhibitoren

Um zu Uberprifen, ob der Bindungsmodus sich durelzdsatzlichen Substituenten und die
dadurch hervorgerufenen Wechselwirkungen verandett und ob die Steigerung der
Affinitat durch die vorhergesagten Wechselwirkungbervorgerufen wird, sollte der
Bindungsmodus erneut bestimmt werden. Fur repraSeat Vertreter dieser Serie von
Inhibitoren wurden von Jark Béttcher durch Kokiigsation mit der HIV-Protease und
Bestimmung der Kristallstrukturen die Bindungsmabaistimmt. Fur die anN-Benzylrest
para-substituierten Derivate wurde die lod-substit@eérerbindung7 untersucht und fur die
am S-Arylrest ortho-substituierten, aufgrund der grof3eren StreumasseCthlors, die Chlor-
substituierte Verbindun84. Fir die anS-Arylrest para-substituierten Verbindungen wurden

beide polaren Vertreter untersucht, das Ar@thsowie das Amidd0, um die gerichteten
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Wechselwirkungen im Detail zu analysieren. Durob zlisatzlichen Kristallstrukturen sollte
auch die bestmdgliche Kombination der die I&zw. S$-Tasche adressierenden Substituenten
gefunden werden, um auf diesem Weg eine weitelige3teng der Affinitat der Inhibitoren zu
erreichen.

3.12.1 Bindungsmodus des lod-substituierten Inhibitors 87

Aus der Reihe der anN-Benzylrest substituierten Verbindungen wurden ohétr lod-

Verbindung 87 die zur Strukturbestimmung am besten geeignetastdfle erhalten. Die

Struktur des Protein-Inhibitor-Komplexes wurde \dark Bottcher am Synchrotron BESSY
mit einer Aufldsung von 1.41 A bestimmt (PDB-Co8&QNP).

Abbildung 23: Links: In der Rontgenstruktur beobachteter Bindungsmodus von 87; rechts: Uberlagerung
der Strukturen von 78 (grau) und 87 (orange), rmsde.45 A

Der Inhibitor87 zeigt einen Bindungsmodus, der in den polaren \&&dahirkungen und der
Taschenbesetzung dem va@®8 gleicht. Die Aminogruppe des Pyrrolidins adredsidie
katalytische Dyade und eines der Sulfone bildeti zaekte Wasserstoffbriicken zu den
Isoleucinen 50 und 50’ aus. Dis-Benzylreste besetzen die/S’-Taschen und dies
Phenylreste die £5,’-Taschen der Protease.

Die Uberlagerung der Strukturen v8@ und78 zeigt in der Positionierung der Phenylreste in
der $- und der g-Tasche keinen Unterschied. In der 8nd S’-Tasche liegt der Aromat
hingegen in einer leicht veranderten Position @er Rest ragt etwas tiefer in die Tasche,
durch den volumindsen lod-Substituentenpiara-Position ist der Benzylrest gezwungen
etwas nach oben auszuweichen, da sonst der Sebstiiahrscheinlich Arginin 8 zu nahe
kommen wiirde.

Da der Bindungsmodus praktisch identisch Z8 ist, lasst sich die bessere Affinitat
wahrscheinlich auf die grol3ere vergrabene hydropl@berflache zurickfihren (Diagramm

3, Seite 66).
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3.12.2 Bindungsmodus des Chlor-substituierten Inhibitors &

Die Kiristallstruktur des Inhibitor84 im Komplex mit der HIV-Protease wurde von Jark
Bottcher in Marburg mit einer Auflosung von 2.30bkstimmt (PDB-Code 2QNQ). Der
Bindungsmodus gleicht dem der Ausgangsstruktur: NDiéenzylreste besetzen die/S§’-

Taschen und dieortho-Chlor-phenylreste die J55,-Taschen des Enzyms. Die polaren
Wechselwirkungen sind ebenfalls sehr ahnlich: Dadoeyklische Amin bindet an die
katalytische Dyade und eines der Sulfone bildeekia Wechselwirkungen mit den

Isoleucinen 50 und 50’ délap-Region aus (Abbildung 24).

Abbildung 24: Links: In der Rontgenstruktur beobachteter Bindungsmodus von 84; rechts: Uberlagerung
der Strukturen von 78 (grau) und 84 (violett), rmsa0.67 A

Die Langen der beiden Wasserstoffbriicken, die déferszu den Isoleucinen ausbildet, sind
mit 3.4 A und 3.0 A vergleichbar mit denen in dérugtur des Inhibitors78 beobachteten
Absténden. Die Lage des Pyrrolidin-Rings ist pisdtiiidentisch, nur die Konformation des
Rings ist etwas abweichend. Nicht das C4, welclassnicht wechselwirkende Sulfon tragt
steht in defEnvelopeKonformation aus der Ebene heraus, sondern dast@n etwa 0.5 A
verschoben und somit die Ausrichtung der Substiaremm C4 abweichend. Es ist jedoch
fraglich, ob dieser Unterschied signifikant oder auf die geringere Auflésung der Réntgen-
struktur zurtickzufihren ist. Der Teil des Inhibganit dem Sulfon, welches die Wasserstoff-
briicken ausbildet, besetzt dig-2ind S-Tasche. Es nimmt die gleiche Konformation ein und
liegt praktisch an der gleichen Position wie B&i(siehe Abbildung 24 rechts). Entgegen der
geplanten Ausrichtung steht dertho-Chlor-Substituent jedoch nicht in Richtung des
Hohlraumes oberhalb des Isoleucins 84 sonderndhtétg der $Tasche und der Hohlraum
bleibt unbesetzt. Wie schon bei der Struktur V8rbeobachtet, reicht der Aromat bereits in
diesen Teil der Tasche und der Hohlraum konntelein kiir den Chlor-Substituenten sein.

Die Lage dieses aromatischen Rings scheint durehVWdasserstoffbriicken des Sulfons
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bestimmt zu werden. Eine starke Abweichung lagst gdoch in der Ausrichtung der Reste
in der §- und S'-Tasche beobachten. Auch in def-$asche scheint der Chlor-Substituent
zu groR fur den adressierten Hohlraum zu sein. @ematische Ring wird um etwa 1 A
verschoben und der Chlor-Substituent nimmt ungefdhe Position des ortho-
Kohlenstoffatoms des Inhibitdi8 ein. Die Position der Schwefelatome unterschesubét nur
um 0.6 A. Aufgrund der starren Struktur des Sulfoits wird dadurch die Lage des
Benzylrestes in der;STasche verandert, wobei die Methylengruppe desPestes um 1 A

in Richtung der 8-Tasche verschoben wird, und der Phenylring etwiaKiirzer in die $
Tasche reicht als b&8. Es ist anzunehmen, dass die abweichende Ausniglttes Restes in
der $'-Tasche auch die veranderte Konformation des HgimeRings verursacht. Es bleibt
unklar, warum diese Ausrichtung und nicht eine &hel Konformation wie in der,STasche
eingenommen wird, wo der zusatzliche Substitueaktpsch keine Veranderungen hervorruft
und in Richtung der STasche steht. Ursachlich konnte die unterschiedligusrichtung der
beiden Aromaten in der,Sund $'-Tasche sein. In der,STasche liegt der Ring nicht in der
Vorzugskonformation aromatischer Sulfonamide, somdst um etwa 20° gedreht. Der
Abstand des entsprechendemtho-Kohlenstoffatoms zum Carbonyl-Sauerstoffatom des
Glycins 48 betragt nur noch 3.8 A. Ein Chlor-Sulostint an dieser Stelle wiirde also bei der
Lange der Chlor-Kohlenstoffbindung von 1.75 A nwch einen Abstand von etwa 2 A
haben. In der STasche betragt dieser Abstand aufgrund der uritiedicchen Lage und
Ausrichtung der Ringe jedoch 3.3 A. Da ein Chlomatond eine Methylgruppe sich in ihrer
GroRRe und ihren Eigenschaften sehr ahnlich sinddardber hinaus die Affinitat praktisch
gleich ist, ist zu erwarten, dass der Bindungsmatirsanalogen Methylverbindur@d dem
Bindungsmodus der Chlorverbindu@g gleicht.

Der Inhibitor 84 zeigt im Vergleich zu78 eine um etwa 3 kJ/mol grol3ere freie
Bindungsenthalpie (Tabelle 5, Seite 65). ObwohlBmdungsmodus die Abweichungen in
der S- und S$'-Tasche relativ grof3 sind, korreliert die gesteigéffinitat recht gut mit der
groReren hydrophoben Oberflache (Diagramm 3, $&ifesomit scheinen die Verzerrungen
keinen sehr grof3en Einfluss auf die Bindungsenezgidnaben. Jedoch zeigen sowohl die
Chlorverbindung34 wie auch die Methylverbindungb eine etwas grofR3ere Bindungsenergie
als durch das Modell zu erwarten ist. Zudem sirehjidrophoben Wechselwirkungen nicht

gerichtet und so von der Ausrichtung der Resteem Taschen verhaltnismalig unabhéngig.
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3.12.3 Bindungsmodus des Amino-substituierten Inhibitors 8

Der Inhibitor89 im Komplex mit der HIV-Protease wurde von JarktBloer kristallisiert und

die Kristallstruktur mit einer Aufldsung von 1.78 Bestimmt (PDB-Code 2PWC). Der
bestimmte Bindungsmodus gleicht dem in der Strukéur78 beobachteten: Das Pyrrolidin-
Stickstoffatom adressiert die katalytische Dyade M-Benzylreste besetzen die/S'-
Taschen und di§&-Arylreste die 9S,’-Taschen. Ein Sulfon bildet zwei Wasserstoffbritke
zu den Isoleucinen 50 und 50’ in delap-Region der Protease aus, wahrend das zweite
Sulfon keine polaren Wechselwirkungs-Partner findet

Abbildung 25: Links: In der Rontgenstruktur beobachteter Bindungsmodus von 89; rechts: Uberlagerung
des Bindungsmodus von 78 (grau) und 89 (griin), rms®.36 A

Der Bindungsmodus der Aminoverbindur@® ist der Ausgangsverbindung8 deutlich
ahnlicher als der Bindungsmodus der Chlorverbind8#dSiehe Tabelle 8, Seite 77). Die
Abweichungen in den Atompositionen liegen im Bdneicder Auflosung der
Rontgenstrukturen.

Abbildung 26: Wasserstoffbriickennetzwerk in der Stuktur des Inhibitors 89 S,-Tasche (links) und $'-
Tasche (mitte); Uberlagerung der $ und Sy-Tasche der Struktur von 89 (griin) mit der Struktur von
Amprenavir (orange)
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Wie aufgrund des unsymmetrischen Bindungsmodusraargeen war, sind die Wechsel-
wirkungen der beiden aromatischen Aminogrupperem3 und S’-Tasche unterschiedlich,
da in der $Tasche der Aromat etwa 1.6 A tiefer in der Taszhen Liegen kommt. Beide
aromatischen Aminogruppen bilden jeweils zwei Westséfbriicken aus, wobei eine direkt
mit dem Protein und die zweite vermittelt Uber @fiassermolekil ausgebildet wird. In der
S,-Tasche (Abbildung 26, links) wird die Wechselwinkumit der Seitenkette des Aspartats
30 ausgebildet, das Wassermolekul verbrickt dearidgn mit der Seitenkette des Aspartats
29. In der $-Tasche (Abbildung 26, Mitte) ist die Situationrdich, dort wird die direkte
Wechselwirkung mit der Hauptkettencarbonylgrupps Aspartats 30 ausgebildet. Uber ein
verbrickendes Wassermolekll wechselwirkt der Ligauma mit der Seitenkette des Aspartats
30. Das Wassermolekll befindet sich hier in dertPosan der sich die Aminogruppe des
Liganden in der STasche befindet (Abbildung 26, rechts). In deulur des Inhibitorg8
befindet sich in der STasche ein Wassermolekiil an vergleichbarer, unAlin Richtung
des Inhibitors verschobener, Position. In deiT&sche fehlt ein entsprechendes Solvenz-
molekil. Die Konformation der Seitenketten der Asgi@ ist in beiden Strukturen trotz der
unterschiedlichen Wasserstoffbrickennetzwerke p@ktidentisch. Vergleicht man den
Bindungsmodus voB9 mit dem des Amprenavir8)” (Abbildung 26, rechts), so zeigt sich,
dass sich die Situation in den-Basche fur beide Beispiele gleicht. Durch die Heic
unterschiedliche Ausrichtung der Aminogruppe ist tidechselwirkungsmuster verschieden
und Amprenavir kann sowohl die Hauptkettencarbomydge als auch die Seitenkette des
Aspartats 30 direkt adressieren.

Da der pK-Wert eines aromatischen Amins, welchespara-Position mit einem Sulfon
substituiert ist, als phenyloges Sulfonsauredergiaen Werte kleiner als zwei annimmt
(Tabelle 6, Seite 67), ist anzunehmen, dass didebhearomatischen Aminogruppen des
Inhibitors 89 nicht protoniert vorliegen. Um jedoch eine besoad€erdnderung des pK
Wertes durch die beiden Aspartat-Seitenketten mittelbarer Nahe auszuschliel3en wurden
Poisson-Bolzmanm®echnungen mit dem von Paul Czodrowski in der AshgeuppeKlebe
entwickelten Ladungsmodell durchgefiihrt (Tabelle d@@r Beitrag der Wassermolekile
wurde hierbei vernachlassigt. Es wurden vergleiohbBarameter wie schon bei der

Berechnung mit dem Inhibitat8 verwendet.
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‘ ASP29 ASP30 Ar-Ngf ASP29° ASP30° Ar-NH'
78 1.89 2.71 - 1.62 2.58 -
89 2.00 2.12 -3.07 1.62 2.41 -3.83

Tabelle 7: Durch Poisson-BolzmanmBerechnungen erhaltene pk-Werte der HIV-Protease im Komplex

mit 89 und 78 und der aromatischen Aminogruppen von89 (Modell-pK, des Pyrrolidins: 11, der
aromatischen Amine: 1.75 = 20)

Die Berechnung der plWerte zeigen fur das Protein qualitativ den gleicArend wie bei
78, die pKysWerte der beiden Aspartate 29 und 30 sind leidrringert und somit als
deprotoniert anzunehmen. Der pWert des Anilin-Stickstoffs wird weit, bis in demega-
tiven Bereich, verschoben und somit ist auszudébhie dass es sich um die protonierte Form
handelt. Zusammenfassend zeigt sich nur ein geriBgdluss des Liganden auf den pK
Wert der Aspartate und der Ligand ist daher algedrédmin anzusehen, ein zuséatzlicher
Gewinn an Bindungsenergie durch eine Salzbriclgt $ish somit ausschliel3en.

Der Inhibitor 89 zeigt im Vergleich zu78 eine um etwa 5 kJ/mol starker negative freie
Bindungsenthalpie (Tabelle 5, Seite 65). Der Birgtumodus ist vergleichbar und die
Verbesserung der Affinitat dirfte durch die zusékdn Wasserstoffbriicken zustande
kommen. Das Amin besitzt eine bessere Ldslichkeid wtsomit auch eine hodhere
Desolvatationsenergie. Das zusatzlich beobachtetieriwckende Wassermolekdl in der S
Tasche senkt ebenfalls die Bindungsenergie. Ebthjioch fraglich, ob im Komplex vor8
sich nicht auch Wasser an einer dhnlichen Poditgdimdet, sich jedoch aufgrund mangelnder
Fixierung durch Wasserstoffbriicken mit dem Liganded damit héherer Mobilitéat in der

Struktur nicht beobachten lasst.

3.12.4 Bindungsmodus des Carboxamid-substituierten Inhibibrs 90

Der in para-Position mit einem Carboxamid substituierte Intubi90 wurde von Jark
Bottcher im Komplex mit der HIV-Protease kristakid und die Kristallstruktur am DESY in
Hamburg mit einer Auflésung von 1.50 A bestimmt B2Dode 2PWR). Der Bindungsmodus
gleicht dem der Ausgangsverbindung8. Der Pyrrolidin-Stickstoff adressiert die
katalytischen Aspartate, eines der Sulfone bileeti 2Vasserstoffbriicken zu den Isoleucinen
50 und 50 der Protease aus, wahrend die zweitdfor8dgruppe keine polaren
Wechselwirkungen zeigt. Wie in der Struktur vihbesetzen didl-Benzyl-Substituenten die
S;- und S’-Taschen, wéahrend di&-Aryl-Substituenten die S und $’-Taschen besetzen
(Abbildung 27).
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Abbildung 27: Links: In der Rontgenstruktur beobachteter Bindungsmodus von 90; rechts: Uberlagerung
des Bindungsmodus von 78 (grau) und 90 (gruin), rmsd.99

Der Bindungsmodus des Amid-substituierten Inhilsi@0 ist der Ausgangsverbindung nicht
ganz so ahnlich wie der Bindungsmodus der Aminaunding89, aber deutlich &hnlicher als
der der Chlorverbindung4 (Siehe Tabelle 8, Seite 77). In dgr,&,’- und S’-Tasche liegen
die Abweichungen in den Atompositionen v@8 und 90 im Bereich der Auflésung der
Rontgenstrukturen. In deryJasche ist dagegen eine leichte Drehung des Ammatl

erkennen, die wahrscheinlich auf die durch das Amudgebildeten Wasserstoffbriicken

zuruckzufihren ist.

4 . | |
Abbildung 28: Wasserstoffbriickennetzwerk in der Stuktur des Inhibitors 90 S,-Tasche(A, B) und $-
Tasche (C, D); Uberlagerung der Struktur des Inhibfors mit den Substratkomplexen 1KJF (B) und
1MT9 (D)
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Aufgrund des unsymmetrischen Bindungsmodus ist lmEsbachtete Wasserstoffbriicken-
netzwerk in der § und $'-Tasche unterschiedlich. In deg-$asche bildet das Amid mit dem
Carbonyl-Sauerstoffatom eine Wasserstoffbriicke e ¢Hauptketten-NH des Aspartats 30
aus, wahrend die Aminogruppe des Amids Uber eins@fagerbriickt eine Wechselwirkung
mit der Seitenkette des Aspartats 29 eingeht (Ao 28 A). Die Carbonylgruppe dreht
sich dazu um etwa 8° aus der Ebene des Aromateudeln der $Tasche wird ebenfalls
eine Wasserstoffbricke zwischen dem Carbonyl-Saffatom und dem Hauptketten-NH
von Aspartat 30’ ausgebildet, die Aminogruppe geldbch diesmal eine direkte Wechsel-
wirkung mit der Seitenkette des Aspartats 30’ &bhjldung 28 C). In diesem Fall dreht sich
die Carbonylgruppe um 46° aus der Ebene des Aromaeraus. Die beobachteten
Wasserstoffbriickennetzwerke entsprechen sehr quénddes Substrates, wobei in der S
Tasche die Wechselwirkungen des Glutamins (Abbgd28 B) und in der $Tasche die
Wechselwirkungen des Asparagins (Abbildung 28 Djiart werden.

Aufgrund der Konjugation mit dem aromatischen Riegt die Vorzugskonformation der
Carbonylgruppe in der Ringebene. Die Ausrichtunggratheidet sich damit stark von den in
den Substratstrukturen beobachteten Orientierurdgn Amidgruppe, wobei in der,S
Tasche die Gruppen beinahe senkrecht zueinandmnstBabei sind auch die bereits bei der
Struktur von78 beobachteten unterschiedlichen Ausrichtungen menatischen Ringe in den
beiden Subtaschen zu beachten. Wéahrend in ddraghe der Aromat bereits geneigt
vorliegt, kann der Substituent in der beginstigtage in der Ringebene verbleiben. In der
S,-Tasche zeigt der Ring jedoch keine so gunstigeer@erung und die Carbonylgruppe
muss sich daher starker aus der Ebene herausdrehen.

Der Amid-dekorierte InhibitorO0 zeigt eine deutlich bessere Affinitat als die Aasgs-
verbindung, was sicher auf die ausgebildeten zlidd¢n Wasserstoffbriicken zurlickzu-
fuhren ist. Der Unterschied zum Amino-substituiertehibitor ist jedoch nicht besonders
grof3. Ein Grund dafur kbnnte in der unpassendeni¢hisng der Amidgruppen liegen. Fur
die Drehung der Carbonylgruppen aus der Ringebesraul muss zusétzlich Energie
aufgewendet werden. Eine deutliche Verbesserur@e lisich sicher erzielen, wenn die
Konjugation der Carbonylgruppe zum Aromaten durahe eSubstitution an den beiden
angrenzenden Positionen gebrochen wirde und digdxappe sich somit senkrecht zum

Ring ausrichten kdnnte.
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3.12.5 Zusammenfassung der beobachteten Bindungsmodi deulsstituierten

Inhibitoren
78 87 84 89 90
78 - 0.45 0.67 0.36 0.99
87 0.45 - 0.56 0.57 0.54
84 0.67 0.56 - 0.72 0.85
89 0.36 0.57 0.72 - 0.28
90 0.54 0.66 0.85 0.28 -

Tabelle 8: Vergleich der in den Kristallstrukturen beobachteten Bindungsmodi der Inhibitoren durch
rmsd-Werte der Substruktur von 78 in A

Vergleicht man die beobachteten Bindungsmodi ddystsuierten Inhibitoren mit der
Kristallstruktur der Ausgangsverbindui@@ (Abbildung 29, Tabelle 8), so fallt auf, dass sich
die Position der Gruppen, die polare Wechselwirlamgingehen, wie der Pyrrolidin-Ring
und eines der Sulfone, nur geringflgig verandenchAdie Konformation der Inhibitoren ist
sehr ahnlich, die einzigen groReren Abweichungew $n der Struktur deortho-Chlor
substituierten Verbindung4 zu erkennen.

Abbildung 29: Uberlagerung der beobachteten Bindungmodi der Ausgangsverbindung 78 (grau), der
lod-substituierten Verbindung 87 (hellblau), der CHor-substituierten Verbindung 84 (violett), der Amino-
substituierten Verbindung 89 (orange) und der Amidsubstituierten Verbindung 90 (grtin)

Die Reste, die die,S und die S-Tasche adressieren liegen in allen Strukturentigikin
der gleichen Konformation und Position vor. Im F#ls Amins ist eine kleine Verschiebung,
im Fall des Amids eine etwas starkere Verschielmungeobachten, die wahrscheinlich durch

die zusatzlichen Wassersoffbriicken hervorgerufed.vidie starre Struktur des aromatischen
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Rings und des Sulfonamids bewirken bei einer solctierschiebung eine andere Positio-
nierung in der §Tasche. Auch in den beiden anderen Taschen l&ssem solcher Effekt

beobachten. Durch den starker abweichenden Binduwrdyss der Chlorverbindung ist hier
der beobachtete Effekt besonders ausgepragt. @ievtguten Steigerung der Affinitat durch
die Einflhrung der zusatzlichen Substituenteroritiho-Position wurde dieser Ansatz nicht
weiter verfolgt, da der Bindungsmodus vor allendén S’-Tasche stark von dem der anderen
Inhibitoren abweicht und fraglich war, ob eine Kandiion polarer Reste ipara-Position

einen entsprechend positiven Effekt haben wirdedelaRing durch einen zusatzlichen

Substituenten inrtho-Position wahrscheinlich in eine andere Ausrichtgagracht wiirde.

Abbildung 30: Uberlagerung der beobachteten Bindungmodi in der S'-Tasche der Chlor-substituierten
Verbindung 84 (violett); links mit der Amino-substituierten Verbindung 89 (griin); rechts mit der Amid-
substituierten Verbindung 90 (grun)

3.13Variation der N-Benzylgruppe von 78

Da die synthetisierten Inhibitoren als Substitféntdie S/S;’-Tasche alle eine Benzylgruppe
besitzen, wurde durch eine Variation an dieserti®osversucht auch kleinere Substituenten
einzufuhren. Da fur die Alkylierung nur reaktivekilhalogenide verwendet werden konnten,
die nicht zum entsprechenden Olefin eliminierenri@mn wurden Allyloromid sowie zwei
weitere an der Doppelbindung Methyl-substituierteriizate verwendet. Als Ausgangsver-
bindung wurde das Sulfonami@6, das unter analogen Bedingungen alkyliert wurde,
verwendet. Die Ausbeuten dieser Alkylierungen wgesloch deutlich schlechter als bei den
Benzylverbindungen. Spater konnten durch optimiBgaktionsbedingungen auch fir diese
Allylboromide bessere Ausbeuten erzielt werden.
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RBr
OII H 9 KCO / R\ OII \ “O
@ U @ @ U @ @ U @
76 n A 10472% n AN 10776%

A 10573% AN 10871%
\/\( 10668% \/\( 10978%

Schema 57: Synthese der am Stickstoff mit Allylresh substituierten Inhibitoren

Die Allyl-substituierten Verbindungen wurden vonkl&6ttcher auf ihre Affinitat gegentber
der HIV-Protease in einem fluoreszenzbasierten latitiyen Bindungs-Assay gemessen, sie
zeigten leider nur vergleichbare oder sogar ddutlthlechtere Aktivitat im Vergleich 8.
Tragt man fur diese Liganden die Gro3e der hydrbph&/an der WaalOberflache und
Bindungsenergie gegeneinander auf, so zeigt sich &ier ein linearer Zusammenhang.
Nimmt man den aus der ersten Serie von Ligandeslaibgten Zusammenhang als Modell,
so lasst sich die Affinitdt der Ligandet®7 und 109 mit nur einer geringen Abweichung

vorhersagen (Diagramm 4).

ol F R 90
\‘S___N N‘S//

$o

N —

H, Cl
RN Ki R AG JAG/n| Vdw
78 (). 215 10 -344 088 457

\

107 123 017 296 095 382
108 D\ 747 003 249 075 416
109 «j 157 133 -350 1.00 451

Tabelle 9: Ubersicht tiber die Affinitaten in uM der Allyl-substituierten Inhibitoren und 78 gegeniiberder
HIV-Protease; R: Verbesserung der Affinitat gegeniibr 78; AG= RT In K; fir T=315K in kJ; n;: Zahl der
Schweratome; AG/nj|: Ligand Efficacy, VdW: Mit dem Programm MOE berechnete hydrophobeVan der
WaalsOberflache in A2,
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T -24,0

4 2-Methylallyl

- -26,0

- -28,0

- -30,0

AG [kd/mol]

T -32,0

Benzyl T -340
3,3-Dimethylallyl ¢
= -36,0

f T T T T T -38,0
360 380 400 420 440 460 480

Hydrophobe Van der Waals Oberflache [A?]

Diagramm 4: Zusammenhang zwischen freier Bindungsehalpie AG und der mit dem Programm MOE
berechneten hydrophobenVan der WaalsOberflache der Allyl-substituierten Liganden; die Gerade
entspricht der Regressionsgeraden aus Diagramm 3.

Eine Ausnahme bildet hier jedoch die Verbindu@, die eine deutlich geringere Affinitat
zeigt, als durch das Modell vorhergesagt wird. Big¢erbindung zeigt zudem die schwachste
Bindung an das Protein aller Inhibitoren dieserieseDa das Modell fir alle anderen
Inhibitoren die Bindungsenergie mit einer Abweicgumon weniger als 3% vorhersagen
kann, ist anzunehmen, dass dieser Inhibitor einghder Bindungsaffinitat verliert, die er
durch die zusatzliche hydrophobe Oberflache gewinsellte. Die wahrscheinlichste
Erklarung fur die verhaltnismaRig geringe Affinitzan 108 liegt in der Form des Inhibitors,
die nicht ausreichend auf die Bindetasche abgedtimtnund so ein erzwungenes Aus-
weichen des Proteins durch den Liganden erforderiacht. Dartber hinaus wird durch den
2-Methylallylrest kein zusatzlicher Bereich der &a&tasche adressiert, wie es bei einem
Benzyl-Substituenten der Fall ist. Es ist also aetmen, dass auch bei den Benzyl-
Substituenten eine entsprechende Anpassung dert@suhe notwendig ist. Im direkten
Vergleich zwischen Benzyl- und 2-Methylallyl-Dertvavird die Affinitdt der Benzyl-
Verbindung durch die zusatzlichen Kohlenstoffatomhes Rings bewirkt. Eine genaue
Betrachtung der in der Kiristallstruktur vor8 beobachteten direkten Nachbarn der
aromatischen Ringe in deg-Sund S’-Tasche zeigt Abbildung 31. In beiden Fallen sthe
Abstdnde zu den angrenzenden Aminosauren im BewgshVan der WaalsAbstandes,
einige Abstande sind jedoch noch kleiner. In dgfT8sche ergeben sich fur die beiden
oberen Atome des aromatischen Rings sehr kurzeéiAtlstzum Prolin 81 und dem Carbonyl-

Sauerstoffatom des Glycins 48. In defTasche liegt der Ring nicht so tief in der Taschd
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es ergeben sich viele Kontakte mit Abstéanden dée & unterschreiten, wobei der Abstand
zum Carbonyl-Sauerstoffatom des Glycins 27’ besmn#larz ist. In beiden Taschen ist die
Seitenkette des Isoleucins 84 mit seiner termindiethylgruppe an diesen Kontakten
beteiligt. In anderen Kristallstrukturen des Pnagesteht diese Gruppe in Richtung &&ap-
Region der Protease, in der Struktur V@&scheint sie jedoch durch den Liganden nach unten
in Richtung des Leucins 23 gedrtckt zu werden.

Interessant ist in diesem Fall der Vergleich mit 8euktur von84, da dort durch deartho-
Chlor-Substituent am Phenyl-Ring in der-Basche der Benzylrest in der-$asche noch
weiter in die Richtung des katalytischen Zentrunezogen wird. Durch diese Bewegung
kommen die beiden Kohlenstoffatome der terminalénylgruppe von ILE84 in einen sehr
kurzen Abstand zumpso und ortho-Kohlenstoffatom des Benzylrestes. Hier hat die
Seitenkette des Isoleucin 84 jedoch die aus andéefeistallstrukturen bekannte

Konformation, in der die terminale Ethylgruppe irtiRung der Seitenkette des Threonins 80
zeigt.

GLY48|-| GLY49 GLY49" ..
GLy4g y @ ILE50'
\ PROS81' N\/U\ / ~nT
\ N
\3-9 (— \W TN H
. 3\ L o 38 / 3.7
~ N\ 35 3.9 J,‘l,\ /," /39 |
Qj 3-8\"-./\:/\" \ 32N NS
2 N— PN 3.5
38 . \‘\ / 7 / N— 1 }'\ \ .
N 309 347y LEU23 33 A3
. . . 13.7 O [l s
:\\ O ' // " :s‘
X 7 . 3.8
. GLY27'
LEUZ23 ILE84' ILES4

Abbildung 31: Schematische Darstellung der Abstéande: 4 A in der Kristallstruktur von 78 in der S;-
Tasche (links) und der $-Tasche (Mitte); S-Tasche in der Kristallstruktur von 84 (rechts)

Eine Verzweigung an depso-Position verschlechtert die Bindungsaffinitat é@n Inhibitor
mit dem 2-Methyl-substituierten Allylre4i08 Die Bindungsenergie ist etwa 5 kJ/mol kleiner
als erwartet. Der Inhibitor mit dem 3,3-Dimethylhilest (109 zeigt eine etwas bessere

Affinitat als durch das Modell vorhergesagt, waermdhlls daraufhin deutet, dass sich ein
Substituent in 2-Position abtraglich auf die Affétiauswirkt.

3.14Weitere Variation der Inhibitoren

Obwohl der Carboxamid-substituierte Inhibit®d® der hochstaffine innerhalb der Serie ist,
zeigt sich bei der Auswertung der Rontgenstruldass die starre Struktur des aromatischen

Carboxamids keine ideale Ausrichtung fur polare kgebwvirkungen bietet. Aus diesem
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Grund sollte ein Inhibitor mit einer frei drehbardtlydroxymethylgruppe oder einer
Aminomethylgruppe dargestellt werden. Die Aminonyetubstuierte Verbindung sollte aus
dem Nitril 99 durch Reduktion mit Lithiumaluminiumhydrid synttseért werden (Schema

58). Auf diesem Weg konnte jedoch kein entsprecesmnzylamin erhalten werden.

Qo .. 8f

THF

oYL oG

99

Schema 58: Versuchte Synthese eines Aminomethyl-stituierten Inhibitors

Fur die Synthese der Hydroxymethyl-Verbindung wurdenachst die entsprechend
substituierte Brom-Verbindung dargestellt, aus darch Halogen-Metall-Austausch und
Addition an Formaldehyd der entsprechende Benzgtalk synthetisiert zuganglich sein
sollte (Schema 59).

Q Q Q 5

THF

Schema 59: Versuchte Synthese eines Hydroxymethylsstituierten Inhibitors

Jedoch zersetzte sich die Verbindung nach der Matalg. Auch eine Transmetallierung auf
Zink und die Verwendung vokinochetCuprateH® fiihrte nicht zur gewiinschten Reaktion.
Eine entsprechendeegishiKupplung zur Einfihrung einer Hydroxymethylgrupigein der
Literatur beschriebefi® Da das benétigte Stannang#8uCHOH jedoch nicht kommerziell

erhaltlich ist, wurde dieser Weg nicht weiter végto

3.15Aktivitat der Inhibitoren gegeniber Mutanten der M-Protease

Da die Punktmutationen von Isoleucin 84 zu Valird won Isoleucin 50 zu Valin bei der
Entwicklung von Resistenzen gegenuber klinisch wegeleten HIV-Protease-Inhibitoren
haufig auftreteRi®, wurden im Rahmen eines studentischen Vertiefujsktes von Martin
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Minzel unter Anleitung von Jark Bottcher diese M@, sowie die Doppelmutante der
HIV-Protease generiert und exprimiert. Die syntfietien Inhibitoren wurden ebenfalls auf
ihre Aktivitat gegentber diesen Mutanten getestet.

R R O
Osd_\ N-820
\

! “,
Ar / < Ar
+

HZ cl

Ar-S0; RN WT 150V 184V I50V/WT  I84V/WT
8 () O 215 09 107 51 0.50
107 ) \L\ 123 kI 840 - 6.8
108 ) I 747 346 531 46 0.71
100 () «—\ 157 106 58 6.8 3.7
g () ={ . o4 261 055 57 12
ez (i O~ o039 143 033 37 0.86
g8 ()i  w{ ). o080 207 050 37 0.62
84 C@ O_\ 0.77 259 0.47 3.4 0.62
85 @ O_\ 067 205 0.46 3.1 0.69
100 ox{ - {172 800 o082 47 0.53
00 w4 O 330 791 o040 38 0.15
o w( )y (O 02 103 013 38 0.47
0o (- (O 02 142 o004 55 0.14

N

Tabelle 10: Ubersicht iiber die Affinitaten (K in uM) der Inhibitoren gegeniiber Varianten der HIV-
Protease; k.I. keine Inhibition; IS0V/WT: K; (I50V)/K; (WT); I84V/WT: K ; (184V)/K; (WT)
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Gegenuber der 150V Mutante zeigen die Inhibitoresgesamt zwar eine deutlich geringere
Affinitat, die Struktur-Wirkungs-Beziehung ist jedwo vergleichbar mit der des Wildtyps. Im
Durchschnitt ist die beobachtete Affinitat etwa den Faktor vier geringer. Die geringere
Affinitat aller Inhibitoren ist wahrscheinlich aden geringeren Oberflachenkontakt mit dem
Protein zurtckzufihren, da sich die Bindetaschelddre Mutation deutlich vergréRert. Auch
die Affinitdt der Mutante gegentber den naturlictg&rbstraten und dem Assay-Substrat ist
deutlich herabgesetzt.

Obwohl bei der Mutation von Isoleucin 84 zu Valimee vergleichbare VergréRerung der
Bindetasche erfolgt, nimmt die Effizienz der Pree&aum ab. Fir die 184V Mutante ergibt
sich gegeniber den Inhibitoren eine zum Wildtypgleachbare Affinitat, in zwei Fallen ist
sie sogar deutlich hoher als gegentber dem WildDyp.Affinitdt der Ausgangsverbindung
78 nimmt um den Faktor zwei, die des Amid-Substitigierinhibitors90 sogar fast um den

Faktor acht zu.
- -24,0
® Allyl & 2-Methylallyl 1 26,0

-+ -28,0

-+ -30,0

¢ 3,3-Dimethylallyl 1 32,0

AG [kd/mol]

+-34,0
@ Benzyl + -36,0

cl
o ¢
CH3  cFr3

- -38,0

F T T T T T T T T -40,0
360 380 400 420 440 460 480 500 520
Hydrophobe Van der Waals Oberflache [A?]

Diagramm 5: Zusammenhang zwischen freier Bindungsehalpie AG gegenuber der 184V-Mutante und
der mit dem Programm MOE berechneten hydrophobervan der WaalsOberflache (T=315 K); Gleichung

der Regressionsgeraden: y = -0.0844x + 5.0492 k2 R0.7696

Die Struktur-Wirkungs-Beziehung ist der des Wildtygualitativ @hnlich. Es ergibt sich
jedoch keine gute Korrelation zwischen hydrophdbeerflache und Bindungsenergie, da die
Chlor- 84), die Methyl- g85), die Trifluormethyl- 88) und die Bromverbindung86) trotz
unterschiedlicher hydrophober Oberflache eine egbbare Affinitat zeigen. Fur die Serie
der Allyl-substituierten Verbindungen ergibt sicannzwar mit der hydrophoben Oberflache
ein Anstieg der Bindungsenergie, dieser erfolgiogdd nicht linear (Diagramm 5). Diese

Beobachtung deutet darauf hin, dass die fur derdtwil gefundene einfache Korrelation
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zwischen der hydrophoben Oberflache und der A#itrétventuell nur auf eine Kompensation
verschiedener Effekte zurlckzufuhren ist, oder dem Mutante andere Effekte eine Rolle
spielen, die verschiedene Bindungssituationen &eildhibitoren verursachen.

Um diese Effekte genauer zu untersuchen und ausi®(sen, dass der Bindungsmodus durch
die Mutation stark beeinflusst wird, wurde der bitor 90 von Jark Boéttcher jeweils in
Komplex mit der [84V- und der I50V-Mutante der HRfotease kristallisiert. Die
Kristallstrukturanalyse zeigte praktisch einen itsahen Bindungsmodus (Abbildung 32).
Die polaren Wechselwirkungen sind identisch und Alwveichungen der beobachteten
Atompositionen sind im Fehlerbereich der Rontgerkstiranalyse.

Abbildung 32: Uberlagerung der Réntgenstrukturen des Inhibitors 90 in Komplex mit dem Wildtyp (90
grau, 184 rot) und der 184V-Mutante (90 griin, V84 gun) der HIV-Protease

Abbildung 33: Links: Bereich der Mutation in der S;’-Tasche in der Wildtyp Struktur, Oberflache des 184
in gelb; rechts: Bereich der Mutation mit eingelagetem Wassermolekdl in der 184V-Mutantenstruktur,
Oberflache V84 in gelb
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Die Substitution des Isoleucins 84 durch das kleiralin bewirkt eine Vergréf3erung der
Bindetasche. Durch die fehlende Methylgruppe in $igitenkette bildet sich ein zusatzlicher
Hohlraum, der von Valin 84, der Seitenkette desedhins 80 und dem Haupketten-
Carbonylsauerstoffatom von Valin 82 begrenzt wirddieser polaren Umgebung befindet
sich ein Wassermolekil, welches mit einem der irr d®ildtyp Struktur keine
Wechselwirkung eingehenden Sulfonyl-Sauerstoffataemee Wasserstoffbriicke ausbildet.
Die begrenzenden polaren Reste bilden ebenfallshgébdeirkungen aus. In der 184V-
Mutante kann der Inhibitor weitere durch ein Wass®ekul verbriickte Wechselwirkungen
eingehen. Die Akzeptorfunktionen des polaren Sulfarerden somit zumindest teilweise
abgesattigt.

Dieses zusétzliche Wassermolekul kann jedoch nallgine fur die bessere Affinitat
gegenuber der 184V-Mutante verantwortlich gemaclerden. Auch in der Struktur des
Inhibitors 89 mit der 184V-Mutante findet sich an dieser Stedia verbrickendes Wasser,
wobei dieser Inhibitor eine &ahnliche Affinitat geger dem Wildtyp und der Mutante
aufweist. Letztendlich ist die deutliche Verbessgruler Affinitdt der Amid-substituierten
Verbindung90 gegenlber der 184V-Mutante nur dadurch zu erkladass der sehr starre
Inhibitor die polaren Wechselwirkungen in def/S-Tasche besser ausbilden kann, ohne
eine entsprechende Anpassung des Proteins zuamnfold der $Tasche zeigt der Inhibitor
90 im Vergleich zum Amin89 eine leichte Drehung (Abbildung 29), ob dieserirde
Unterschied flr die unterschiedlichen Affinitategrantwortlich gemacht werden kann, bleibt
jedoch fraglich.

Eine Erklarung fir die mit Ausnahme der beiden Kiybindungenl07 und 109 und der
Bromverbindung 86 bessere Affinitat gegentber der [84V-Mutante lieigt einem
erzwungenen Ausweichen des Proteins. In allen &irelk befinden sich die Benzylreste in
der S/S,-Tasche in sehr kurzem Abstand zur Seitenkettelst@dsucins 84 (Abbildung 31).
Die Seitenkette wird durch den Liganden nach umbeRichtung des Leucins 23 gedruckt.
Dieses Verhalten ist fur alle Benzyl-substituieriégrbindungen zu erwarten. Bei den in der
Si/Si’-Taschepara-substituierten Verbindungen ist die Affinitat gagber der 184V-Mutante
vergleichbar oder sogar schlechter als gegeniber W@aldtyp. Durch den zusatzlichen
Substituenten wird der Benzylrest wahrscheinlich auch in Richtung der Seitenkette des
Valins 84 gedruckt. Auffallig ist die deutlich gegere Affinitat der beiden in 2-Position un-
substituierten Allylverbindunged07 und 109. Wahrscheinlich kann der kleine Substituent
den durch die Mutation entstehenden Hohlraum ractsreichend ausfillen und verliert so
deutlich an Oberflachenkontakt. Im Fall des 2-M#&dhyi-substituierten Inhibitorsl08 ist
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dieser Effekt jedoch nicht zu beobachten. Dieshibitor zeigt eine um 0.9 kJ/mol bessere
Bindungsenergie, vergleichbar mit 1.2 kJ/mol ber deifluormethylverbindung &8),
1.3 kd/mol bei der Chlorverbindun®4) und 1.0 kJ/mol bei der Methylverbindung5j.
Somit lasst sich fir die Mutante eine ahnliche Gs$flolgerung ziehen wie fur den Wildtyp
(siehe 3.13): Eine Verzweigung in 2-Position satikt Affinitat des Inhibitors, der Effekt ist
jedoch durch die vergrof3erte Bindetasche nicht tagk sausgepragt. Eine weitere Ver-
groRerung des Substituenten filhrt zu einer Verbesgeder Affinitat. Fur den Wildtyp
scheint der optimale Kompromiss im DimethylallyliStituenten zu liegen, wahrend fir die

184V-Mutante der Benzyl-Substituent der beste Kamniss zu sein scheint.

3.16 Kombination von Substituenten

Um die Affinitat der Inhibitoren weiter zu verbesse wurden die Ergebnisse zweier
Optimierungsstrategien kombiniert: Einfihrung besseReste fiur die S,-Tasche in
Kombination mit einem polaren Substituenten am Rmg effektiven Adressierung der
S,)/S;-Tasche.

Da unter den unsubstituierten Phenylsulfonyldeemader N-Dimethylallyl-substituierte
Inhibitor 109 eine geringfiigig bessere Affinitat gegenuber derdip zeigte als die Benzyl-
substituierte Verbindung’8, wurde dieser Rest fiur die)/S;-Tasche mit dem Amid-
Substituenten kombiniert. Das Amid wurde ausgewdklh es im Vergleich zum
entsprechenden Amin synthetisch einfacher zugdngWar, und da das Ami€él0 aul3erdem
die beste Affinitdat in der Verbindungsreihe aufgesdn hatte. Ziel war es, mit dieser
Kombination einen Inhibitor mit vergleichsweise igger molarer Masse mit verbesserter

Affinitat gegentber dem Wildtyp der Protease zwakem (Schema 60).

Z_g : \\S,N/ N\S//
N [ ;
Hz N
5 cr . k
O NH, o unN ©
,’I X
109 A= W B=H,K=1.6uM
110

90 A=" , B = CONH, K; = 0.26 pM

Schema 60: Entwicklung des Kombinationsinhibitors 10 fiir den Wildtyp der HIV-Protease
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Die Einfuhrung von Substituenten in deara-Positionen an den aromatischen Ringen fihrte
zu einer deutlichen Verbesserung der Affinitat imr§leich zur Ausgangsverbindui@@ mit

vier unsubstituierten Phenyl-Ringen. Zur Adressigruder $/S;-Tasche wurde das
Trifluormethyl-substituierte Benzylderivat ausgeWatDie entsprechende Verbindur&
zeigte zwar geringere Affinitdt als die entsprectean Brom- und lod-substituierten
Verbindungen, es handelt sich jedoch um den lestéreSubstituenten, der am ehesten so
genanntalrug-like Eigenschaften besitzt.

ad o ag
OKGT a¥h

78 A=H,B=H,K=2.2uM
88 A=ChkK, B=H, K=0.80 uM 111
90: A=H, B=CONH, K; =0.26 uM

Schema 61: Entwicklung des Kombinationsinhibitors 11

Als polarer Substituent wurde ebenfalls das Amidgawahlt. Die Affinitat der Verbindung
90 ist geringflgig besser als die der Amino-subsitigin Verbindung, ausschlaggebend war
jedoch die sehr gute Affinitat der Verbindung gegssr der I184V-Mutante der HIV-Protease
(siehe 3.15).

Eine Kombination der beiden Substituenten para und ortho-Position am Phenyl-
Sulfonylrest wurde nicht durchgefihrt, da die Kailstruktur des Chlor-Derivat84 eine
deutliche Abweichung der Konformation und Platzigyun der $-Tasche gezeigt hatte
(Abbildung 30). Da in der STasche auch andere Partner zur Wechselwirkunglarsind
und eine Flexibilitat der Seitenketten vorauszuseizst, konnten eventuell auch bei einer mit
dem Chlor-Derivat 84 analogen Konformation ginstige Wasserstoffbrickehingen
ausgebildet werden. Da diese Annahme im Vergleicden anderen Kombinationen jedoch
spekulativer war und die entsprechenden zweifadbstguierten Sulfonylchloride nicht
kommerziell erhdltlich sind, wurde dieser Ansatzgumsten der anderen beiden
Kombinationeril10und111 nicht weiter verfolgt.

Die beiden Verbindungen wurden analog zu den andérhibitoren synthetisiert, dabei

wurde dagpara-Cyano-substituierte Sulfonam@B als gemeinsame Vorstufe verwendet und
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mit 4-Trifluormethylbenzylbromid bzw. 3,3-Dimethylidbromid alkyliert. Das Benzyl-
bromid zeigte sich wie bei der Synthese der Venmg®1 als verhaltnismallig reaktionstrage

und das Alkylierungsproduktl12 konnte nur in maRiger Ausbeute erhalten werdehd®a

60).
o 4o Qo p-CF,-BnBr Q >/:
5T Y _KCO;
PuQ = @ o Q
45%

98
Schema 62: Alkylierung von 98 zur Synthese des Kormationsinhibitors 111

Nach den Erfahrungen bei der Synthese der Allysstiberten Verbindungen (siehe 3.13)
wurde die Alkylierung unter milden Bedingungen B&C ohne Zugabe des Kaliumiodids als

Katalysator durchgefuihrt und das entsprechendeuRtdd 3 konnte in sehr guter Ausbeute
isoliert werden (Schema 63).

o) o BI’/\)\ — e
O.n H H n.0 o o
~S- -s” K,CO (e NI n.0

3 \\s—N/c N-s
CH,CN { ;
0°bis RT N

96%

98 113
Schema 63: Alkylierung von 98 zur Synthese des Kormationsinhibitors 110

Die beiden auf diesem Weg erhaltenen Nittile2 und 113 wurden analog der Synthese von
103 unter milden Bedingungen und in sehr guter Ausbentit 30%-igem KO,
Kaliumcarbonat als Base und DMSO als Katalysatodeau entsprechenden Amid&mh5 und
114 hydrolysiert. Die BOC-Gruppe wurde durch Reaktiont rilCl in Diethylether
abgespalten und so die Hydrochloride der Inhibitdrel und110erhalten (Schema 64).
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R:/W 113 R:.,'W 11486% R:/W 11072%
N e 112 e 11571% T )er, 11180%

Schema 64: Selektive Hydrolyse der Nitrile zu den miden und anschlielende Entschitzung zu den
Inhibitoren 110 und 111.

Die erhaltenen Kombinationsinhibitoren wurden ims&g auf ihre Aktivitdt gegentber den
verschiedenen Varianten der HIV-Protease gete3wbelle 11). Fur beide Verbindungen
ergibt sich im Vergleich zu den Ausgangsverbindun$@9 und 88 durch die zusatzliche
Amidfunktion eine deutliche Verbesserung der Affimi Jedoch sind die synergistischen
Effekte unterschiedlich stark ausgepragt: Wahreied Allylverbindung nur eine um den

Faktor vier bessere Affinitat zeigt, belauft siceser Faktor bei der Benzylverbindung auf 11.

Struktur KiWT K;I50V K;l84V

111 , 2 g \ 0.0  0.26 0.0%!
N+
HZ
(@) HN (@)

Tabelle 11: Affinitdten der beiden Kombinationsinhbitoren gegenuber Varianten der HIV-Protease in
uM; B K, =74 nM; P K; = 12 nM
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3.16.1 Bindungsmodus des Allyl-Amid-Kombinationsinhibitors 110

Der Allyl-Amid-Kombinationsinhibitor110 wurde von Jark Béttcher im Komplex mit der
HIV-Protease kristallisiert und die Struktur minei Auflésung von 1.65 A bestimmt. Der
Bindungsmodus des Inhibitors zeigt nur geringe Abluengen von dem der Ausgangs-
verbindung90. Der Pyrrolidin-Stickstoff adressiert die katasgine Dyade des Enzyms und
eine der Sulfongruppen bildet Wasserstoffbriickerden Isoleucinen 50 und 50’ dEtap-
Region aus. Die Allylreste besetzen digSg-Taschen und digpara-Amid-substituierten
Aryl-Sulfonylreste die 8S,’-Taschen der Protease.

Abbildung 34: Links: In der Rontgenstruktur beobachteter Bindungsmodus von 110; rechts:
Uberlagerung des Bindungsmodus von 110 (hellblaud0 (griin) und 78 (orange)

Im Vergleich mit der Struktur vo®0 ergeben sich die starksten Abweichungen in der S
Tasche, die das unterschiedliche Verhalten gegentbe 184V-Mutante erklaren und
wahrscheinlich durch die Substitution des Benzy@r®sgegen den Dimethylallylrest
hervorgerufen werden.

Abbildung 35: Uberlagerung der Bindungsmodi von 110(hellblau) und 90 (griin). S-Tasche links, $-
Tasche rechts
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Der Vergleich der polaren Wechselwirkungen der Agnighpe in der & und S$'-Tasche
ergibt ein analoges Wechselwirkungsmuster wie sdy@m Inhibitor90 beobachtet. In der
S,-Tasche bildet der Carbonyl-Sauerstoff des Amidse eWasserstoffbricke mit dem
Hauptketten NH des Aspartats 30 aus und das Amicddginhibitors bildet Gber ein Wasser
verbrickt eine Wechselwirkung mit der Seitenketés d\spartats 29. In dery’Sasche
werden direkte Wasserstoffbricken mit dem HaupgkeS8tickstoffatom des Aspartats 30’
und der Seitenkette des Aspartats 30’ ausgebiliietpolaren Wechselwirkungen in der-S
Tasche sind ebenfalls vergleichbar: Der aromatigting des Inhibitord 10 befindet sich in
einer starker gekippten Konformation. Diese Abwaitd wird wahrscheinlich durch das
starre Sulfonamid vermittelt und durch die veratel&onformation des Dimethylallylrestes
in der S-Tasche hervorgerufen (Abbildung 35).

Abbildung 36: Uberlagerung der Bindungsmodi von 11@hellblau) und 90 (griin); §’-Tasche links, S und
S,-Tasche rechts

In der §'-Tasche kommen der Dimethylallylrest und der Bdrest auf vergleichbaren
Positionen zu liegen, und die Benzyl- bzw. Allylimgengruppen befinden sich an gleicher
Stelle, wobei der kleinere Allyl-Substituent nickb tief in die Tasche hinein reicht
(Abbildung 36, links). Der Rest steht nach oben weitht so der Seitenkette des Leucin 23
aus, die sich in den Strukturen der Benzyl-sulistiten Inhibitoren nur in einem sehr kurzen
Abstand zu deortho- undmetaKohlenstoffatomen des Aromaten befindet (Abbild3dg.

In der S-Tasche weicht die Ausrichtung des Allyl-Substitiggndes Inhibitord 10 dagegen
starker von der Ausrichtung des Aromaten ab. D&kt weicht nach oben der Seitenkette
des Isoleucins 84’ aus, die bei Benzyl-substitarerinhibitoren in der Nahe desmtho-
Kohlenstoffatoms des Aromaten kommt (Abbildung 32jeses Ausweichen bewirkt durch
die starre Struktur des Sulfonamids die abweichdPmgtion der Sulfongruppe, die sich so
dem Isoleucin 50 ann&hert und die Wasserstoffbrivek&irzt, wahrend der Abstand zum

Isoleucin 50’ zunimmt und die Wasserstoffbriicke gatautlich verlangert ist. Um mit dem
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Carboxamid die Wasserstoffbricken zum Aspartat @&zubilden, muss sich der Aromat
senkrecht zu seiner Vorzugskonformation ausrichten.

Durch diesen abweichenden Bindungsmodus lassesktéiren, warum dieser Inhibitor keine
hohere Affinitdt gegentber der 184V-Mutante der Hxbtease zeigt. Der Dimethylallylrest
ist zwar besser geeignet dig Basche zu adressieren, da er flexibler ist undeso Isoleucin
84’ ausweichen kann. Ein Teil dieses Vorteils wedoch durch die erzwungene Rotation des
Aromaten in der $Tasche aus der Vorzugskonformation wieder zueig@gmacht. Im Falle
des Austauschs des Isoleucins 84 gegen ein Vatsietih eine vergro3erte Bindetasche. In
der S-Tasche ist der Inhibitor nun nicht mehr darauf ewigsen der Seitenkette
auszuweichen und das Sulfonamid, der Aromat undAdasl kénnen die in den anderen
Strukturen beobachtete Konformation einnehmen. dn §’-Tasche besitzt der Inhibitor
aufgrund des verhéaltnismafig kleinen Allyl-Subgiiten keine Moéglichkeit mehr den durch
die Mutation auftretenden Hohlraum vollstandig adglten und verliert somit an

Oberflachenkontakt und damit einhergehend an Aé#tni

3.16.2 Bindungsmodus de$-CF3z-Benzyl-Amid-Kombinationsinhibitors 111

Der p-CFs-Amid-Kombinationsinhibitorl11l wurde von Jark Béttcher im Komplex mit der
HIV-Protease kristallisiert und die Kristallstruktmit einer Auflésung von 1.48 A bestimmt
(PDB-Code: 2QNN). Der Bindungsmodus entspricht rirkombination aus den
Bindungsmodi der beiden Ausgangsverbindungen, akikerbindungd87 und des Amid®90
(Abbildung 37 rechts). Die beiden Trifluormethylgpen zeigen eine Fehlordnung, die
haufig in Kristallstrukturen beobachtet wird, wolseih die in diesem Fall beobachteten zwei
Rotationsisomere in ihren Wechselwirkungen nichsewmtlich unterscheiden. Aus diesem
Grund wird hier nur auf eine der Konformationengeigangen. Wie in den anderen Komplex-
Strukturen auch, bindet auch hier die endozyklisBin@nogruppe des Pyrrolidins an die
katalytische Dyade, ein Sulfon bildet Wasserstdftken zu den Isoleucinen 50 und 50’ der
Flap-Region aus. DieN-Benzylgruppen adressieren dig- &ind §'-Tasche und die Aryl-
Sulfonylreste die $ und $'-Taschen.

Die Uberlagerung der Bindungsmodi der beiden Ausgarbindungen mit dem
Bindungsmodus voil1 zeigt, dass die jeweils entsprechenden Seitemkettee identische
Ausrichtung besitzen und dass die beobachteterrgrol#/echselwirkungen vergleichbar

sind.
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Abbildung 37: Links: In der Rontgenstruktur beobachteter Bindungsmodus von 111; rechts:
Uberlagerung des Bindungsmodus von 111 (grau), 96r(in, rmsd = 0.32) und 87 (orange, rmsd = 0.61)

Der Trifluormethyl-benzylrest vorill und der lodbenzylrest vo&7 besitzen in der S
Tasche eine praktisch identische Ausrichtung. In $iéTasche ist die Ubereinstimmung
etwas geringer (Abbildung 38). Dies wird wahrscheindurch die Wasserstoffbriicken der
Amidgruppe verursacht, die eine Verschiebung destedRein der STasche bewirkt. Durch
die starre Sulfonamidgruppe wirkt sich diese Veiemiing wie beb0 auch analog in den$S
Tasche aus.

. — l
Abbildung 38: Uberlagerung der Bindungsmodi von 111(grau) und 87 (orange); $Tasche links; S'-
Tasche rechts
Ein Vergleich der polaren Wechselwirkungen des Asmidder $-Tasche ergibt ein ahnliches
Wechselwirkungsmuster wie bei Verbindurl), wobei der Carbonyl-Sauerstoff eine
Wasserstoffbriicke mit dem Hauptketten-NH des Asp&r80 ausbildet und das Amid-NH
des Liganden eine Uber ein Wasser verbriickte Whuinkeng mit der Seitenkette des
Aspartats 29 eingeht. In der'Sasche werden direkte Wasserstoffbriicken sowalmh z
Hauptketten-NH von Aspartat 30" als auch zu detebé&ette von Aspartat 30’ ausgebildet
(Abbildung 39).
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Abbildung 39: Uberlagerung der Bindungsmodi von 11Xgrau) und 90 (griin); S-Tasche links; S'-Tasche
rechts

3.17 Interpretation und Bewertung der beobachteten Binaysmodi

Ausgehend von der Kristallstruktur des Inhibit@&konnte die Affinitdt der Inhibitoren in
einem strukturbasierten Designprozess schrittwéise in den zweistellig nanomolaren
Bereich optimiert werden (Schema 65). Die in dererimedidren Stufen aufgenommenen

Kristallstrukturen erméglichten die gezielte Auswadeiterer Modifikationen.

1. Generation 2. Generation 3. Generation

78 Ki=2.2uM 90: Ki =0.26 uM 111 K; =0.07 pM
Schema 65: Schrittweise Verbesserung der Inhibitore
Die Auswertung der Strukturen deutet darauf hingsdas sich bei dem beobachteten
Bindungsmodus um einen Kompromiss zwischen verdehen Faktoren handelt, die sich

unterschiedlich auf die Affinitat auswirken: Es baft sich um sehr starre Verbindungen, der

affinste Inhibitor besitzt nur vier frei drehbarénBungen und die relative Ausrichtung der
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Seitenketten des Inhibitors ist dadurch schon \gehen. Durch Wechselwirkung der
endozyklischen Aminogruppe mit der katalytischera@y wird der Ring in der Bindetasche
fixiert und aufgrund der Stereochemie und des estaRyrrolidin-Rings sind die Seitenketten
des Inhibitors bereits ausgerichtet. Ausgehenddieser Ausrichtung versucht der Inhibitor
maoglichst viele polare Wechselwirkungen einzugetneth seine Seitenketten so auszurichten,
dass mdglichst wenig Reorganisation des Protefosderlich ist. Durch die Wechselwirkung
eines Sulfons ist ein Sulfonyl-Arylrest in deg-Basche bereits fixiert und kann eventuell
noch polare Wechselwirkungen durch einen Substitimeringehen. Durch die gerichteten
Wechselwirkungen ist die Ausrichtung des Alkylresten Stickstoff bereits vorgegeben und
der Substituent muss die’'Jasche besetzen. Die Benzyl-Substituenten sindyrm8 fir
diese Tasche und erfordern ein Ausweichen des ucole 84'. Die anderen beiden
Substituenten konnen dig-2und $-Tasche in einer entspannten Konformation besettzn,
die Konformation des zentralen Sulfons nicht dugdrichtete Wechselwirkungen fixiert
wird. Dies zeigt sich beim Vergleich der StruktwsdAllyl-substituierten Inhibitord 10, da
dort dieser Bereich des Molekils sehr gut mit desheaen Strukturen Uberlagert. Auch in der
S;-Tasche ist der Benzylrest zu gro3 und erfordeendlls ein Ausweichen des Isoleucins
84. Diese erzwungene Reorganisation des Proteitsobeucin 84 und 84’ im Wildtyp erklart
die bessere Affinitat gegenuber der 184V-Mutantej ber ein solches Ausweichen der
Seitenkette nicht mehr erforderlich ist.

Der von 78 eingenommene Bindungsmodus kann als Kompromiss vdeschiedenen
Wechselwirkungen und Vorzugskonformationen angeseverden. Darin liegt wahrschein-
lich auch die Erklarung fir den inkorrekten Vorsahleines Bindungsmodus durch die
Docking Programme fiir dieses Problem, da die vedetm Programme noch nicht in der
Lage sind, die einzelnen Beitrdge gegeneinandenvedgen und so die richtige Lésung zu
finden.

Eine offene Frage liegt auch in der Dynamik desté&gys. Da der symmetrische Inhibitor
unsymmetrisch an das symmetrische Enzym bindélt, sitth die Frage, wie und ob sich der
Bindungsmodus in den entsprechenden symmetriedgotea Bindungsmodus umwandeln
kénnte und welchen Einfluss dies auf die Bindurigasion hétte. Eine Untersuchung einer
mdoglichen Umwandlung gestaltet sich schwierig, dalédildynamik-Simulationen wabhr-
scheinlich nicht die ausreichende Genauigkeit besium diesen Prozess zu simulieren. Als
Alternative bleibt die NMR-Spektroskopie als expstelle Mdglichkeit. Da jedoch beide
Bindungsmodi symmetrieaquivalent sind, lassen gib 8n NMR-Experiment nicht von-

einander unterscheiden. Ist die Umwandlung derdmeflistdnde schneller als die NMR-Zeit-
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skala, so zeigt sich nur die gemittelte Struktue, micht mit der Kristallstruktur in Einklang
zu bringen ist, was zumindest als Beweis der stmdlmwandlung interpretiert werden
konnte. Ist die Umwandlung langsamer als die NMRskala, so lassen sich zwar die beiden
Teile des Inhibitors unterscheiden, es lasst sioér anicht beweisen, ob sich die beiden
Zustande ineinander umwandeln. Dies ware nur ddli w&nn eine langlebige stabile
Zwischenstufe zu beobachten wéare. Die zweite Mbgka ware die gezielte Synthese eines
unsymmetrischen Inhibitors, der beispielsweise arene der vier aromatischen Ringe
deuteriert ist, um die Zustande unterscheiden nmé&o.

Die Inhibitoren wurden ausgehend von dem starremisberon78 erfolgreich optimiert und
aufgrund der durch das Gerust vorgegebenen Onengewurde immer ein analoger
Bindungsmodus beobachtet. Es besteht jedoch dididé&git, dass ein analoger Inhibitor
mit mehr konformativen Freiheiten sich noch bessedie Form der Bindetasche anpassen
konnte. Ahnliches gilt fir die Adressierung andefspartat-Proteasen als Targets, wobei
einige Verbindungen Affinitat gegenuber Renin, Rlapsin Il und IV und Cathepsin D
zeigten, eine gezielte Ausstattung und Optimierldgst sicher auch eine Entwicklung

potenter Inhibitoren dieser Enzyme zu.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Im Verlauf dieser Arbeit konnte ausgehend von déntBenstruktur vor22 ein neues
Grundgerdust fur HIV-Protease-Inhibitoren, basieranfieinem Pyrrolidin-System entwickelt
werden. Mit Hilfe einesChiral-Pool Ansatzes und aufbauend auf Arbeiten \wagel®®
konnte die enantioselektive Synthese des funktisieaien 3,4-disubstituierten Pyrrolidin-
Grundkdrpers realisiert werden. Durch die Optimmgruder Reduktionsbedingungen unter
Verwendung von Lithiumalumiumhydrid gelang der Zongau43 (3S, 45 und54 (3R, 4R)

im groBeren Mal3stab ohne den Einsatz des toxisBbesms. Ausgehend von den zentralen
Diol-Bausteinen43 N-Bn 35, 4S, 54 N-Bn 3R, 4R, 44 N-BOC 35, 4Sund70N-BOC R, 4R)
konnten erste Inhibitoren synthetisiert und dietBgae der analogen Amino-Verbindu@)(
mittels einer BOC-Schutzgruppenstrategie optimiatden. Nur mit einer Reaktionsfihrung
Uber das entsprechende potentiell explosive DigZ2l war es moglich, das fur die weitere
Synthesestrategie essentielle Amin darzustellenctDeine gezielte Optimierung und mittels
direkter Reduktion statt Isolierung des Azids akinRubstanz, konnte das Risiko auf ein
Mindestmal} reduziert werden. Auf diesem Weg kodage Amin73 in guten Ausbeuten und
im Mal3stab bis ~11 mmol (2.25 g) dargestellt weydess erst eine weitere Dekoration des

Grundgerustes ermdglichte.

O OH X HO,,,’ OH HO,,,’ OH
HO)WOH L» [ : —C> { :
OH O \ \
Bn BOC
L-(+)-Weinsaure 43 44
O OH . HO S\OH | HZN//C NH,
HO)WOH g» z \ — = { :
OH © N \
BOC BOC
D-(-)-Weinsaure 70 73

Schema 66: Ausgearbeitete Synthese der enantiomereimen 3,4-difunktionalisierten Pyrrolidine aus den
entsprechenden Weinséauren; (a) BnNE Xylol, Rickfluss (b) LiAIH,, THF, Rickfluss (c) BOGO, H,,
Pd/C, MeOH (d) Tf,0, Pyridin, CH,Cl, -78°C—-10°C, dann NaN, DMPU und nach chromatographischer
Aufreinigung H,, Pd/C, EtOAc/Hexan

Die Verwendung von Arylsulfonamiden als AkzeptoKtianen ermdglichte die Einflhrung
weiterer Substituenten am Stickstoff. DumdbAlkylierung mit reaktiven Elektrophilen wie
Benzyl- oder Allyloromiden und anschlieRender Enigzung konnten so Verbindungen

erhalten werden, die vier Reste zur Adressierumgdbtaschen der Protease besitzen.
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Die Moglichkeit diese Reste in den letzten Stufen 8ynthese einzufihren und die grof3e
Zahl an kommerziell verfigbaren Allyl-, Benzylbraen und Sulfonylchloriden sowie deren
einfache synthetische Zuganglichkeit ermoéglichee gezielte Variation der Seitenketten.
Durch die Darstellung der Zielstrukturen in enatenreiner Form war eine eindeutige
Interpretation der biologischen Messdaten mdglicid wine Bindungshypothese konnte
erarbeitet werden. Nur mittels der erarbeitetenti®se war es madglich, ausgehend von
Struktur-Wirkungs-Beziehungen und Rontgenstruktutieninhibitoren zu optimieren.

4.1 Pyrrolidin-diester

Eine Umsetzung des Diold4 zu den entsprechenden Diestern fuhrte zu Inhiaitam
mikromolaren Bereich und ermdglichte die Entwiclduainer ersten Struktur-Wirkungs-
Beziehung und einer daraus abgeleiteten Bindungshgpe. Die Inhibitoren weisen zum
grodten Teil nur eine schwache Aktivitat gegenudbar Protease auf. Die Verbindubdb
zeigte jedoch mit 18 uM eine fur ihre GroRe sehie giiffinitat. Die Ausstattung mit den
beiden Benzylresten als Substituenten zur Adrassieder Subtaschen des Enzyms wurde als

Grundstruktur fur die Entwicklung der spateren bitoren Gbernommen.

o o)
@j F§<\©
N

H e

51b
Schema 67: Struktur des affinsten Inhibitors aus deSerie der Diester (K = 18 uM)

Die deutlich hohere Affinitat aller VerbindungenrdBiester-Serie gegeniber der HIV-
Protease Mutante 184V birgt ein vielversprechenBesential zur weiteren Optimierung
dieser Klasse von Verbindungen gegenuber dieselyrvariante. Die systematische
Variation der Ester-Seitenketten in dieser Serieméglicht aul3erdem nach
Aktivitatsbestimmung gegenliber anderen Aspartyg@een eine weitere Optimierung des

Pyrrolidinsytems in Bezug auf andere Targets.

4.2 Sulfonamide

Ausgehend vom Amir3 konnte tber Kondensation zum Benzolsulfonardilkylierung
mit Benzylbromid und Entschiitzung der Inhibité8 synthetisiert werden. Die Affinitat
gegenuber der HIV-Protease konnte, im Vergleich zesten Inhibitor der Diester-Serie,

deutlich gesteigert werden. Die Analyse der Kohtistruktur dieser Verbindung im
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Komplex mit der HIV-Protease ermdéglichte nun dieitere gezielte Verbesserung der
Inhibitoren.

Als Strategie zur Optimierung wurden Substitutionan den aromatischen Ringen
ausgewahlt. Als vielversprechenster Ansatzpunktdemrhydrophobe Substituentenpara-
Position amN-Benzylrest und irortho-Position anmS-Arylrest sowie polare Gruppen para-
Postition amS-Arylrest eingefuhrt. Die daraus hervorgegangenambitoren der zweiten
Generation §4, 85, 86, 87, 89 und90) zeigten alle eine deutlich bessere Affinitat gegdeer

09 ; << 90
X3<i;\ Z:§ lig €:§
840.76 UM
T
0 9 9 o X3 o‘\(SD—NZ_SN‘(SD"O
X 1.4 :> |
A S8 :
o o
< Z/ ; ) NH, HN
0. 9 9 0 1091.6 uM 1100.48 uM

TFO o 9

782.2 uM x 8 x4

‘\S—N/I— N‘S/’
900.26 uM p [Ng Q
H
x 11 o o
3 NH, H,N
o 1110.07 uM
S

éN

der HIV-Protease.

N
H

880.80 uM

Schema 68: Ubersicht (iber die schrittweise Verbessmg der Inhibitoren

Durch Analyse der Kokristallstrukturen von ausgeheihVertretern jeder Klasse und dem

Vergleich mit der Ausgangsstruktur konnte gezeigtden, dass der Bindungsmodus dieser
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optimierten Inhibitoren analog dem vofB ist und die Verbesserung der Affinitat der
zusatzlich substituierten Inhibitoren durch diehargesagten Wechselwirkungen verursacht
wird. Die zusatzliche Variation der Substituenteander S-Tasche durch die Synthese von
weiteren Allyl-Derivaten zeigte die UberlegenhegsdBenzylrestes, obwohl er etwas zu groR3
fur diese Tasche zu sein scheint.

Ausgehend von den Strukturen der einfach subgtiéme Inhibitoren wurde die beste
Kombination von Substituenten zur Darstellung vomhibitoren der 3. Generation
ausgewahlt. Die Kombination der Trifluormethyl-Gpgomit einem Amidsubstituenten zum
Inhibitor 111 fuhrte zur erwarteten Steigerung der Affinitat hbis den zweistellig
nanomolaren Bereich. Die Rontgenstruktur zeigtreiBendungsmodus, der vergleichbar mit
dem der beiden entsprechend substituierten Ausgarigadungen87 und 90 ist. Die
Synthese des Kombinationsinhibitdr0 und die Analyse der Rontgenstruktur ermdglichten
das bessere Verstdndnis der Struktur-Affinitatsidtemg in der Reihe der Allyl-
substituierten Inhibitoren.

Abbildung 40: Uberlagerung der Rontgenstrukturen de HIV-Protease-Inhibitoren Saquinavir (1,
1MTB), Ritonavir (2, IHXW), Amprenavir (3, 1HPV), Nelfinavir (4, 10HR), Indinavir (5, 2BPX), DMP-

323 (6, 1QBS) und Tipranavir (7, 1D4Y) und des Inltitors der 3. Generation (111, griin)

Die synthetisierten Inhibitoren wurden ebenfall$ dwe Aktivitdt gegeniber Mutanten der
HIV-Protease getestet und zeigten dort ein newetigktivitatsprofil. Die Mutation von
Isoleucin 84 zu Valin wird unter der Therapie nilea zugelassenen HIV-Proteasehemmern
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beobachtet und senkt die Affinitat der Inhibitorgm drastisch, dass es in Kombination mit
anderen Mutationen zur Entwicklung von Resistenzeth durch die starke Ahnlichkeit der
Verbindungen zu Kreuzresistenzen kommen kann. DiZuge dieser Arbeit entwickelten
Inhibitoren zeigen eine deutlich héhere Aktivitéggniber dieser Punktmutante der Protease.
Auf struktureller Basis ist diese Beobachtung dudighBesetzung der,$Iind S’-Taschen des
Enzyms aus einer anderen Richtung im Vergleich eptigomimetischen Inhibitoren
erklarbar (Abbildung 40).

In dieser Arbeit konnte die enantioselektive Sya¢hgon 3,4-disubstituierten Pyrrolidinen
ausgearbeitet werden. Ausgehend von D-(-)-Weinsiéomaten die Inhibitoren in 7-8 Stufen
mit einer Gesamtausbeute Uber alle Stufen von 7-8@%gestellt werden. Dies entspricht
einer durchschnittlichen Ausbeute von Uber 70% $mafe. Durch strukturbasiertes Design
und rontgenkristallographischer Analyse der stréiten Verdnderung durch die ein-
gefuhrten Substitutionen konnte die Affinitat deer@indungen gegeniber der HIV-Protease
in einem iterativen Prozess bis in den zweist@laigomolaren Bereich gesteigert werden. Die
Verbindungen zeigen einen neuartigen Bindungsmadhg ein von peptidomimetischen
Hemmstoffen abweichendes Aktivitatsprofil, insbedene die Affinitat der Verbindungen bis
in den niedrig nanomolaren Bereich gegenliber déV-H8utante der Protease ist hier

hervorzuheben.

4.3 Ausblick Desymmetrisierung

Ausgehend vom unsymmetrischen Bindungsmodus deibitoten lassen sich auch
entsprechende unsymmetrische Inhibitoren ableit®ibei ein ,Arm“ des Inhibitors konstant
gehalten werden sollte, um mit dem Sulfon ein agedoWechselwirkungsmuster mit den
Isoleucinen 50 und 50’ aufzubauen und mit d¢iBenzylrest die §Tasche und mit ders-
Arylrest die $'-Tasche zu besetzen. Fir den anderen ,Arm* detbikioins sind verschiedene
Vorgehensweisen denkbar, wobei die einfachste Demtnisierung in der Substitution eines
der Sulfone vor’8 durch eine Methylengruppe 4117 (Siehe Schema 73, S. 105) besteht.
Durch die Symmetrie der Vorlaufermolekile sind #eiden Substituenten in 3- und 4-
Position am Pyrrolidin-Ring aquivalent. Zur Desyntnisgerung ist so nur die selektive
Reaktion einer der Gruppen notwendig, es ist jedksine Stereoselektivitat erforderlich
(Schema 69).
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Ng, N Ng, NH, HN, Ny
:“.': = :“.': — :w:
BOC BOC BOC
72 116 116

Schema 69: Stereoselektivitdt der Desymmetrisierungwufgrund der C,-Symmetrie am Beispiel der
Reduktion des Diazids 72

Als Ausgangspunkt fir die Desymmetrisierung bisteh hier vor allem das Diazic? an. Da
das Azid als maskierte Aminfunktion angesehen werklenn, lasst sich durch selektive
Reduktion nur einer der beiden Azidgruppen ein omsgtrischer Inhibitor synthetisieren.
Zur Reduktion bietet sich digtaudingefReaktion an, da sie chemoselektiv und unter milden
Bedingungen ablauft. Die selektive Reduktion vomAiden in Losung ist in der Literatur
bereits beschriebé?® %! Nach Reduktion, Sulfonylierung und-Alkylierung wird das
Mono-Azid 118 reduziert und kann nun ebenfalls entsprechend rikaverden (Schema
70).

1. PhSO,CI Q o [
N, N, Naz,, NH, NPT, Et N3,¢ N-s= H,N, N-g=
Z—g PPh, <—§ DCM <—§ PPh, <—§ — =
N N 2. BnBr N N
I I K,CO, I I
BOC BOC CH.CN BOC BOC
3
72 116 118

Schema 70: Synthese unsymmetrischer Inhibitoren agehend von Diazid 72

Alternativ kann die Azidgruppe vohl8 auch in eineHuisgen[3+2]-Zykloadditionen mit
Nitrilen zu Tetrazolen umgesetzt werden. Weitereghttikeiten bieten die stereoselektiven
kupferkatalysierten bzw. rutheniumkatalysierten igfaien der Reaktion mit Alkinen zu
Tetrazolen. In diesem Fall wird ein Rest eingeflli¢r die $Tasche bereits teilweise
ausfullt. Die milden und selektiven Reaktionen @oken so die Einfihrung einer grof3en Zahl

an moglichen Substituenten fir dig Basche.
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N
P N 2
N, N-g=0 R—=X N N-g=0
“, g 3 R E—
R
N X : CH, N N
BOC BOC

118
Schema 71:[3+2]-Zykloaddition zur Einfiihrung von Triazolen (X=C) und Tetrazolen (X=N) als Reste fir

die S-Tasche

Da sich auf diesem Weg nur dreiarmige Inhibitoremwvignen lassen, muss ein neuartiger
Ansatz verwendet werden, um digTasche zu adressieren. Die Kristallstruktur debo-
Chlor-substituierten Inhibitor84 offenbarte, dass dertho-Chlor-Substituent am Rest in der
S,-Tasche in Richtung der;Sasche deutet. Durch Verwendung eines entspreclaegen
und starren Substituenten, beispielsweise einesyiRimges sollte die STasche von dieser

Position aus zu besetzen sein.
ILE50'
: - />sl
ILE50 )
1)
, H\ \\
N= \O:\\
X, ’}I T O S,
NN, N
=« |V
N+
VAR Sll
HH

Abbildung 41: Schematische Darstellung der alternaten Mdoglichkeit die S-Tasche durch ortho-
Substitution aus der $-Tasche heraus zu adressieren (links); Uberlagerunges Bindungsmodus desrtho-
Chlor-substituierten Inhibitors 84 (grau) mit dem in der Kristallstruktur 84 mit dem Programm Moloc
minimierten Triazolderivat (hellblau)

Da sich entsprechende Biphenylsysteme durch Patta#tatalysierte Kupplungsreaktionen
aufbauen lassen, bietet sich ein solches Vorgaheliesem Fall an. Durch Verwendung des
entsprechendeonrtho-Brom-Derivates kann der entsprechende Substitaesit spat in der
Synthese eingefuihrt werden. Auf diesem Synthesesiad die Substituenten fir die

Substaschen einzeln in der ReihenfolgeSB, S, und § einfuhrbar.
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Schema 72: Synthese von Biphenylderivaten zur alteativen Adressierung der $Tasche mittels Suzuki-
Kupplung

Die Stufe des Diaming3 bietet ebenfalls die Mdglichkeit zur Desymmetnigieg, wobeli
zwei mogliche Strategien denkbar sind (Schema DR).einfachste Mdglichkeit besteht in
der stochiometrischen Reaktion mit einem Aquivalulfonylchlorid ohne zuséatzliche Base.
In diesem Fall sollte die zweite Aminogruppe pragéonwerden und so nicht mehr fur die
Kondensationsreaktion zur Verfiugung stehen. Jedkohkurriert in diesem Fall das
Monosubstitutionsprodukt mit dem Diamin um das &mnot

Eine Moglichkeit das Hydrochlorid des Monosubstdnsproduktes aus dem Gleichgewicht
zu entfernen liegt in der Wahl eines geeigneteruhgsmittels. Die Sulfonamide zeigen eine
starke Neigung zur Kristallisation und so solltes ddydrochlorid des Monosubstitutions-
produktes als erstes aus einer Losung in Tetrafy@no oder Diethylether ausfallen. Im Falle
von gleichenN-Alkylresten kann dreifach alkyliert werden. Umeddiv verschiedene Reste

einzufuhren ist wahrscheinlich die Anwendung voh&egruppen erforderlich.

3 /' N
sop@ o ! ;
/ l}l
HN  NH, BOC
[ ( Qo

Schema 73: Mdgliche Synthese unsymmetrischer Inhifoiren ausgehend von 73

Eine weitere Mdglichkeit ist die Anbindung des Dias73 an eine Festphase, beispielsweise
ein Trityl-Harz. Durch die geringe lokale Kozeniost des Elektrophils kann nur eine der

Aminogruppen reagieren. Die weitere Ausstattung Madiation der Seitenketten konnte
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dann Uber Festphasensynthese erfolgen. Nach Reakiofreien Aminogruppe mit einem
Sulfonylchlorid kdnnte das Produkt wieder von desstphase abgespalten werden. Ein
solches Vorgehen zur Desymmetrierung ist auch férSdaudingeiReaktion des Diazids
unter Einsatz von polymergebundenem Triphenylphiosgénkbar.

4.4 Abgeleitete Ringsysteme als alternative Grundgeeist

Vom beobachteten Bindungsmodus des Inhibi#@@sind der analogen Verbindungen lassen
sich auch alternative Grundgeriiste ableiten. Dierldigerung des Inhibitors in der Struktur
mit seinem Symmetriedquivalenten (siehe S.52) ldigt Erweiterung des Pyrrolidins
(pKa=11.27) zum Piperidin (pk11.22) oder eine Verengung zum Azetidin {pKl1.29)
nahel®® Die wichtigsten Wechselwirkungen durch die enddisgke Aminofunktion und
den Sulfonylrest lassen sich durch ein 4-Amino-stibertes Piperidin-System oder ein 3-
Amino-substituiertes Azetidin realisieren, welcheide aufgrund deCsSymmetrie nicht
chiral sind. Durch Docking-Studien mit dem Prograr@®LD und der Kristallstruktur des
Inhibitors 78 konnten entsprechende Docking-Posen fur entspmdehePiperidin bzw.

Azetidin-Systeme gefunden werden (Abbildung 42).

Abbildung 42: Durch das Program GOLD vorhergesagterBindungsmodus des Piperidins (hellblau) und
Azetidins (gruin) in der Struktur des Inhibitors 78 (grau)

Die Verwendung von sechsgliedrigen Azazyklen wutdereits mehrfach erfolgreich
angewendet: Fur die Aspartat-Proteasen Renin uadnfépsin 1l wurden bereits potente
Inhibitoren entwickelt, die auf einem Piperidin-wbzPiperazin-System beruhen. DReche
AG hat eine Serie von 3,4-substituierten PiperidinerRenin-Inhibitoren entwickeft®® 1%
Von Actelion Pharmaceuticalwurden 4-substituierte Piperidine als Plasmegsinhibitoren
publiziert, wobei in diesem Fall die Wechselwirkushgs endozyklischen Amins jedoch nicht
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direkt mit der katalytischen Dyade erfolgt, sondéber ein Wasser vermittelt wiftY Die
FirmaVertexhat eine Serie von Piperazin-Derivaten/aSekretase Inhibitoren patenti€rf!
Die Darstellung der Piperidine bzw. Azetidine k@anhalog der Darstellung der Inhibitoren
des Typs78 erfolgen (Schema 74). Als Ausgangsverbindungen é&bdndas kommerziell
erhaltliche N-BOC-geschutzte 4-Amino-PiperidinlZ0, n=1) oder das 3-Amino-Azetidin
(120, n=0) verwendet werden. Durch Kondensation mit ZB8ésulfonylchlorid und
Alkylierung mit Benzylbromid gelangt man AP1 Nach Abspalten der BOC-Schutzgruppe
mit HCI in Diethylether gelangt man zum potentiellahibitor 122

NH2 1. PhSO Cl \\// \\//
NiPr,Et
(Ef\j )n _DCM _ % \© _HCl g \©
2.BnBr Et, O
N K,CO, B)\j
BOC CH,CN
120 121 122

Schema 74: Synthese von Azetidin- (n=0) und PipeiiittDerivaten (n=1)

Da mit zweiarmigen Inhibitoren auf Basis des PydialSystems nur mittlere Affinitaten

erreicht werden konnten, ist es fur hohe Affinithteahrscheinlich notwendig, weitere
Subtaschen des Enzyms zu adressieren. Eine Moglidlie S-Tasche zu adressieren, ist die
ortho-Substitution am Sulfonyl-Phenyl-Ring (siehe Absthm.3), die analog uber

Palladium-katalysierte Kupplungsreaktionen einggfiterden kénnte.

Q\//O Br \\//

'}‘

R
123 R =BOC :IHCI Et,0 125 R =BOC :IHCI Et,0
124R=H 126 R=H

Schema 75: Einflhrung eines Substituenten fur die;STasche mittels Suzuki-Kupplung

Aufgrund der milden und chemoselektiven Ubergangsitkatalysierten Reaktion kdnnte es
maoglich sein, sogar das bereits entschiitzte Defi2dt in der Kupplung zu verwenden
(Schema 75). Das Arylbromidi24 sollte analog zul22 mit kommerziell verfigbarem 2-
Brombenzolsulfonylchlorid darstellbar sein. Die Kilyng beispielsweise mit Boronsauren

fuhrt zu dreiarmigen Inhibitoren des Typ26. Fur den Fall, dass sich die Kupplung mit dem
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freien nukleophilen endozyklischen Amin als probégisch erweisen sollte, lasst sich die
Reaktion auch analog mit dem BOC-geschutzten Defi28 zu 125 durchfihren, welches
anschlieRend zi26 entschitzt wird.

Die Einfuhrung eines weiteren Substituenten um bivbien zu erhalten, die alle vier
Subtaschen des Enzyms adressieren, stellt ein rgHReoblem dar. Fir Azetidine ist eine
entsprechende Ausstattung schwierig, im Piperiditesy ist das C3 am besten zur
Verzweigung geeignet. Die Darstellung ist jedochtligh aufwendiger, da di€s-Symmetrie
der Molekule verloren geht und es erforderlich widée Synthese stereoselektiv zu fuhren.
Eine Mdglichkeit zur Synthese solcher VerbindundeEmgt in einer organokatalytischen
Aldol-Reaktion, bei der das BOC-geschiitzte Pipeddi stereoselektiv mit Benzaldehyd-
Derivaten reagieft'®

Q 20% Kat. ©  QH
ﬁ‘j ArCHO Eﬁ/\@y 5
—_— > R —_—
N 40C N
BOC BOC

Schema 76: Organokatalytische Methode zur Synthes@n chiralen Piperidinen***!
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5 Experimenteller Teil

5.1 Abkirzungsverzeichnis

aqg.
Ar

Bn
BOC
BOC,O
ges.
DIAD
DEAD
DMAP
DMPU
DMSO
EDC
EtOAc
HMPT
HV
min.
MTBE
org.
RT
TBAF
TFA
TMS

wassrig

aromatisch

benzyl

tert-Butyl-oxycarbonyl
Pyrokohlensaure-dert-butylester
wassrig gesattigt
Diisopropylazadicarboxylat
Dietylazadicarboxylat
(4-N,N’-Dimethylamino)-pyridin
N,N’-Dimethylpyrrolidon
Dimethylsulfoxid
N-(3-DimethylaminopropylN'-ethylcarbodiimid
Essigsaureethylester
Hexamethylphosphorsauretriamid
Hochvakuum (p < 1® mbar)
Minuten

Methyl-tert-Butylether

organisch

Raumtemperatur
Tetrabutylammoniumfluorid
Trifluoressigsaure

Tetramethylsilan
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5.2 Allgemeine Anmerkungen

NMR-Spektroskopie
Die NMR-Spektren wurden von der NMR-Abteilung deackbereichs Pharmazie der
Philipps-Universitat Marburg mit supraleitenden Masonanzspektrometern der Firma Jeol
vom Typ Eclipse +'H: 500 MHz,*C: 125 MHz,*F: 471 MHz) und ECX'H: 400 MHz,
3C: 100 MHz) in handelsiiblichen deuterierten Losuamiggln vermessen. Die chemischen
Verschiebungend sind als ppm angegeben. B&H-Spektren wurde das Signal von
Tetramethylsilan als interner Standard zugeséigis(= 0.00 ppm), bet*C-Spektren wurde
das jeweils zentrale Signal des LosungsmittelsRaterenz verwendet (CDELIS = 77.16
ppm, MeOHd,: & = 49.00 ppm, DMSQ@k: & = 39.52 ppm), bei°F-Spektren wurde
Trifluortoluol (6 = -63.90 ppm) als externer Standard verwendet.
Fur die Signalmultiplizitaten werden folgende Abkiingen verwendet:

S Singulett

Dublett

t Triplett

q Quartett

smul Symmetrisches Multiplett

m Multiplett

br Breites Singnal
Firr die *C-Spektren wurden die chemischen VerschiebungerSigrale durch Protonen-
breitbandentkoppelte Spektrersirigle Pulse Complete Decouplingxperiment: COM)
bestimmt, die Signal-Zuordnung erfolgte zusatzlitirch APT-SpektrenAttached Proton
Tes) und wenn angegeben Uber zweidimensionale C,HekaironsspektrenHeteronuclear
Multiple Quantum CoherenceHMQC). Signale deren zweifelsfreie Zuordnung rdén
verwendeten Methoden nicht méglich war, sind dugaten Stern (*) gekennzeichnet. Die
Bearbeitung der Spektren erfolgte mit der Softwae#a 4.3.5 der Firma Jeol Inc. USA.

Massenspektrometrie

Die massenspektrometischen Messungen erfolgterrii\bteilung fir Massenspektrometrie
des Fachbereichs Pharmazie der Philipps-Universkirburg mit einem doppel-

fokussierenden Sektorfeld-Spektrometer vom Typ \0307der Firma Vacuum Generators,
wobei Elektronenstol3 (El) als lonisierungsmetho@ewendet wurde. Fur ESI-Spektren

(Electron Spray lonisatianES+) erfolgte die Messung mit einem doppelfokergsiden
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Sektorfeld-Spektrometer mit EBE-Geometrie vom Ty@-Xutospec der Firma Micromass.

Die lonenmassen sind al¥zin u angegeben.

Elementaranalysen

Die Elementaranalysen wurden von der Abteilung Fshbereichs Pharmazie der Philipps-
Universitat Marburg mit einem CH-Analyzer der Firrhabomatic/Woesthoff, einem CHN-
Autoanalyzer der Fima Hewlett Packard und einemoviticro Cube der Firma Elementar

Analysen GmbH bestimmt.

Schmelzpunkte
Die Schmelzpunkte wurden mit einem HeiztischmikopskHM-Lux der Firma Leitz

(Wetzlar) bestimmt und sind unkorrigiert.

Chromatographie

Zur saulenchromatographischen AufreiniguRtagh-Chromatographie=C) wurde Kieselgel
60 (KorngroRe 0.04-0.063 mm) der Firma Macherey Nadel verwendet. In einigen Fallen
kam eine Sepacore-MPLC der Firma Buchi inklusiveakkonensammler C-660 und
Detektionseinheit (bei 220 nm bzw. 254 nm) zum &insZur préaparativereversed phase
HPLC wurde eine Anlage der Firma Varian, bestehausl 2 praparativen Pumpen Model
218 UV-Vis Detektor Model 320, Fraktionssammler Modéll7und einerSaule Nucleodur
5um C8 ec. 100 A, 250 x 32.0 mm der Firma Mach&tagel, unter Benutzung der
zugehorigen Star-LC-SoftwaMersion 6.0, verwendet. Die Detektion erfolgte B8D nm.
Als Elutionsmittel dienten Wasser und Acetonitrieweils mit 0.1 % TFA. Zur
Dunnschichtchromatographie wurden Aluminiumplattait Kieselgel 60 bs4 der Firma
Merck verwendet. Die Detektion erfolgte durch UVsbioption oder durch Anfarbung mit

jeweils geeigneten Farbereagenzien.

Chemikalien und Reaktionen

Losungsmittel in p.a.-Qualitat oder wasserfrei vauredhne weitere Aufreinigung verwendet.
THF wurde Uber LiAIH getrocknet und vor der Verwendung frisch destillielexan, EtOAc
und MTBE wurden vor der Verwendung destilliert. Eletigkeitsempfindliche Reaktionen
wurden in ausgeheizten Glasgeraten unter einer ggimive handelsublichen Argons durch-
gefuhrt. Der Transfer von Lésungsmitteln und Reagsn erfolgte durch Septen mittels

Spritzen und Kandilen.
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5.3 Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAV1: Acylierung des Pyrrolidin-Diols 44 mit einem Saurechlorid

Zu einer Losung von 305 mg des Pyrrolidin-Diols5(Inmol) in 5 ml CHCI, wurden
4.5 mmol des Saurechlorides und anschlieBend 64Tigthylamin (4.5 mmol) tropfenweise
zugegeben, gefolgt von der Zugabe einer katalyisddenge DMAP. Nach 13 h Ruhren
wurden 5 ml ges. NaHCGLL 6sung zugegeben und 15 min gerthrt. Die aq. Phasde
abgetrennt und mit Dichlormethan (5x5 ml) extrahi®ie vereinigten org. Phasen wurden
mit ges. NaCl-Losung gewaschen (3x10 ml), tber Mg&&rocknet, filtriert und das Filtrat

am Rotavapor eingeengt. Das Rohprodukt wurde miE&€l an der MPLC aufgereinigt.

AAV?2: Acylierung des Pyrrolidin-Diols 44 mit einer S&ure unter Aktivierung mit EDC

305 mg des Pyrrolidin-Diols (1.5 mmol), 3.15 mmokrdSaure und 12 mg DMAP
(0.15 mmol) wurden in 10 ml Gigl, geldst und auf 0°C gekihlt. Nach Zugabe von 604 mg
EDC (3.15 mmol) wurde die Reaktionsmischung 1 hd3& auf RT aufwédrmen gelassen und
Uber Nacht geruhrt. AbschlieRend wurde das Lésuitgdram Rotavapor entfernt und der
Ruckstand mit 10 ml 0 und 20 ml EtOAc aufgenommen. Die aq. Phase wonitd&tOAc
extrahiert (3x15 ml). Die vereinigten org. Phasemrden mit ges. NaHC&LOsung (3x10
ml) und mit ges. NaCl-Losung gewaschen (3x10 nidpriMgSQ getrocknet, filtriert und
das Losungsmittel am Rotavapor entfernt. Die Aafgring erfolgte tber MPLC.

AAV3: Entschitzen der Pyrrolidin-Diester 45

0.75 mmol des Pyrrolidin-Diesters wurden in 5 mMZHCI in Et,O geldst und so lange bei
Raumtemperatur gerthrt, bis mittels DC kein Edukhnfestzustellen war. Das ausgefallene
Hydrochlorid wurde abgetrennt, indem die Uberstdeeridsung abpippetiert wurde,
anschlieBend dreifach mit trockenem Ether gewasahdnm HV getrocknet. Wenn das auf
diesem Weg erhaltene Produkt noch nicht die alsane Reinheit besall wurde es noch

Uber MPLC aufgereinigt.

AAV4 : Kondensation zu Sulfonamiden

1.0 mmol des Diaming3 wurden in 6 ml CHCI, geldst, 2.4 mmol Triethylamin oder Diiso-
propylethylamin sowie 2.2 mmol Arylsulfonylchloridurden tropfenweise zugegeben. Die
Reaktionsmischung wurde 14-20 h bei RT gertuhrtamgthlie3end in 10 ml ges. NEI-Lsg.
gegeben. Die ag. Phase wurde abgetrennt und mit BYTBx10 ml) extrahiert. Die

vereinigten org. Phasen wurden mit ges. NaCl-L8x1Q ml) gewaschen, Uber }0,
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getrocknet, filtriert und das Losungsmittel am Ragzor entfernt. Das verbleibende Ol wurde
in 5 ml CHCI, gel6ést und tropfenweise zu 50 ml schnell gerthrkattem Hexan gegeben.
Der ausgefallene Feststoff wurde abfiltriert, migXdn gewaschen und getrocknet. Das auf

diesem Weg erhaltene Produkt wurde ohne weitereefiflung weiter verwendet.

AAV5: N-Alkylierung von Sulfonamiden

1.00 mmol des Sulfonamids und 3.00 mmol wassedn&€0; wurden in 7.5 ml trockenem
CH3CN suspendiert, bei reaktionstragen Benzylbromiderde zusatzlich eine katalytische
Menge KI hinzugefiigt. 2.40 mmol des Benzyl- oddyisromids wurden zugegeben und die
Mischung die angegebene Zeit bei der angegebenempdratur geruhrt. Nachdem die
Reaktionsmischung wieder RT erreicht hatte, wurdienunloslichen Anteile abfiltriert und
mit etwas MTBE gewaschen. Die vereinigten Filtratgrden am Rotavapor eingeengt und

das verbliebene Ol mittels FC aufgereinigt.

AAV6: Hydrolyse von Nitrilen zu Amiden

0.30 mmol des Nitrils wurden in 3 ml DMSO gelostduauf 0°C gekuhlt. 1.5 ml 30% aq.
H,0, und 200 mg (0.15 mmol) £ O; wurden zu dem gefrorenem Gemisch gegeben, welches
nach langsamen Aufwédrmen auf RT und noch weiterem®® bei RT geruhrt wurde.
Anschliel3end wurde erneut auf 0°C gekuhlt und 5Ha® zugegeben. Das ausgefallene
Produkt wurde abfiltriert und mit # gewaschen. Um Reste von DMSO zu entfernen wurde
der so erhaltene Niederschlag in 5 ml CHg#lost und diese Losung mit® (3%x10 ml) und

ges. NaCl-Lsg. (10 ml) gewaschen, Uber Mg$@trocknet, filtriert und das Lésungsmittel

am Rotavapor entfernt.

AAV7: BOC-Entschitzung
0.20 mmol des BOC-geschutzten Pyrrolidins wurded ml 2 M HCI in E;O geldst. Nach

14 h wurde die Uberstehende Losung abpippettieat Bydrochlorid wurde mehrfach mit

trockenem Ether gewaschen und im HV getrocknet.
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rac-(3,44rans)-1-BOC-3-Benzyloxymethyl-4-tert-butyl-dimethyl-silanyloxymethyl)-

0, o
Si 73
A O
by
O O

+

260 mg (6.48 mmol) einer 60% Suspension von NaHMineralol wurden in 5 ml THF
suspendiert auf 0°C gekihlt und anschlieRend X432 mmol) des Silylethers9 in 9 ml

pyrrolidin (26)

THF gelost tropfenweise zugegeben. Es wurde aufeRWarmt, 30 min. bei RT gerihrt,
erneut auf 0°C gekuhlt und 0.75 ml (6.48 mmol) Bactdorid tropfenweise zugegeben. Als
Katalysator wurden anschlie3end 130 mg (0.86 midal)zugegeben und auf RT aufwéarmen
gelassen. Nach 16 h wurden 5 ml ges.4BlH.sg. zur Reaktionsmischung gegeben, die aq.
Phase abgetrennt und mit MTBE (3x5 ml) extrahigre. vereinigten org. Phasen wurden mit
ges NaHCG@Lsg. (3x5 ml), anschlieend mit ges NaCl-Lsg. (8¥p gewaschen uber
NaSO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel am &@tpor entfernt. Die Aufreinigung
erfolgte mittels FC (Hexan: EtOAc 2:1). Es konn88 mg (51%) des Benzylethe28 als

farbloses Ol erhalten werden.

'H-NMR (CDCl, 22.1 °C, 500.16 MHz):
Su(ppm) = 7.42-7.26 m, 5H, CHLCCH, CH,CCHCH, CH,CCHCHCH

4.49 s, 2H, OCHPh
3.59-3.22 mbr, 6H, C(2)H*, C(5)Hz*, CH,OTBS*
3.14-3.01 mbr, 2H, CHOBnN*
2.29-2.16 mbr, 1H, C(3)H
2.15-2.02 mbr, 1H, C(4)H
1.36 sbr, 9H, OC(CH)3
0.77 sbr, 4.5H, SIC(CH)3
0.76 sbr, 4.5H, SiC(CH)s
-0.06 sbr, 3H, SiCH
-0.07 sbr, 3H, SiCH
3C-NMR (CDCl, 26.9 °C, 125.77 MHz): Zuordnung tiber HMQC
dc(ppm) = 154.7 _OC(CHg)s
138.4 CHCar
128.5 CHCCHCH*
127.8 CHCCH*
127.7 CHCCHCHMH
79.2 CQC(CHy)s
73.3 OGH,Ph
71.8 _H,0Bn
64.2 _H,0Si
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495, 48.4 C2* (Rotamere)

48.6, 48.4 C5* (Rotamere)

43.8, 42.9 C3* (Rotamere)

41.1, 40.1 C4* (Rotamere)

28.6 CQC(CHy)3

26.0 SiC(®3)3

18.4 SiGCHs)3

-5.3 SiCH3

MS (ES+, RT):
m/z (%) 436 (77,]+H]"), 872 (100, [R1+H]"), 1330 (71, [81+H]")
EA C24H41NO4Si 435.68

Ber.: C: 66.16% H: 9.49% N: 3.21%

Gef. C: 66.26% H: 8.90% N: 4.50%

rac-(3,44rans)-1-BOC-3-Benzyloxymethyl-4-hydroxymethyl-pyrrolidin (27)

HO—, 0
4 3
5 2
N

A

0~ o
+

1.90 g (4.37 mmol) des Silylethe6 wurden in 50 ml THF geldst, auf 0°C gekidhlt und
9.7 ml TBAF 1 M in THF (9.7 mmol) tropfenweise zggden. Nach 30 min bei 0°C war das
Edukt vollstandig umgesetzt. Die Reaktionsmischamigde bei 0° mit 25 ml kO und 25 ml
EtOAc versetzt. Die org. Phase wurde mit ges Naggj-1(1x25 ml) gewaschen uberJ S,
getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel am Ratzor entfernt. Nach Aufreinigung mittels
FC (Hexan:EtOAc 1:1) wurden 1.31 g (93%) des Alkel27 als farbloses Ol erhalten.

'H-NMR (CDCl, 22.8 °C, 500.16 MHz):
Su(ppm) = 7.40-7.25 m, 5H, CHLCCH, CH,CCHCH, CH,CCHCHCH

4.63-4.51 m, 2H, CHPh

3.72-3.37 mbr, 6H, C(2)H*, C(5)H,*, CH,OH*

3.11-2.98 mbr, 2H, CHOBnN*

2.38-2.11 mbr, 2H, C(4)H, C(3)H

1.97-2.89 mbr, 1H, OH*

1.44 sbr, 9H, OC(CH)3
3C-NMR (CDCl, 26.9 °C, 125.77 MHz): Zuordnung tiber HMQC
dc(ppm) = 154.2 _OC(CHy)s

137.4 CHCar

128.7 CHCCHCH

128.1 CHCCHCHH

128.0 CHCCH

79.5 CQC(CHs)s

73.7 OGH,Ph
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71.8 _H,0Bn
64.2 _H,OH
49.0, 48.9 C2* (Rotamere)
48.6, 48.4 C5* (Rotamere)
46.5, 45.3 C3* (Rotamere)
43.3,42.7 C4* (Rotamere)
28.6 CQC(CH3)3
MS (ES+, RT):
m/z (%) 322 (100,M+H]"), 665 (82, [M+Na]"), 987 (92, [B1+Na]™)
EA Ci1gH27NO, 321.42
Ber.: C. 67.26% H: 8.47% N: 4.36%
Gef.: C: 58.91% H: 7.35% N: 4.88%

rac-(3,44rans)-1-BOC-3-Benzyloxymethyl-4-formyl-pyrrolidin (28)

0=, o
/ 4 3
5 2
N

A

o~ o
+

0.54 ml (6.30 mmol) Oxalylchlorid wurden in 20 mHECI, vorgelegt, auf -78°C gekuhlt und
tropfenweise mit 0.9 ml (12.6 mmol) DMSO in 10 mH£CI, versetzt. Nach 30 min bei
-78°C wurden 1.31 g (4.20 mmol) des Alkoh2isin 10 ml CHCI, geldst zugegeben und 1 h
bei -78°C geruhrt. AnschlieBend wurden 4.40 ml Z2Bmol) Diisopropyethylamin
zugegeben und die Reaktionsmischung innerhalb @amid auf -10°C aufwarmen gelassen.
Die Reaktionsmischung wurde in 25 mjgegeben und die aq. Phase abgetrennt und mit
CH.Cl, extrahiert (5%x10 ml). Die vereinigten org. Phasearden mit ges. NkCI-Lsg.
(3%10 ml), ges. NaHC&Lsg. (3x10 ml) und mit ges NaCl-Lsg. (3x10 ml) gesshen.
Anschliel3end wurde Uber b&0O, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel am &@tpor
entfernt. Nach Aufreinigung mittels FC (Hexan: Et©A:1) wurden 1.35g (85%) des
Aldehyds28 als farbloses Ol erhalten.

'H-NMR (CDCh, 23.4 °C, 500.16 MHz):

du(ppm) = 9.68 s, 1H, C(4)HCHD
7.39-7.26 m, 5H, CHCCH, CH,CCHCH, CH,CCHCHCH
4.52 sbr, 2H, CHPh
3.72-3.47 mbr, 4H, C(2)H*, C(5)H,*
3.44 dd, 1H,%J=9.3 Hz,’J = 7.4 Hz, CHOBn*
3.23-3.11 mbr, 1H, CHOBn*
3.02-2.89 mbr, 1H, C(4)H*
2.85-2.74 mbr, 1H, C(3)H*
1.45 sbr, 9H, OC(CH)3
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3C-NMR (CDCl, 26.5 °C, 125.77 MHz): Zuordnung tiber HMQC

dc(ppm) = 200.5 c@8ao
154.4 _©,C(CHg)3
137.9 CHCar
128.6 CHCCHCH
128.0 CHCCHCH™
127.7 CHCCH
79.9 CQC(CHgz)s
73.4 O®H,Ph
70.6 _H,0Bn
53.8, 52.7 C2* (Rotamere)
48.2,47.8 C5* (Rotamere)
45.0 C4*
40.1, 39.6 C3* (Rotamere)
28.6 CQC(CH3)3

MS (ES+, RT):

miz (%) 320 (13,M+H]"), 352 (100, M+MeOH+H]"), 374 (64, M+MeOH+Na]"),
390 (64, M+MeOH+K]")

EA C18H25NO4 319.40
Ber.: C: 67.69% H: 7.89% N: 4.39%
Gef.: C: 67.50% H: 7.74% N: 4.99%

rac-(3,44rans)-1-BOC-3-Benzyloxymethyl-4-{sobutylamino)-methyl-pyrrolidin (29)

>/\H—~&Zﬁ§\o
S < >
o)\o

+
933 mg (2.9 mmol) des Aldehyd28 wurden in 20 ml MeOH vorgelegt, mit 0.35 ml
(3.5 mmol) Isobutylamin und 0.58 ml (3.5 mmol) Thigorthoformiat versetzt und 1 h bei
RT geruhrt. Anschliel3end wurde auf 0°C gekuhlt @2d mg (5.8 mmol) Natriumborhydrid
in kleinen Portionen zugegeben. Nach 30 min bei GAde die Reaktionsmischung mit
20 ml EtOAc und 20 ml ges. NaHG@sg. versetzt und der entstandene Niederschlag
abfiltriert. Die aq. Phase wurde abgetrennt und Ei©Ac extrahiert (510 ml). Die
vereinigten org. Phasen wurden mit ges. NaCl-L8x2% ml) gewaschen, tber Mg5O
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel am Rafzor entfernt. Nach Aufreinigung mittels
FC (Hexan:EtOAc 2:1, Dann EtOAc:MeOH 95:5) wurdefOlg (92%) des Aming9 in

Form eines braunen Harzes erhalten.
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'H-NMR (DMSO-ds, 30°C, 500.16 MHz):
du(ppm) = 7.40-7.27

4.53
4.50
3.67-3.38
3.20-3.01
2.72-2.65
2.60-2.64
2.38
2.28-2.12
1.45
0.86

m, 5H, CHCCH, CH,CCHCH, CH,CCHCHCH

d, 1H,2J=11.9 Hz, CHPh
d, 1H,%J=11.9 Hz, CHPh

mbr, 5H, C(2)H*, C(5)H,*, CH,OBn*

mbr, 3H, C(4)CHN, CHOBn*
mbr, 1H, C(3)*

mbr, 1H, C(4)*

d, 2H,%J = 6.6 Hz, C(4)CHNHCH
m, 1H, NCHCH(CHs),

sbr, 9H, OC(CH)3

d, 6H,%) = 6.6 Hz, NCHCH(CHs),

13C-NMR (CDCl, 27.2 °C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 154.6

138.0
128.6
127.9
127.6
79.4

73.5

71.7

57.9

52.4

50.5, 50.1
49.2, 48.7
43.2,42.5
42.0,41.0
28.6
28.0, 27.8
20.7, 20.6

MS (ES+, RT):
377 (100,M1+H]"), 753 (98, [M+H]")

m/z (%)

EA

Ca2H3z6N204

Ber.:
Gef.:

_OC(CHg)s
CHCx
CHCCHCH*
CHCCHCHCH*
CHCCH*
CQC(CHj3)3
O®H,Ph
_(H,OBN
NGH,CH(CHg)2*
C5@,NHCH,CH(CHg),*
C2* (Rotamere)
C5* (Rotamere)
C4* (Rotamere)
C3* (Rotamere)
CQC(CHa)3
NCHCH(CHs), (Rotamere)
NCBCH(CH3), (Rotamere)

376.54
C:70.18% H: 9.64%
C: 69.95% H: 9.15%
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rac-(3,44rans)-1-BOC-3-[(Benzolsulfonylisobutyl-amino)-methyl]-4-benzyloxymethyl-

pyrrolidin (30)

o)
1.0
O+

N, o]
'4 3

5 2
N

o~ O

+

804 mg (2.14 mmol) des AmirZ9 wurden in 20 ml THF gel6st, auf 0°C gekuhlt und mi
0.60 ml (4.27 mmol) Triethylamin und 0.55 ml (4/@mol) Benzolsulfonylchlorid versetzt

und eine katalytische Menge DMAP zugegeben. Diek&@@smischung wurde auf RT
aufwarmen gelassen und 20 h bei RT gerthrt. Ansébhd wurde die Losung mit 20 ml

EtOAc verdunnt und in 30 ml ges. NaHgDsg gegeben. Die aq. Phase wurde abgetrennt

und mit EtOAc (5%10 ml) extrahiert. Die vereinigterg. Phasen wurden mit ges. NaCl-Lsg.
(3x20 ml) gewaschen, Uber M0, getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel am &@ipor
entfernt. Nach Aufreinigung mittels FC (Hexan:EtORcl) wurden 985 mg (89%) des
Sulfonamids30 in Form eines farblosen Feststoffes erhalten. $tpunkt: 86°C

'H-NMR (DMSO-ds, 30°C, 500.16 MHz):

du(ppm) = 7.78
7.67
7.59
7.40-7.27
4.45
3.51-3.34
3.11-3.01
2.86-2.76
2.38-2.13
1.83
1.39
0.79

d, 2H,3) = 7.3 Hz, SGCCH

t, 1H,%J = 7.4 Hz, SGCCHCHCH

t, 2H,%3 = 7.7 Hz, SGCCHCH

m, 5H, CHCCH, CH,CCHCH, CH,CCHCHCH
s, 2H, OCHPh

mbr, 4H, C(2)H*, C(5)H,*

mbr, 4H, C(4)dH,N, CH,OBN*

mbr, 2H, C(3)H*, C(4)H*

m, 2H, C(4)CHNCH

smul 1H,3%J = 7.0 Hz, NCHCH(CHs),
sbr, 9H, OC(CH)3

d, 6H,%) = 6.6 Hz, NCHCH(CH),

13C-NMR (DMSO-ds, 30.0 °C, 125.77 MHz):

dc(ppm) = 153.6
138.7
138.4
132.9
129.4
128.3
127.49
127.44
127.1
78.3

_O,C(CHg)3
SQCar*
CHCx*
SQCCHCHQH*
SGCCHCH*
CHCCHCH*
CHCCHCHQH*
CHCCH*
SQCCH*
CQC(CHs)s
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72.3 OMH,Ph
70.7 _H,0BnN (Rotamere)
57.9 NCH,CH(CH;),* (Rotamere)
51.6,51.4 C2* (Rotamere)
49.4 C4®,NHCH,CH(CHg),*
48.1,47.8 C5* (Rotamere)
41.2, 40.6 C3* (Rotamere)
C4 vom DMSO-Signal Uberdeckt
28.3 CQC(CHy)3
26.7 NCHCH(CHs3), (Rotamere)
19.7 NCHCH(CHs)»
MS (ES+, RT):
m/z (%) 539 (70,M1+Na]*), 1056 (100, [M+Na]*), 1572 (8, [8/+Na]")
EA CogHaoN20OsS  516.71
Ber.: C: 65.09% H: 7.80% N: 5.42% S:6.21%
Gef.: C: 65.25% H: 7.49% N: 8.22% S: 6.34%

rac-(3,44rans)-[(Benzolsulfonylisobutyl-amino)-methyl]-4-benzyloxymethyl-pyrrolidin ( 25)

9/()
Dslaw.
Y L3,
H
252 mg (0.48 mmol) des Sulfonami@@ wurden in 2 ml CHCI, gel6st, auf 0°C gekuhlt und
tropfenweise mit 1 ml Trifluoressigsaure versetad .80 min bei 0°C gerthrt. Anschlieend
wurde das Losungsmittel am Rotavapor entfernt. dligen Ruckstand wurden 10 ml MTBE
und 10 ml ges. NaHC{&Lsg. gegeben. Die agq. Phase wurde abgetrennt undirBE
(5%5 ml) extrahiert. Die vereinigten org. Phasenrden mit ges. NaCl-Lsg. (3%10 ml)
gewaschen, Uber MNaO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel am &m@ipor entfernt.

Das resultierende freie Ami25 wurde im HV getrocknet und 202 mg (99%) in Formesi

blassgelben Ols erhalten.

'H-NMR (DMSO-ds, 30°C, 500.16 MHz):

Su(ppm) = 7.67 d, 2H,3J = 7.3 Hz, SGCCH
7.66 t, 1H,%J = 7.3 Hz, SGCCHCHCH
7.59 t, 2H,%J = 7.5 Hz, SGCCHCH
7.40-7.23 m, 5H, CHbCCH, CH,CCHCH, CH,CCHCHCH
4.43 s, 2H, OCHPh
3.33 d, 2H,%J = 7.3 Hz, CHOBn
3.07 dd, 1H,2J = 14.2 Hz3J = 9.6 Hz, C(4)ChN
2.96 dd, 1H,%3 = 14.0 Hz>J = 5.7 Hz, C(4)ChkN
2.88 dd, 2H,2J = 11.0 HzJ = 7.8 Hz, NCHCH(CH),
2.86 dd, 1H,%3 = 14.0 Hz2J = 7.3 Hz, C(5)H
2.78 dd, 1H,2J = 10.3 Hz3J = 7.1 Hz, CQ)H
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2.76 dd, 1H,%3 = 13.4 Hz2J = 7.8 Hz, C(5)H
2.46 dd, 1H,%) = 10.5 HzJ = 5.8 Hz, C(2)H
2.05-1.97 m, 1H, NCHCH(CHs),
1.92-1.80 m, 2H, C(4)H, C(3)H
0.79 d, 3H,%J = 6.6 Hz, NCHCH(CHk)
0.75 d, 3H,3J = 6.6 Hz, NCHCH(CHs),
13C-NMR (DMSO-ds, 30.0 °C, 125.77 MHz):
Sc(ppm) = 138.8 SECA*
138.5 CHCa*
132.6 SGCCHCHCH*
129.2 SGCCHCH*
128.1 CHCCHCH*
127.3 CHCCHCHCH*, CH,CCH*
126.9 SGCCH*
72.3 _H,0Bn*
72.0 OQH,Ph*
56.3 NGQH,CH(CHg),*
52.3 CAGH,N*
50.8 C5*
49.7 c2*
43.0 C4*
42.0 C3*
26.8, 26.5 NCHCH(CHs), (Rotamere)
19.8 NCHCH(CHs),
MS (ES+, RT):
miz (%) 417 (44,§+H]"), 833 (100, [M+H]"), 1249 (12, [B1+H]")
EA CoaH3oN203S * 0.5 HO 425.59
Ber.: C:64.91% H: 7.82% N: 6.58%
Gef.: C: 64.82% H: 7.70% N: 6.41%

rac-(3,44rans)-1-Benzyl-pyrrolidin-3,4-dicarbonséaure (31)

0 0
Ho—//,,c OH
/ 3

2

N

of

12.21 g (40 mmol) des Diestet§ wurden in 50 ml Ethanol geldst, mit 10.88 g (272aoh
NaOH und 50 ml KO versetzt und unter Rickfluss 3 h gekocht. Nackikken auf RT
wurde am Rotavapor eingeengt und vorsichtig 312%R (mmol) 32% HCI zugegeben. Der
ausgefallene organgene Feststoff wurde abfiltrigrtl verworfen. Das Filtrat wurde mit
NaHCG; neutralisiert, wobei das Produkt ausfiel. Nachraumfigung durch Umkristallisieren
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aus 50 ml Ethanol wurden 6.8 g (68%) der Dicarbores81 in Form farbloser Kristalle
erhalten. Schmelzpunkt 127°C

'H-NMR (DMSO-ds, 30.0°C, 500.16 MHz):
Su(ppm) = 7.48-7.32 m, 5H, CHCCH, CH,CCHCH, CH,CCHCHCH

4.03 d, 1H,%J = 12.8 Hz, NCHPh
3.99 d, 1H,2) = 12.8 Hz, NCHPh
3.29-3.20 m, 2H, C(3)H
3.20-3.07 m, 4H, C(2)H
3C-NMR (DMSO-ds, 30.1°C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 173.5 _OH
134.5 CHCar
129.6 CHCCHCH
128.5 CHCCH
128.2 CHCCHCHM
57.9 _H,Ph
55.1 c2
44.6 C3
MS (El):

miz (%) 249 (100,N1]"), 172 (48, [M-PH]), 158 (35, [M-Bn[), 140 (37, [M-Bn-HOT"),
91 (64, [Bn])

EA Ci3H1sNO4* 1.5 H,O 249.27
Ber.: C:56.51% H: 6.57% N: 5.07%
Gef.: C:56.57% H: 6.25% N: 4.82%

(3R,4R)-1-Benzyl-3,4-dihydroxy-pyrrolidin-2,5-dion (42)

HO OH

“,

SNt

of

759 (0.5mol) L-(+)-Weinsédure wurden in 400 ml #&lylsuspendiert und mit 55 ml
Benzylamin versetzt. Die Reaktionsmischung wurdbe Bnter Ruckfluss am Wasser-
abscheider gekocht. Gegen Ende der Reaktion Kisgtale das Produkt schlagartig unter
starkem Siedeverzug aus. Nach Abkihlen auf RT wdadeProdukt abfiltriert und mit wenig
Aceton gewaschen. Es wurden 89.6 g (81%) des ld2d& Form beiger Nadeln erhalten.
Die spektroskopischen Daten stimmen mit Literatutereiibereir®
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'H-NMR (DMSO-ds, 30 °C, 500.16 MHz):
Su(ppm) = 7.36-7.20 m, 5H, CHCCH, CH,CCHCH, CHLCCHCHCH

6.28 sbr, 2H, OH
4.59 d, 1H,2J = 15.1 Hz, CHPh
453 d, 1H,%J = 14.9 Hz, CHPh
4.39 sbr, 2H, CHOH
3C-NMR (DMSO-ds, 30 °C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 174.5 _O
135.9 CHCar
128.5 CHCCHCH
127.5 CHCCH
127.4 CHCCHCHCH
74.5 _CHOH
41.1 _H,Ph
MS (ES+, RT):

m/z (%) 244 (13,M1+Na]"), 465 (100, [M+Na]*), 686 (51, [81+Na]")
(3S,49)-1-Benzyl-3,4-Dihydroxy-pyrrolidin (43)

HO OH

., ;
,'o

N

of

In einem 500 ml Dreihalskolben wurden 100 ml LiAlEbsung (1M in THF, 100 mmol) mit
250 ml THF verdinnt und auf 0°C gekihlt. Unter Raihwurden 8.19 g (37 mmol) des Imids
42 portionsweise zugegeben, wobei sich Wasserstatiekelte. AnschlieRend wurde die
Suspension zum Ruckfluss erhitzt, wobei sich destdteff vollstandig l6ste und sich eine
gelbe Loésung bildete. Nach 19 Stunden unter Riskflwurde die Reaktionsmischung auf
-10°C gekihlt und tropfenweise mit 4 ml Wasser, 426%iger NaOH-L6sung und 12 ml
Wasser versetzt. Nach 1 h bei -10°C wurde der daltgyge Niederschlag abfiltriert und mit
heiRem THF gewaschen, anschlieend noch zweimdlObth ml THF suspendiert, zum
Ruckfluss erhitzt und abfiltriert. Die Filtrate wden vereinigt und das Losungsmittel am
Rotavapor entfernt, wobei 5.64 g (80%) eines gelBeststoffes als Rohprodukt erhalten
wurden. Dieses wurde aus 40 ml Ethylacetat umkistat und 4.37 g des ProduktdS8 in
Form beiger Nadeln gewonnen. Aus der MutterlaugBen sich weitere 0.26 g Produkt
gewinnen. Gesamtausbeute 4.63 g (65%). Die spékfpesschen Daten stimmen mit

Literaturwerten ubereif§!!
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'H-NMR (DMSO-ds, 30.0°C, 500.16 MHz):
Su(ppm) = 7.28-7.24 m, 4H, CHCCH, CH,CCHCH

7.21 m, 1H, ChCCHCHCH

3.86 smu| 2H, C(3)H

3.57 d, 1H,%J = 13.1 Hz, CHPh

3.47 d, 1H,%J = 13.1 Hz, CHPh

2.76 dd, 2H,%3=9.5 Hz,2J = 5.8 Hz, C(2)H
2.32 dd, 2H,%J=9.6 Hz3J = 4.4 Hz, C(2)H

(3S,49)-1-BOC-3,4-Dihydroxy-pyrrolidin (44)

2.0 g (10.5 mmol)N-Benzyl-pyrrolidin 43 wurden in 70 ml Ethanol gelost und 2.51 g
(11.5mmol) BOGO und 334 mg Pd/C zugegeben. Die Suspension wund&r u
Wasserstoffatmosphare 16 h bei RT geruhrt. Der lilsdator wurde durch Filtration Gber
Celite abgetrennt und das Lésungsmittel am Rotavaptiernt. Das resultierende gelbe Ol
wurde aus 21 ml EtOAc umkristallisiert. Ausbeute 4h 1.91 g (90%) in Form beiger
Kristalle. Schmelzpunkt 161°C. Die spektroskopiscliizaten stimmen mit Literaturwerten

uberein*4

'H-NMR (CDCl, 24.2°C, 500.16 MHz):

du(ppm) = 4.71 sbr, 2H, OH*
4.11-4.06 m, 2H, C(3)H
3.61 dbr, 2H,%3 = 8.5 Hz, C(2)H
3.34 dbr, 1H,%3 = 8.9 Hz, C(2)H
3.28 dbr, 1H,%3 = 10.1 Hz, C(2)H
1.45 s, 9H, C(CH)s

(3S,49)-1-BOC-3,4-Bis-(3-methyl-butyryloxy)-pyrrolidin (4 7a)
0 o)
1
X

o O

+

Durch Anwendung deAAV2 mit 348 puL (3.15 mmol) 3-Methylbuttersdure konntexch FC
(Hexan:MTBE 3:1) 490 mg (88%X7a in Form farbloser Kristalle erhalten werden.

Schmelzpunkt: 41°C
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'H-NMR (CDCl, 22.6°C, 500.16 MHz):

Su(ppm) = 5.15 d, 1H,%3=3.2 Hz, C(3)H
5.11 d, 1H,%3= 3.0 Hz, C(3)H
3.69 dd, 1H,2) = 12.6 Hz3J = 4.4 Hz, C(2)H
3.66 dd, 1H,%3 = 13.0 Hz2) = 4.4 Hz, C(2)H
3.52 d, 1H,%J = 13.1 Hz, C(2)H
3.43 d, 1H,2J = 13.1 Hz, C(2)H
2.20 d, 4H,%) = 7.3 Hz, CHCH(CHs),
2.08 smu| 2H, CHCH(CHs),
1.46 s, 9H, OC(CH)s
0.95 S, 12H, CHCH(CHb),

13C-NMR (CDCl, 27.1°C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 170.5, 170.3 CIE£OOCH (Rotamere)

154.3 NGOC(CH)s
80.1 OGCHs)s
75.1,74.1 C3 (Rotamere)
50.4, 49.9 C2 (Rotamere)
43.3 _H,COOCH
28.5 C(GHa)s
25.8 CHCHs),
22.4 CH(CH)
MS (ES+, RT):
m/z (%) 394 (22,+Na]™), 765 (100, 2M+Na]*), 1136 (11, 3M+Na]"),
EA C1oH33NOg 371.48
Ber.: C:61.43% H: 8.95% N: 3.77%
Gef.: C:61.22% H: 9.05% N: 3.84%

(35,495)-1-BOC-3,4-Bis-(3,3-dimethyl-butyryloxy)-pyrrolidin (48a)

+
oko

+

Die Verwendung der AAV1 mit 625 pL (4.5 mmol) 3,3xiethylbuttersdurechlorid fuhrte
nach FC (Hexan:MTBE 6:1) zu 545mg (91%Ba in Form farbloser Kristalle.

Schmelzpunkt: 49°C

'H-NMR (CDCl, 22.6°C, 500.16 MHz):

Su(ppm) = 5.15 d, 1H,%3 = 3.7 Hz, C(3)H
5.10 d, 1H,%J = 3.7 Hz, C(3)H
3.69 dd, 1H,2) = 13.1 Hz3J = 4.6 Hz, C(2)H
3.65 dd, 1H,%3 = 13.0 Hz2) = 4.4 Hz, C(2)H
3.53 d, 1H,% = 12.6 Hz, C(2)H
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3.45 d, 1H,2J = 12.6 Hz, C(2)H
2.21 s, 4H, COCHC(CHy)s
1.46 s, 9H, OC(CH)3

1.02 s, 18H, CHC(CHy)s

3C-NMR (CDCl, 25.5°C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 171.2,171.1 CIEOOCH (Rotamere)

154.4 NOOC(CH)s
80.1 OGCHs)s
75.0,74.1 C3 (Rotamere)
50.5, 50.0 C2 (Rotamere)
47.9 _(H,COOCH
31.0 CHC(CHg)s3
29.7 CHC(CH3)s*
28.4 OC(C13)3*
MS (ES+, RT):
m/z (%) 422 (33,1+Na]’), 821 (100, 2M+Na] "), 1220 (9, BM+Na]")
EA Co1H37NOg 399.53
Ber.: C: 63.13% H: 9.33% N: 3.51%
Gef.: C: 63.14% H: 9.41% N: 3.56%

(3S,49)-1-BOC-3,4-Bis-cyclohexanecarbonyloxy-pyrrolidin 49a)

Durch Anwendung der AAV1 mit 611 pL (4.5 mmol) Qgleexylcarbonséaurechlorid
konnten nach FC (Hexan:MTBE 5:1) 489 mg (7@ain Form farbloser Kristalle erhalten
werden. Schmelzpunkt: 92°C

'H-NMR (CDCh, 22.4°C, 500.16 MHz):

Su(ppm) = 5.13 dbr, 1H,%) = 3.2 Hz, C(3),H
5.09 dbr, 1H,3J = 3.4 Hz, C(3),H
3.66 snul, 2H, C(2)H
3.49 d, 1H,2J = 12.8 Hz, C(3),H.
3.40 d, 1H,%) = 12.6 Hz, C(2),H>
2.30 smul 2H, H*
1.92-1.83 mul, 4H, Hy*
1.78-1.70 mul, 4H, H*
1.67-1.61 mul, 2H, Hy*

1.47 s, 9H, OC(CH)s
1.46-1.37 mul, 4H, H*
1.33-1.17 mul, 6H, Hsr*, Has*
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13C-NMR (CDCl, 24.9°C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 175.0,174.8 _ @QOCyex (Rotamere)

154.5 NOOC(CH)s
80.1 OCCHg)s
74.9,74.0 Ca, (Rotamere)
50.4, 49.9 C2r (Rotamere)
43.0 Clyhex
29.0, 28.9 C@mex* (Rotamere)
28.6 C(QHs3)s
25.7,25.4 CHexts Clcyrex”
MS (ES+, RT):
m/z (%) 446 (52,f1+Na]’), 869 (100, 2M+Na]"), 1292 (11, 2M+Na]")
EA Cu3H37/NOg 423.55

Ber.: C:65.22% H: 8.81% N: 3.31%
Gef.: C: 65.26% H: 8.94% N: 3.46%

(3S,49)-1-BOC-3,4-Bis-benzoyloxy-pyrrolidin (50a)

ST
O/go

+

Die Anwendung der AAV1 mit 522 uL (4.5 mmol) Benkdyorid ergab nach FC
(Hexan:MTBE 5:1) 518 mg (84%®0ain Form farbloser Kristalle. Schmelzpunkt: 158°C

'H-NMR (DMSO-ds, 30°C, 500.16 MHz):

8u(ppm) = 8.01 d, 4H,%J= 7.3 Hz, COOCCH
7.70 t, 2H,%J = 7.5 Hz, COOCCHCHCH
7.56 t, 4H,%J = 7.8 Hz, COOCCHCH
5.52 sbr, 2H, C(3)H
3.91-3.84 m, 2H, C(2)H
3.59 d, 2H,%3 = 12.6 Hz, C(2)Hl
1.41 s, 9H, OC(CH)3

13C-NMR (CDCl, 24.3°C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 165.5, 165.4 _ @OPh (Rotamere)

154.6 NOOC(CH)3
133.7,133.6 CHCar

129.9 CHCCH
129.4,129.3 CHCCHCH
128.6 CHCCHCH™
80.3 OQCHg)3

75.9, 75.0 C3 (Rotamere)
50.6, 50.0 C2 (Rotamere)
28.6 C(QHs3)3

-127 -



Experimenteller Teil

MS (ES+, RT):

m/z (%) 434 (98,I‘{/I+Na]+), 845 (100, ¥M+Na]+)

EA Co3H2sNOg 411.46
Ber.: C:67.14% H: 6.12% N: 3.40%
Gef.: C: 67.10% H: 6.27% N: 3.44%

(3S,49)-1-BOC-3,4-Bis-phenylacetoxy-pyrrolidin (51a)

@jo@o%\@

+

Verwendung der AAV1 mit 569 pL (4.5 mmol, 3 eq) Rylacetylchlorid fuhrte nach FC
(Hexan:MTBE 4:1) zu 435 mg (66%)lain Form eines gelben Ols.

IH-NMR (CDCl, 23.5°C, 500.16 MHz):
Su(ppm) = 7.39-7.13 m, 10H, CHCCH, CH,CCHCH, CH,CCHCHCH

5.13 d, 1H,%3=2.8 Hz, C(3)H
5.09 d, 1H,%J = 2.3 Hz, C(3)H
3.79-3.55 m, 6H, C(2)H, COCH
3.50 d, 1H,%3 = 15.4 Hz, C(2)kl
3.37 d, 1H,%J = 13.1 Hz, C(2)H
1.46 s, 9H, OC(CH)3

13C-NMR (CDCl, 26.8°C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 170.5, 170.3 CIE£OOCH (Rotamere)

154.3 NOOC(CHy)s3
133.3 CHCa
129.2 CHCCH
128.8 CHCCHCH
127.5 CHCCHCH™
80.1 OQCHs)s
75.5,74.6 C3 (Rotamere)
50.2, 49.7 C2 (Rotamere)
40.2 _H,COOCH
28.5 C(QHs3)3
MS (ES+, RT):
m/z (%) 462 (100,§+Na]™), 901 (96, PM+Na]*)
EA CusH29NOg 439.51
Ber.: C: 68.32% H: 6.65% N: 3.19%
Gef. C: 69.21% H: 6.62% N: 2.87%
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(3S,495)-1-BOC-3,4-Bis-(1-naphthalen-1-yl-acetoxy)-pyrroliin (52a)
0
o 0
5. )
2
L W
o)\o

Verwendung der AAV2 mit 587 mg (3.15 mmol) (1-Napjj-essigsaure fuhrte nach FC
(Hexan:TBME 3:1) zu 631 mg (78%}pain Form farbloser Kristalle. Schmelzpunkt: 86°C

'H-NMR (CDCl, 22.4°C, 500.16 MHz):

Su(ppm) = 7.87 d, 2H,%J = 8.0 Hz, C(9)H
7.84 d, 2H,%3=8.3 Hz,J = 1.4 Hz, C(4)H
7.77 d, 2H,%J = 8.0 Hz, C(6)H
7.52-7.44 m, 4H, C(8\H, C(7)ar
7.39 dd, 2H,%3=8.0 Hz,>J = 7.1 Hz, C(3)H
7.38 d, 2H,% = 6.9 Hz, C(2)H
5.07 d, 1H,%) = 3.4 Hz, C(3),H
5.01 d, 1H,%) = 3.7 Hz, C(3)yH
4.03 $r, 4H, COCH
3.49 dd, 1H,%) = 12.7 HzJ = 4.2 Hz, C(2)yH>
3.43 d, 1H,%) = 13.0 Hz, C(2),H>
3.38 dd, 1H,%) = 12.7 HzJ = 4.5 Hz, C(2)yH>
3.25 d, 1H,%J = 12.6 Hz, C(2),H.
1.41 s, 9H, C(CH)3

13C-NMR (CDCl, 24.5°C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 170.4,170.2 _ @,CH, (Rotamere)

154.2 _@®,'Bu

133.9 Chr

132.0 Cla

129.8 Ch

128.9 Cé,

128.4 Ca,

128.1 Car

126.6 C&:

126.0 Chr

125.5 CQa,

123.6 Ca

80.0 OCCHg)s

75.5, 74.6 Ca, (Rotamere)
50.0, 49.6 CR (Rotamere)
39.0 COTH,Ar

28.5 C(Hs)3
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MS (ES+, RT):

m/z (%) 1101 (50,2{M+Na]+)

EA C33H33NOg 539.63
Ber.: C: 73.45% H: 6.16% N: 2.60%
Gef.: C: 68.05% H: 6.56% N: 2.32%

(35,49)-1-BOC-3,4-Bis-(2-naphthalen-2-yl-acetoxy)-pyrroliin (53a)

Nach Anwendung der AAV2 mit 587 mg (3.15 mmol) (apkthyl)-essigsaure wurden nach
FC (Hexan:MTBE 3:1) 599 mg (74%p3a in Form farbloser Kristalle erhalten.
Schmelzpunkt: 137°C

'H-NMR (CDCl, 23.8°C, 500.16 MHz):
ou(ppm) = 7.84-7.77 m, 6H, C(OnH, C(4hH, C(6H

7.70 sbr,2H, C(1nH

7.50-7.43 m, 4H, C(7xH, C(8)H

7.36 dbr, 2H,%3 = 8.3 Hz, C(3)H

5.18 d, 1H,%) = 3.2 Hz, C(3),H

5.14 d, 1H,%) = 2.8 Hz, C(3)yH

3.78 sbr, 4H, COB,

3.68 dd, 1H,%) = 12.6 Hz)J = 4.6 Hz, C(2)yH>
3.66 dd, 1H,%3 = 12.7 HzJ = 4.7 Hz, C(2)yH>
3.54 d, 1H,2J = 12.8 Hz, C(3),H.

3.38 d, 1H,%) = 12.6 Hz, C(2),H>

1.42 s, 9H, OC(CH)3

3C-NMR (CDCl, 26.5°C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 170.5,170.4 _ @Q,CHAr

154.4 “@®,Bu
133.5 C1lQ,
132.7 Ch
130.8 Ca
128.5 C4*
128.1 CA*
127.8 C3*
127.7 Ca*
127.2 CQ*
126.4 C&*
126.1 Ci*
80.2 OGCHs)s
75.6, 74.4 Ca, (Rotamere)
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50.2, 49.7 CR (Rotamere)
41.4 COGAr
28.5 C(MH3)s3
MS (ES+, RT):
m/z (%) 562 (100,f1+Na]™)
EA Cs3H3sNOs * 0.5 HO  548.63
Ber.: C:72.24% H: 6.25% N: 2.55%
Gef.: C:72.29% H: 6.38% N: 2.52%

(3S,49)-3,4-Bis-(3-methyl-butyryloxy)-pyrrolidin Hydrochl orid (47b)
0 0
el
N
H H-ClI

Der AAV3 folgend wurden mit 231 mg (0.62 mmol) d@®C-geschiitzten Pyrroliding7a
nach Aufreinigung tUber FC (GBIl»:MeOH 95:5) 196 mg (85%) des Hydrochloridigb in
Form sehr hygroskopischer farbloser Kristalle edral

'H-NMR (CDCl, 23.6°C, 500.16 MHz):

Su(ppm) = 10.40 sbr, 2H, "NH,
5.25 sbr, 2H, C(3)H
3.81-3.32 mbr, 4H, C(2)H
2.26 sbr, 4H, CHCH(CHg),
2.09 sbr, 2H, CHCH(CHs),
0.95 sbr, 12H, CHCH(CH),
3C-NMR (CDCl, 27.1°C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 171.5 ChCOOCH
74.1 C3
49.6 c2
42.9 _H,COOCH
25.5 CHCHs)2
22.4 CH(CH)
MS (ES+, RT):
miz (%) 272 (100,§1+H]"), 543 (4, PM+H]")
EA Cr4H2sNO, * HCI 307.82
Ber.: C: 54.63% H: 8.51% N: 4.55% Cl: 11.52%
Gef.: C: 54.75% H: 8.51% N: 4.38% Cl: 10.94%
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(3S,49)-3,4-Bis-(3,3-dimethyl-butyryloxy)-pyrrolidin Hydr ochlorid (48b)
o) 0
N
H H-Cl

Der AAV3 folgend ergaben 300 mg (0.75 mmol) des Bg¥Schutzten Pyrrolidiné8a nach
Aufreinigung Uber FC (CkClo:MeOH 95:5) 219 mg (87%) des Hydrochloridi8b in Form
farbloser Kristalle. Schmelzpunkt: 176°C

'H-NMR (CDCl, 25.1°C, 500.16 MHz):

Su(ppm) = 5.22 d, 2H,%3=3.9 Hz, C(3)H
3.59 dd, 2H,2) = 13.2 Hz3J = 4.0 Hz, C(2)H
3.39 d, 2H,%J = 13.1 Hz, C(2)H
2.27 s, 4H, COCHC(CHy)s
1.03 s, 18H, CHC(CHs);
3C-NMR (CDCl, 27.0°C, 125.77 MHz):
8c(ppm) = 170.8 CHCOOCH
74.6 C3
49.5 c2
47.4 _H,COOCH
30.9 CHC(CHs)s
29.6 CHC(CHa)s
MS (ES+, RT):
m/z (%) 300 (100,N1+H]"), 599 (27, PM+H]")
EA CreH20NO; * HCI 335.87
Ber.: C: 57.22% H: 9.00% N: 4.17% Cl: 10.56%
Gef.: C: 58.50% H: 8.97% N: 4.46% Cl: 8.67%

(3S,49)-3,4-Bis-cyclohexancarbonyloxy-pyrrolidin Hydrochlorid (49b)

Der AAV3 folgend wurden mit 318 mg (0.75 mmol) d8@®C-geschiitzten Pyrrolidind9a
nach Aufreinigung tUber FC (GBIl»:MeOH 95:5) 204 mg (76%) des Hydrochloridi8b in

Form farbloser Kristalle isoliert. Schmelzpunkt618
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'H-NMR (CDCl, 23.6°C, 500.16 MHz):

Su(ppm) = 10.54 sbr, 2H, "NH,
5.24 d, 2H,%3=3.2 Hz, C(3)H
3.69-3.59 gl 2H, C(2)H
3.49 dbr, 2H,%3 = 11.9 Hz, C(2)H
2.37 tt, 2H,2J = 11.2 Hz3J = 3.5 Hz, H*
1.92 t, 4H,%3 = 15.0 Hz, H5*
1.79-1.71 mul, 4H, Hsz*
1.64-1.60 mul, 2H, Hy*
1.49-1.38 mul, 4H, H1*
1.33-1.17 mul, 6H, Hs1*, Hag*
3C-NMR (CDCl, 24.8°C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 174.5 _OO0Cyex
74.0 C3yr
48.9 C2yr
42.7 Clhyrert
28.9 C2yhes
28.7 CByrex*
25.6 C%yHex*
25.3 CByHex*
25.2 C%yHex*
MS (ES+, RT):
m/z (%) 324 (100,M1+H]")
EA CisH20NO, * HCI 359.90
Ber.: C: 60.07% H: 8.40% N: 3.89% Cl: 9.85%
Gef.: C: 59.97% H: 8.39% N: 3.87% Cl: 9.93%

(3S,49)-3,4-Bis-benzoyloxy-pyrrolidin Hydrochlorid (50b)

o 0
6 ! ﬁoéD
N
H
H-CI
Der AAV3 folgend konnten mit 309 mg (0.75 mmol) d@9C-geschuitzten Pyrrolidirs0a

nach Aufreinigung tUber FC (GBIl»:MeOH 95:5) 206 mg (79%) des Hydrochlorig8b in

Form farbloser Kristalle erhalten werden. Schmetighul82°C

'H-NMR (CDCl, 22.5°C, 500.16 MHz):

Su(ppm) = 10.82 sbr, 1H, "NH,
8.13 sbr, 4H, COOCCH
7.59 sbr, 2H, COOCCHCHCH
7.45 sbr, 4H, COOCCHCH
5.70 sbr, 2H, C(3)H
4.09-3.58 mbr, 4H, C(2)H
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13C-NMR (CDC}, 25.5°C, 125.77 MHz):

Sc(ppm) = 164.9 _©OPh
134.0 CQCCHCH
130.5 CQCCHCHCH
128.7 CQCCH
128.4 CQCar
74.9 C3
50.0 C2
MS (ES+, RT):
m/z (%) 312 (100,M1+H]")
EA C1gH17NO4 * HCI 346.80
Ber.: C:62.16% H: 5.22% N: 4.03% Cl: 10.19%
Gef.: C:61.96% H: 5.44% N: 3.89% Cl: 10.06%

(3S,49)-3,4-Bis-phenylacetoxy-pyrrolidin Hydrochlorid (51b)

0 0
aclise
N
H
H-CI
Der AAV3 folgend ergaben 330 mg (0.75 mmol) des Bg¥Schitzten PyrrolidinsSla nach

Aufreinigung tUber FC (CkCl,:MeOH 95:5) 407 mg (91%) des Hydrochlorigisb in Form

eines orangenen Ols.

'H-NMR (CDCl, 23.5°C, 500.16 MHz):

Su(ppm) = 10.46 sbr, 1H, "NH,
7.41-7.14 m, 10H, CHCCH, CH,CCHCH, CH,CCHCHCH
5.20 s, 2H,C(3)H
3.76-3.51 m, 8H, C(2)H, COCH:
3C-NMR (CDCl, 24.8°C, 125.77 MHz):
Sc(ppm) = 170.2 CHCOOCH
132.8 CHCx
129.4 CHCCH
128.7 CHCCHCH
127.5 CHCCHCHH
74.6 C3
48.9 c2
40.8 _H,COOCH
MS (ES+, RT):
m/z (%) 340 (100,N1+H]"), 679 (14, PM+H]")
EA CooH21NO; * HCI * 0.5 H,O  384.86
Ber.: C: 62.42% H: 6.02% N: 3.64% Cl: 9.21%
Gef.: C: 62.80% H: 6.11% N: 3.56% Cl: 8.66%
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(3S,49)-3,4-Bis-(1-naphthalen-1-yl-acetoxy)-pyrrolidin Hydrochlorid (52b)

O
o, O
&Y,
2
N
W
H-CI

Der AAV3 folgend ergaben 378 mg (0.70 mmol) des B§¥Schutzten PyrrolidinsS2a nach
Aufreinigung tber FC (CkCl,:MeOH 95:5) 303 mg (92%) des Hydrochlorisi2b in Form

oranger, sehr hygroskopischer Kristalle.

'H-NMR (CDCl, 21.5°C, 500.16 MHz):

Su(ppm) = 10.62 sbr, 1H, "NH,
7.99 d, 3J= 8.3 Hz, 2H, C(RH
7.87 d, 33=18.0 Hz, 2H, C(4)H
7.81 d, %J= 7.1 Hz, 2H, C(&H
7.59 t,%J = 7.3 Hz, 2H, C(8&H
7.50 t,33=28.0 Hz, 2H, C(7)H
7.48-7.41 m, 4H, C(2x\H, C3WH
5.17 sbr, 2H, C(3pyH
4.23-4.14 sul, 4H, COCH
3.59 sbr, 4H, C(2pyH>
3C-NMR (CDCl, 24.5°C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 170.1 C=0
133.9 Ca
132.0 Cc1@
129.3 Ch
128.9 Cé:
128.6 Car
128.4 C2
126.8 Ca
126.0 Ck
125.6 co
123.8 C3
74.6 C3yr
49.1 C2yr
38.5 COGH,Ar
MS (ES+, RT):
m/z (%) 440 (100,M1+H]"), 879 (12, PM+H]")
EA CogHasNO, * HCI * 0.5 H,O  475.98
Ber.: C: 69.34% H: 5.61% N: 2.89% Cl: 7.31%
Gef.: C: 68.74% H: 5.65% N: 2.89% Cl: 7.45
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(3S,49)-3,4-Bis-(2-naphthalen-2-yl-acetoxy)-pyrrolidin Hydrochlorid (53b)

o
o, 0
.Y
Y
N
H

H-CI

Der AAV3 folgend ergaben 404 mg (0.75 mmol) des Bg¥Schitzten PyrrolidinS3a nach
Aufreinigung Uber FC (CkCl:MeOH 95:5) 315 mg (89%) des Hydrochlorigl8b in Form

orangener Kristalle. Schmelzpunkt: 147°C

'H-NMR (CDCl, 25.2°C, 500.16 MHz):
ou(ppm) = 7.82-7.77 m,6H, C(OuH, C(4hH, C(6H

7.73 sbr,2H, C(1nH
7.47-7.43 m, 4H, C(7xH, C(8)H
7.41 dd, 3J = 8.4 Hz,*J = 1.7 Hz, 2H, C(3}H
5.23 d, 2H,%) = 3.4 Hz, C(3),H
3.92-3.82 gul, 4H, COCH
3.64 d, 1H,%) = 3.4 Hz, C(2),H.
3.62 d, 1H,%) = 3.7 Hz, C(2)yH>
3.58 s, 1H, C(2pyH>
3.56 s, 1H, C(2pyH>
3C-NMR (CDCl, 24.5°C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 170.2 C=0
133.5 Cc1@
132.7 C&
130.3 C2a
128.5 C4*
128.4 Ch*
127.8 C3*
127.7 Ca*
127.3 CQ*
126.3 C8*
126.1 C&*
74.7 C3yr
49.0 C2yr
41.0 COQHLAr
MS (ES+, RT):
m/z (%) 440 (100,§1+H]"), 879 (12, PM+H]")
EA CogHasNO, * HCI * 0.5 H,O  475.98
Ber.: C: 69.34% H: 5.61% N: 2.89% Cl: 7.31%
Gef.: C: 69.41% H: 5.60% N: 2.91% Cl: 7.07%
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(3S,49)-1-Benzyl-3,4-dihydroxy-pyrrolidin-2,5-dione (ent-42)

HO_  OH
SNt

of

Die Darstellung vonent-42 erfolgte analog zul2 aus D-(-)-Weinsaure. Gesamtausbeute

78.5 g (71%). Die spektroskopischen Daten stimmiriiberaturwerten tubereift”

'H-NMR (DMSO-ds, 30 °C, 500.16 MHz):
Su(ppm) = 7.37-7.21 m, 5H, CHCCH, CH,CCHCH, CHLCCHCHCH

6.29 d, 2H,%J= 6.2 Hz, OH
4.59 d, 1H,%) = 14.9 Hz, CHPh
4.54 d, 1H,2J = 15.1 Hz, CHPh
4.40 d, 2H,3) = 4.6 Hz, CHDH
3C-NMR (DMSO-ds, 30 °C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 174.5 _O
135.9 CHCxr
128.5 CHCCHH
127.51 CHCCH
127.46 CHCCHCHMH
74.5 '(HOH
41.2 _(H,Ph
MS (ES+, RT):

m/z (%) 222 (10,M1+H]"), 465 (100, [M+Na]™), 686 (36, [B1+Na]")
(3R,4R)-1-Benzyl-3,4-dihydroxy-pyrrolidin (54)

HO OH

>
2 N

N

of

Die Darstellung vorb4 erfolgte analog z43 aus dem Imicent-42. Gesamtausbeute 5.05 g

(71%). Die spektroskopischen Daten stimmen mitratierwerten tibereif§®

'H-NMR (CDCl, 21.1 °C, 500.16 MHz):
Su(ppm) = 7.31-7.20 m, 5H, CHLCCH, CH,CCHCH, CH,CCHCHCH

4.38 sbr, 2H, OH

4.03 t, 2H,%J = 4.6 Hz, C(3)H

3.60 d, 1H,%J = 12.6 Hz, CHPh

3.53 d, 1H,2) = 12.6 Hz, CHPh

2.88 dd, 2H,%3 = 10.0 Hz>J = 6.0 Hz, C(2)H
2.41 dd, 2H,%J = 10.3 Hz3J = 4.1 Hz, C(2)H
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13C-NMR (CDC}, 26.5 °C, 125.77 MHz):

dc(ppm) = 137.6 ChCar
129.3 CHCCHCH
128.5 CHCCH
127.5 CHCCHCH™
78.5 C3
60.33 _H,Ph*
60.29 c2x*

(3S,49)-1-Benzyl-3,4-Diazido-pyrrolidin (55)

3.12 g (11.9 mmol) Triphenylphosphin wurden in U0THF geldst, auf 0°C gekihlt, gefolgt
von der tropfenweisen Zugabe von 2.3 g (11.4 mrAD in 10 ml THF. Nach 5 min.
Ruhren bei 0°C wurden 2.27 ml 5 M B EO (11.4 mmol) zugegeben, nach 5 min bei
0°C wurde 1.0g (5.2 mmol) des Diol84 in einer Portion zugegeben und die
Reaktionsmischung auf RT aufwarmen gelassen unted RT gerihrt. AnschlieRend wurde
das Lésungsmittel am Rotavapor vorsichtig entfent der Riuckstand in GBI, geldst und
auf 10 g Kieselgel aufgezogen. Nach Reinigung &a:(Hexan: EtOAc 5:1) konnten 868 mg
(69%) des Diazid$5 in Form eines farblosen Ols erhalten werden. Pigksoskopischen

Daten stimmen mit Literaturwerten tiber&fh.

'H-NMR (CDCl, 23 °C, 500.16 MHz):
Su(ppm) = 7.36-7.24 m, 5H, CHLCCH, CH,CCHCH, CH,CCHCHCH

3.87 smul 2H, C(3)H

3.67 d, 1H,2) = 13.1 Hz, CHPh

3.62 d, 1H,%J = 13.1 Hz, CHPh

2.98 dd, 2H,2J = 10.1 Hz3J = 6.4 Hz, C(2)H

2.60 dd, 2H,%3 = 10.3 Hz>J = 4.6 Hz, C(2)H
3C-NMR (CDClk, 25.2 °C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 137.9 ChCar

128.8 CHCCHCH

128.6 CHCCH

127.5 CHCCHCHCH

65.9 C3*

59.5 _H,Ph*

57.8 C2*
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(3S,49)-1-Benzyl-3,4-Diamino-pyrrolidin (32)

HN,  NH,

N

of

100 mg (0.4 mmol) des Diazidb wurden in 5 ml MeOH gelést und mit 10 mg Pd/BaSO
versetzt und unter HAtmosphare 30 min bei RT gerihrt. AnschlieRend deurder

Katalysator durch Filtration tGber Celite entfermidudas Filtrat am Rotavapor eingeengt und
im HV getrocknet, wobei 75 mg (95%) des Diam@®sals farbloses Ol erhalten wurden. Die

spektroskopischen Daten stimmen mit Literaturweitieerein®®

'H-NMR (DMSO-ds, 30.0°C, 500.16 MHz):
Su(ppm) = 7.34-7.18 m, 5H, CHCCH, CH,CCHCH, CHLCCHCHCH

3.60 d, 1H,%J = 13.1 Hz, CHPh
3.53 d, 1H,2) = 13.1 Hz, CHPh
2.82 smul 2H, C(3)H
2.74 dd, 2H,2J=9.1 Hz3J = 6.5 Hz, C(2)H
2.18 dd, 2H,2)=8.9 Hz3J=5.7 Hz, C(2)H
1.60 sbr, 3H, NH*
3C-NMR (DMSO-ds, 30.0°C, 125.77 MHz):
Sc(ppm) = 139.3 ChCar
128.3 CHCCHCH
128.0 CHCCH
126.5 CHCCHCHH
61.6 Cc2*
60.7 C3
59.9 _H,Ph*

(3R,4R)-1-BOC-3,4-Dihydroxy-pyrrolidin (70)

6.66 g (34.8 mmolIN-Benzyl-pyrrolidin 64) wurden in 100 ml Methanol gel6st und 8.36 g
(38.3 mmol) BOGO und 666 mg Pd/C zugegeben. Die Suspension wundir u
Wasserstoffatmosphare 16 h bei RT gerihrt, andtdrié der Katalysator durch Filtration
uber Celite abgetrennt und das Filtrat am Rotavapuedampft. Das resultierende gelbe Ol
wurde in 25 ml heiBem EtOAc gelost und das Prodailgtallisierte beim Abkihlen der
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Losung. Die Kristalle wurden abfiltriert, mit katte EtOAc gewaschen, getrocknet und
ergaben 4.50 g Produkt. Aus der Mutterlauge kondtech Aufkonzentrieren weitere 0.84 g
erhalten werden. Ausbeute & 5.34 g (74%) in Form beiger Kristalle. Schmelzgun

161°C. Die spektroskopischen Daten stimmen mitraftewerten tibereifi*

'H-NMR (CDCh, 22.2 °C, 500.16 MHz):

Su(ppm) = 3.94 tbr, 2H,3J = 3.3 Hz, C(3)H
3.67 dd, 1H,2J = 12.0 Hz3J = 4.9 Hz, C(2)H
3.63 dd, 1H,%3=11.9 Hz2J = 5.0 Hz, C(2)H
3.42 dd, 2H,2J = 12.1 Hz3J = 2.3 Hz, C(2)H
3.37 dd, 2H,%3=12.1 Hz2J = 2.3 Hz, C(2)H
1.44 s, 9H, C(CH)s
13C-NMR (CDCl, 24.6 °C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 153.9 C=0
80.5 OQCHs)s
64.2, 63.4 C3 (Rotamere)
48.8, 48.5 C2 (Rotamere)
28.4 OC(®3)s
MS (ES+, RT):
miz (%) 204 (25§+H]"), 221 (5, M+NH,4]"), 407 (78, [B+H]"), 424 (100, [R1+NH,4]")
HRMS (ES+):
m/z berechnet fur 24E1;7NO4 * NH,4 1 424.265891
gefunden : 424.264370
EA CoH17NO, 203.24
Ber.: C: 53.19% H: 8.43% N: 6.89%
Gef.: C: 52.90% H: 8.50% N: 6.90%

(3R,4R)-1-BOC-3,4-Bis-trifluoromethansulfonyloxy-pyrrolid in (71)

ol %0
‘s-o,  0-S”

528 mg des Diolg0 (2.6 mmol) wurden in 18 ml trockenem &H, suspendiert, mit 0.57 ml
Pyridin (7.0 mmol) versetzt und auf -35°C gekuhlml Tf,O (6.0 mmol) wurde tropfenweise
zugegeben, wobei sich die Losung intensiv gelbtéddmnerhalb 1 h wurde die Losung unter
Ruhren auf -15°C aufwarmen gelassen. AnschlieBendendas Losungsmittel am Rotavapor
entfernt und der verbliebene Feststoff Uber FC @rextOAc 5:1) gereinigt. Es wurden

869 mg (93%) des Produktés in Form farbloser Kristalle erhalten. SchmelzpugktC
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'H-NMR (CDCl, 23.4°C, 500.16 MHz):

du(ppm) = 5.38 sbr, 2H, C(3)H
3.97-3.72 m, 4H, C(2)H
1.49 s, 9H, C(CH)s
13C-NMR (CDCl, 26.7°C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 153.4 _OOBu
118.5 q, Ycr=319.6 Hz, CF
85.4,84.5 C3 (Rotamere)
81.7 OQCHs)s
49,5, 49.1 C2 (Rotamere)
28.3 OC(®3)s
MS (ESI, RT):

m/z (%) 485 (15,M+NH,]"), 490 (15, M+Na]"), 957 (100, 2M+Na]"),
1424 (15, BM+Na]")

EA Ci11H1sFsNOsS, 467.36
Ber.: C:28.27%  H:3.24% N: 3.00%
Gef.: C:28.44% H:3.40% N: 2.98%

(3S,49)-1-BOC-3,4-Diazido-pyrrolidin (72)

N N

Darstellung aus dem Did@l0:

2.23 g (8.49 mmol) Triphenylphosphin wurden in U0THF geldst, auf 0°C gekihlt, gefolgt
von der tropfenweisen Zugabe von 1.64 g (8.12 mmtAD in 10 ml THF. Die resultierende
Suspension wurde 5 min. bei 0°C gerthrt und ars8aiid mit 1.62 ml 5 M HNin EtO
(8.12 mmol) versetzt. Nach 5 min. Ruhren bei 0°dear750 mg (3.69 mmol) des Didl8 in
einer Portion zugegeben. Die Reaktionsmischung evatd RT aufwadrmen gelassen und 3 h
bei RT geruhrt. Anschliel3end wurden 7.5 g Kiesetgglegeben und das Lsm. am Rotavapor
entfernt. Aufreinigung tber FC (Hexan:EtOAc 5:1yaven 456 mg (49%) des Diazid2in

Form eines farblosen Ols.

Darstellung aus dem Bis-trifl&tL:

100 mg (0.28 mmol) des Bis-triflatg1 wurden in 1.4 ml HMPT gelost und 506 mg
(7.7 mmol) NaN zugegeben. Die Suspension wurde 4 h bei RT geuiititanschliel3end in
10 ml Wasser gegeben. Nach Extraktion mit MTBE (Bri) wurden die vereinigten

organischen Phasen mit,® (3x10 ml) und ges. NaCl Lsg. (3x10 ml) gewasclider
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MgSO, getrocknet, filtriert und einrotiert. Nach Aufregng Uber FC (Hexan:EtOAc 5:1)
wurden 52 mg (73%) des Diazi@g als farbloses Ol erhalten.

'H-NMR (CDCl, 22.2 °C, 500.16 MHz):

du(ppm) = 3.97 swl, 2H, C(3)H
3.69 dd, 1H,%3=12.1 Hz2J = 5.0 Hz, C(2)H
3.65 dd, 1H,%J = 11.9 Hz3J = 5.0 Hz, C(2)H
3.45 dd, 1H,%) = 11.8 HzJ = 2.3 Hz, C(2)H
3.39 dd, 1H,2J = 11.7 Hz3J = 2.3 Hz, C(2)H
1.47 s, 9H, C(CH)3

3C-NMR (CDClk, 24.6 °C, 125.77 MHz):

dc(ppm) = 153.9 C=0
80.5 OGCHs)s
64.2,63.4 C3 (Rotamere)
48.8, 48.5 C2 (Rotamere)
28.4 OC(®13)3

(3S,49)-1-BOC-3,4-Diamino-pyrrolidin (73)

H,N NH

2° 7, ; 2

N
O)\O

+

Darstellung aus dem Diazik
580 mg (2.3 mmol) des Diazid® wurden in 10 ml MeOH geldst, mit 55 mg Pd/C vezset
und unter HAtmosphére 18 h bei RT gerthrt. Der Katalysatordeudurch Filtration Uber
Celite abgetrennt, das Lésungsmittel im Vakuumezntfund der verbleibende Rickstand im
HV getrocknet. Es wurden 480 mg (92%) des Dian¥Bsin Form sehr hygroskopischer
Kristalle erhalten.
Darstellung aus dem DidlO:
2.64 g (13.04 mmol) des Diolg0 wurden in 75 ml CbLCl, suspendiert und 2.85 mi
(35.20 mmol) trockenes Pyridin wurde zugegeben died Reaktionsmischung auf -80°C
gekdhlt. 5 ml T$O wurden tropfenweise zugegeben und die Lésunghaite von 2 h auf
-10°C aufwarmen gelassen. Das ACH wurde bei RT am Rotavapor entfernt (Erwarmen
kann zur Zersetzung des Bis-triflats fuhren). 23)6&264 mmol) im Vakuum getrocknetes
NaNs; und 50 ml DMPU wurden zugegeben und die Suspens@nRT 3.5 h gerihrt.
AnschlieRend wurden 100 ml,@ zugegeben und mit MTBE extrahiert (5x50 ml) die
vereinigten organischen Phasen wurden mit Wasseb0(Bl) und ges. NaCl-Losung
(3x50 ml) gewaschen, tber Mggs@etrocknet und filtriert. 6 g Kieselgel wurden gegeben
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und das Lésungsmittel vorsichtig bei RT am Rotavagufernt. Das Diazid wurde Uber FC
aufgereinigt (Hexan:EtOAc 5:1) und die Produkt aftdtnden Fraktionen vereinigt. 250 mg
Pd/C wurden zugegeben und unterAimosphére 14 h bei RT geruhrt. AnschlieRend wurde
der Katalysator durch Filtration Uber Celite abgefit, das Filtrat am Rotavapor eingedampft
und das resultierende Ol im HV getrocknet. Es warde?5 g (86%) ary3 in Form sehr

hygroskopischer Kristalle erhalten.

'H-NMR (CDCl, 23.7 °C, 500.16 MHz):
Su(ppm) = 3.77-3.46 m, 2H, C(3)H

3.10-2.96 m, 4H, C(2)H
1.57 sbr, 4H, NH,
1.46 s, 9H, C(CH)3
3C-NMR (CDCl, 26.5 °C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 154.4 C=0
79.3 QCCHs)3
58.6, 58.1 C3 (Rotamere)
52.5,52.1 C2 (Rotamere)
28.4 OC(®i3)3
MS (ES+, RT):

miz (%) 202 (18,N1+H]"), 224 (68, M+Na]*), 403 (84, [M+H]Y),
425 (100, [M+Na]’), 604 (37, [B1+H]*), 626 (89, [3+Na]")

HRMS (ES+):

m/z berechnet fur §,0N30, : 202.155552
gefunden : 202.156485

EA CoH19N30O2 201.27
Ber.: C:53.71% H: 9.52% N: 20.88%
Gef.: C:52.39% H: 9.54% N: 20.19%

(3S,49)-1-BOC-3,4-Bis-(benzolsulfonylamino)-pyrrolidin (76)

Huo

@Fﬁ@
T

Gemall AAV4 wurden 183 mg (0.89 mmol) Diamif8, 256 uL (2.0 mmol) Benzol-
sulfonylchlorid und 340 pL Triethylamin in 5 ml GEl, innerhalb von 22 h umgesetzt.
Ausbeute arrT6: 386 mg (86%) in Form farbloser Nadeln. Schmelxpuhl1°C
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'H-NMR (DMSO-ds, 30.0°C, 500.16 MHz):

Su(ppm) = 8.07 d, 2H,%3=6.9 Hz, NH
7.64 t, 4H,%J = 7.0 Hz, SGCCH
7.66 tt, 2H,%J = 7.5 Hz,*J = 1.5 Hz, SGCCHCHCH
7.59 t, 4H,3) = 7.7 Hz, SGCCHCH
3.52 mbr, 2H, C(3)H
3.18 dd, 2H,23 = 11.5 Hz3J = 5.6 HzC(2)H;
2.91 dd, 2H,23=11.2 Hz31 = 3.9 Hz, C(2)H
1.32 s, 9H, C(CH)s
3C-NMR (DMSO-ds, 30.0°C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 153.0 C=0
140.7 SGC
132.5 SGCCHCHCH
129.2 SGCCHCH
126.4 SGCCH
78.6 OGCHs)s
56.6, 55.8 C3 (Rotamere)
48.6, 48.2 C2 (Rotamere)
28.0 OC(®3)3
MS (ES+, RT):
m/z (%) 504 (92,§1+Na]*), 985 (100, [M+Na]")
EA CoiHoN3OS,  481.59
Ber.: C: 52.37% H: 5.65% N: 8.73%
Gef.: C:52.17% H: 5.88% N: 8.43%

(35,49)-1-BOC-3,4-Bis-[benzolsulfonyl-benzyl-amino]-pyrrdidin (77)

A geh
S

O

+

Die Anwendung der AAV5 mit 150 mg (0.31 mmol) Sulémid 76, 89 uL (0.75 mmol)
Benzylbromid und 129 mg (0.93 mmol),®O; ergab nach FC (Hexan:MTBE 1:1:) 156 mg
des alkylierten Sulfonamid&/ (75%) in Form farbloser Kristalle. Schmelzpunkt@6

'H-NMR (CDCh, 24.1°C, 500.16 MHz):

du(ppm) = 7.92 sbr, 2H, SQCCH
7.73 sbr, 2H, SQCCH
7.67-7.45 mbr, 6H, SQCCHCH SGQ.CCHCHCH
7.34-7.02 mbr, 10H, Bn
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4.79 sbr, 1H, CHPh
4.45 dbr, 2H,%3 = 15.4 Hz, CHPh
4.30 sbr, 1H, CHPh
4.00-3.89 m, 1H, C(3)H
3.81-3.72 m, 1H, C(3)H
3.29-3.17 mbr, 1H, C(2)H
3.11-3.01 mbr, 3H, C(2)H
1.37 s, 9H, C(CH)3
13C-NMR (CDCl, 27.0°C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 153.6 C=0
140.0 SQCar
136.4 CHCa,
133.1 SQCCHCHGH
129.4 CHCCHCH
128.8 CHCCH
128.2 SQ@CCHCH
128.1 CHCCHCHCH
127.7,127.3 SE@CHCHCH (Rotamere)
80.2 OGCHs)s
61.8, 60.2 C3 (Rotamere)
50.0, 48.9 C2 (Rotamere)
47.6, 46.1 _E,Ph (Rotamere)
28.4 OC(®3)3
MS (ES+, RT):
m/z (%) 684 (100,M+Na]™), 1345 (86, [M+Na]")
EA C35H39N30652 661.85
Ber.: C: 63.52% H: 5.94% N: 6.35%
Gef.: C: 63.57% H: 6.10 % N: 6.10%

(3S,49)-3,4-Bis-[benzolsulfonyl-benzyl-amino]-pyrrolidin Hydrochlorid (78)

Die Verwendung der AAV7 mit 102 mg (0.15 mmol) ®SC-geschuitzten Pyrroliding7 in
3ml 2M HCI in EtO ergab 87 mgr8 (92%) in Form farbloser Kristalle. Schmelzpunkt
221°C (Zersetzung)

'H-NMR (DMSO-ds, 30.0°C, 500.16 MHz):

Su(ppm) = 9.65 sbr, 2H, "NH,
7.80 dd, 4H,%J=8.4 Hz*J= 1.2 Hz, SGCCH
7.72 tt, 2H,%3=7.4 Hz,"J = 1.2 Hz, SGQCCHCHCH
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7.60
7.29-7.20
4.80
4.39
3.97
3.01
2.78

tt, 4H,3) = 7.8 Hz,*J = 1.6 Hz, SGCCHCH
mbr, 10H, Hs,

smul 2H, C(3)H

d, 2H,%) = 16.5 Hz, CHPh

d, 2H,2J = 16.5 Hz, CHPh

dd, 2H,2J = 11.3 Hz3J = 7.9 Hz, C(2)H
dd, 2H,%3 = 11.6 HzJ = 8.1 Hz, C(2)H

13C-NMR (CDCl, 30.0°C, 125.77 MHz):

dc(ppm) = 139.1 S
136.6 CHCx,
133.3 SQCCHCHH
129.4 CHCCHCH
128.2 CHCCH
128.0 SQGCCHCH
127.4 CHCCHCHH
127.2 SQCCHCHCH
57.7 C3
48.1 Cc2
43.2 _H,Ph
MS (ES+, RT):
m/z (%) 562 (100,M+H]"), 1123 (9, [M+H]")
EA C30H31N304S, * HCI * 0.5 H,O  607.19
Ber.: C: 59.34% H: 5.48% N: 6.92%
Gef.: C: 59.75% H: 5.45% N: 6.93%

O-tert-Butyl-dimethylsilyl-(4-Methylphenyl)-methanol (79)

ry
Ioge

2.04 g (30 mmol) Imidazol und 3.61 g (24 mmol) TBBwurden in 20 ml DMF geldst, auf
0°C gekuhlt und portionsweise mit 2.44 g (20 mmNlethylphenyl-methanol versetzt. Die

Reaktionsmischung wurde auf RT aufwarmen gelassénhei RT gerthrt und anschliel3end

in 80 ml eines 1:1 Gemisches voaHund Hexan gegeben. Die ag. Phase wurde abgetrennt

und mit Hexan (30 ml) extrahiert. Die vereinigtemg.o Phasen wurden uber Mg$O

getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel am Razor entfernt. Es wurden 4.72 g (99.8%)

des Silylether§9in Form eines farblosen Ols erhalten.

'H-NMR (CDCl, 21°C, 500.16 MHz):

du(ppm) = 7.15
7.07
4.64
2.27

d, 2H,3J = 8.0 Hz, CHCCH*
d, 2H,3) = 7.8 Hz, CHCCH*
s, 2H, ArCH,OTBS

s, 3H, CHCar
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0.88 s, 9H, SIC(CH)3
0.03 s, 6H, Si(CHy)>

N-BOC-p-Toluidin (80)

e
N._©O
AT

o)
2.14 g (20 mmol)p-Toluidin wurden in 10 ml THF geldést und 0.80 g (@@hol) NaOH in
10 ml O zugegeben. 4.80 g (22 mmol) BE&L in 20 ml THF wurden tropfenweise
zugegeben und die Reaktionsmischung bei RT 18 bhgeranschlielend am Rotavapor
aufkonzentriert, mit 20 ml ¥ verdinnt und mit EtOAc (50 ml) extrahiert. DiegoPhase
wurde abgetrennt und mit,B (20 ml) und ges. NaCl-Lsg. (2x20 ml) gewascheper
MgSO, getrocknet, filtriert und anschlieRend das Losumgsl am Rotavapor entfernt. Der
resultierende Feststoff wurde in 10 ml Hexan geldas$s Losungsmittel am Rotavapor entfernt
und der resultierende Feststoff im HV getrocknes. Konnten 4.09 g (99%) des BOC-

geschutzten Amin80in Form farbloser Kristalle erhalten werden.

'H-NMR (CDCh, 22.5°C, 500.16 MHz):

Su(ppm) = 7.23 d, 2H,%J= 7.8 Hz, NHCCH
7.07 d, 2H,3J = 8.3 Hz, CHCCH
6.51 s, 1H, NH
2.28 s, 3H, CHsCar
1.51 s, 9H, OC(CH)3

(35,49)-1-BOC-3,4-Bis-[benzolsulfonyl-(4-bromo-benzyl)-anmo]-pyrrolidin (81)

QL
S

Unter Anwendung der AAV5 mit 482 mg (1.00 mmol) abmid 76, 600 mg (2.40 mmol)
4-Brombenzylbromid und 415 mg (3.00 mmolyGQOs in 7.5 ml CHCN wurden nach FC
(Hexan:TBME 2:1) 619 mg (76%) des Produk8isin Form farbloser Kristalle erhalten.
Schmelzpunkt 87°C
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'H-NMR (CDCl, 19.4°C, 500.16 MHz):
du(ppm) = 7.86

7.70
7.65-7.45
7.40
7.31
7.04
6.94
4.70
4.38
4.19
4.05-3.91
3.78-3.67
3.28
3.15
3.04-2.95
1.38

sbr, 2H, SQCCH

sbr, 2H, SQCCH

mbr, 6H, SQCCHCH, SQCCHCHCH
sbr, 2H, BrCCHCH

sbr, 2H, BrCCHCH

sbr, 2H, BrCCH

sbr, 2H, BrCCH

sbr, 1H, CHAr

d, 2H,2J = 16.0 Hz, CHAr
sbr, 1H, CHAr

mbr, 1H, C(3)H

mbr, 1H, C(3)H

sbr, 1H, C(2)H

sbr, 1H, C(2)H

mbr, 2H, C(2)H

s, 9H, C(CH)3

13C-NMR (CDCl, 23.9°C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 153.5

139.6
135.4
133.3
131.9
129.8
129.6

127.6, 127.2

122.2
80.5
61.9,60.4
49.4, 48.4
47.5,46.3
28.4

MS (ES+, RT):
840 (47, PBr’*BrM+Na]*), 842 (100, {°*Br*BrM+Na] "),

844 (56, {'Br*'BrM+Na] "), 1659 (65, {°Br'*Br’ *Br*!Br2M+Na’],

1661 (89, {°Br’*Br*'Br®'Br2aM+Na’], 1663 (58, {*Br*'Bre’Br¥'Br2M+Na’]

m/z (%)

EA

CssH3z7BraNzOsS,

Ber.:
Gef.:

C=0
SQCar
CHCx
SQCCHCHCH*
BrCGH*
BrCCHGE*
SO,CCHCH*
SECCH (Rotamere)
BrC
QQCHs)s
C3 (Rotamere)
C2 (Rotamere)
_El,Ar (Rotamere)
OC(C®3)s

819.64
C:51.29% H: 4.55% N: 5.15%
C:51.41% H: 4.78% N: 5.35%
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(3S,49)-1-BOC-3,4-Bis-[benzolsulfonyl-(4-iod-benzyl)-amin]-pyrrolidin (82)

OO
o O
+

Verwendung der AAV5 mit 482 mg (1.00 mmol) des 8aémids76, 713 mg (2.40 mmol) 4-
lodbenzylbromid und 415 mg (3.00 mmol®0; in 7.5 ml CHCN (7 h Ruckfluss) ergab
nach FC (Hexan:MTBE 2:1) 690 mg (76%) dWsalkylierten Sulfonamids82 in Form
farbloser Kristalle. Schmelzpunkt 98°C

'H-NMR (CDCh, 22.5°C, 500.16 MHz):
Su(ppm) = 7.92-7.43 mbr, 14H, SQCCHCH, SG:CCH, SO:CCHCHCH ICCHCH

6.98-6.74 mbr, 4H, ICCH
4.69 sbr, 1H, CHAr
4.38 d, 2H,%J = 16.0 Hz, CHAr
4.20 sbr, 1H, CHAr
4.02-3.90 mbr, 1H, C(3)H
3.78-3.66 mbr, 1H, C(3)H
3.33-3.09 mbr, 2H, C(2)H
3.05-2.95 mbr, 2H, C(2)H
1.39 s, 9H, C(CHy)3
3C-NMR (CDCl, 26.1°C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 153.5 C=0
139.6 SGCxr
137.9 ICQH, ICCHCH
136.0 CHCar
133.3 SGCCHCHCH

130.0, 129.6 SO,CCHCH (Rotamere)
127.6, 127.2 SECCH (Rotamere)

93.8 IC
80.6 OQCHs)s
61.9, 60.5 C3 (Rotamere)
49.4,48.4 C2 (Rotamere)
47.5, 46.2 CHAr (Rotamere)
28.5 OC(®3)3

MS (ES+, RT):

m/z (%) 936 (100,§1+Na]*), 1849 (70, [M+Na]")
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EA C35H37|2N30682 913.64
Ber.: C: 46.01% H: 4.08% N: 4.60%
Gef.: C:46.07% H: 4.41% N: 4.74%

(35,49)-1-BOC-3,4-Bis-[benzolsulfonyl-(4-trifluormethyl-benzyl)-amino]-pyrrolidin (91)

Durch Anwendung der AAV5 mit 421 mg (0.87 mmol) ®abmid 76, 502 mg (2.10 mmol)
4-Trifluormethylbenzylbromid und 363 mg (2.52 mm#&)CO; in 10 ml CHCN (1h, 0°C,
14h RT dann 4h Reflux) konnten nach FC (Hexan:Et(BAt) 390 mg (49%) dedN-
alkylierten Sulfonamid91 in Form farbloser Kristalle erhalten werden. Sclapenkt 93°C

'H-NMR (CDCl, 24.5°C, 500.16 MHz):
Su(ppm) = 8.02-7.34 mbr, 14H, SQPh CRCCH*

7.29 sbr, 2H, CHCCH*
7.17 sbr, 2H, CHCCH*
4.72 sbr, 1H, CHAr
4.46 d, 2H,2) = 16.2 Hz, CHAr
4.29-4.07 mbr, 2H, CHAr, C(3)H
3.98-3.81 mbr, 1H, C(3)H
3.33-3.29 mbr, 2H, C(2)H
3.03 sbr, 2H, C(2)H
1.37 s, 9H, C(CH)s
13C-NMR (CDCl, 26.7°C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 153.6 C=0
140.5 SGCa*
139.6 CHCh*
133.4 SGCCHCHMH
130.4 0, 2= 32.6 Hz, ECCha
129.6 SO,CCHCH*
128.4 CHCCH*
127.6, 127.3 SECCH* (Rotamere)
125.8 ECCCH*
124.0 q, Ncg=272.6 Hz, EC
80.7 OGCHs)s
62.0, 60.5 C3 (Rotamere)
49.4, 48.4 C2 (Rotamere)
47.3, 46.2 _El,Ar (Rotamere)
28.4 OC(®3)3
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miz (%) 820 (95,§1+Nal*), 1616 (100, [R1+Na]*)

MS (ES+, RT):

EA Cs7H37FsN306S,
Ber.:
Gef.:

797.84
C: 55.70% H: 4.67% N: 5.27%
C: 55.84% H: 4.82% N: 5.22%

(3S,49)-1-BOC-3,4-Bis-(tolyl-2-sulfonylamino)-pyrrolidin (92)

Oys
o O

+

Die AAV4 mit 402 mg (2.00 mmol) Diamirv3, 635 puL (4.40 mmol) 2-Methyl-benzol-
sulfonylchlorid und 641 pL in 10 ml G&l, (12 h) ergaben 888 mg2 (87%) in Form
farbloser Kristalle. Schmelzpunkt 106°C

'H-NMR (CDCh, 25.0°C, 500.16 MHz):

du(ppm) = 7.97
7.91
7.50
7.39-7.28
5.80
5.56
3.60
3.54-3.46
3.43
3.00
2.64
2.58
1.35

sbr, 1H, SQCCH

sbr, 1H, SQCCH

tbr, 2H,3J = 7.0 Hz, CHCCHCH
m, 4H, CH,CCH, SOGCCHCH
sbr, 1H, NH

sbr, 1H, NH

sbr, 1H, C(2)H

smul 2H, C(3)H

sbr, 1H, C(2)H

sbr, 2H,C(2)H,

s, 3H, GCHs

s, 3H, GCHs

s, 9H, C(CH)3

13C-NMR (CDCl, 24.5°C, 125.77 MHz):

dc(ppm) = 154.0
137.5
137.2
1334
132.9
129.8, 129.6
126.5, 126.4
80.6
56.9, 55.8
49.8, 48.1
28.4
20.41
20.35

C=0
SQCar
CHCar
SQCCHCH
SQCCH
CBCCHCH (Rotamere)
CBCCH (Rotamere)
OGCHs)z
C3 (Rotamere)
C2 (Rotamere)
OC(t3)3
_GH3Car
_GH3Car
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MS (ES+, RT):

m/z (%) 532 (30,]1+Na]™), 1041 (100, [M+Na]")

EA C23H31N30652 509.65
Ber.: C: 54.21% H: 6.13% N: 8.24%
Gef.: C:54.32% H: 6.41% N: 7.83%

(35,49)-1-BOC-3,4-Bis-(2-chlor-benzolsulfonylamino)-pyrrdidin (93)

oS H H%0
c. SN ST cl
o

”, gN‘
N
i
Unter Anwendung der AAV4 mit 418 mg (2.08 mmol) Dia 73, 623 pL (4.57 mmol)
2-Chlor-benzolsulfonylchlorid und 659 pL (4.98 miolriethylamin in 10 ml CHClI;

konnten 1075 mg (94%) des Sulfonami@3 in Form farblose Kristalle erhalten werden.
Schmelzpunkt 115°C

'H-NMR (CDCl, 19.9°C, 500.16 MHz):

Su(ppm) = 8.10 dbr, 1H,%J = 7.6 Hz, SGCCH
8.04 dbr, 1H,3J = 7.6 Hz, SGCCH
7.59-7.49 m, 4H, CICCH CICCHCH
7.48-7.41 m, 2H, SQCCHCH
5.92 sbr, 1H, NH
5.76 sbr, 1H, NH
3.65-3.52 mul, 3H, C(3)H, C(2)H
3.50-3.41 mul, 1H, C(2)H
3.14-3.06 mul, 2H,C(2)H,

1.36 s, 9H, C(CH)s

13C-NMR (CDCl, 23.0°C, 125.77 MHz):

dc(ppm) = 153.9 C=0
136.7 SQChxr
134.4,134.3  CICCHC
131.9 clc*
131.7 CICG*
131.5 SQCCH*
127.5 SQCCHCH*
80.5 QQCHz)s
57.3,56.3 C3 (Rotamere)
49.4,48.1 C2 (Rotamere)
28.4 OC(®13)3

MS (ES+, RT):

miz (%) 572 (56,¥ClLM+Na]"), 574 (46, {°CI*’CIM+Na]*), 578 (11, {'ClLM+Na]"),
1121(63, [4°Cl 2M +Na]*), 1123(100, [ZCI *'Cl 2M +Na]*),
1125(67, [2°Cl 2°’Cl 2M +Na] ")
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EA Co1H25CIoN306S, 550.48
Ber.: C: 45.82% H: 4.58% N: 7.63%
Gef.: C:45.72% H: 4.76% N: 7.41%

(35,49)-1-BOC-3,4-Bis-(4-nitro-benzolsulfonylamino)-pyrrdidin (96)

oS H H%0
S-N S

5 ~, ;N‘ i
N
O,N o)\o NO,
Die Anwendung der AAV4 mit 425 mg (2.10 mmol) Diamv3, 1.024 g (4.62 mmol)

Nosylchlorid und 879 uL (6.30) Triethylamin in 20 @H,Cl, ergaben 833 m§6 (69%) in
Form farbloser Nadeln. Schmelzpunkt 133°C

'H-NMR (MeOH-d,, 24.6°C, 500.16 MHz):

Su(ppm) = 8.40 d, 2H,3J = 8.5 Hz, NQCCH
8.39 d, 2H,3J = 8.5 Hz, NQCCH
8.10 d, 2H,3J = 8.9 Hz, SGCCH
8.06 d, 2H,3J = 8.9 Hz, SGCCH
3.72 smu| 2H,% = 6.9 Hz, C(3)H
3.44 dd, 1H,2) = 11.5 Hz3J = 6.4 Hz, C(2)H
3.37 dd, 1H,2J=11.5 HzJ = 6.4 Hz, C(2)H
2.98 dd, 1H,2J = 11.5 Hz2J = 5.3 Hz, C(2)H
2.91 dd, 1H,2J = 11.3 Hz*J = 5.3 Hz, C(2)H
1.38 s, 9H, C(CH)s
3C-NMR (DMSO-ds, 30.0°C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 152.9 C=0
149.6 NQC
146.4 SGC
128.1, 128.0 SECCH (Rotamere)
124.5 NQCCH
78.8 OGCHs)s
56.7, 55.9 C3 (Rotamere)
48.4, 48.0 C2 (Rotamere)
27.9 OC(®3)s
MS (ES+, RT):
m/z (%) 594 (97,M+Na]™), 1165 (100,2M+Na]"), 1736 (72 BM+Na]")
EA Co1H25N5010S, 571.59
Ber.: C: 44.13% H: 4.41% N: 12.25%
Gef.: C:43.72% H: 4.54% N: 12.19%
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(3S,49)-1-BOC-3,4-Bis-(4-cyano-benzolsulfonylamino)-pyrrbdin (98)

H H,O

@“Q

Unter Verwendung der AAV4 mit 402 mg (2.00 mmol)aBiin 73, 887 mg (4.40 mmol)
4-Cyanobenzolsulfonylchlorid und 641 pL Diisoprogtylylamin in 12 ml ChCl, konnten

759 mg (71%) des Sulfonami@8 in Form farbloser Kristalle erhalten werden. Sclapenkt

139°C

'H-NMR (MeOH-d,, 21.7°C, 399.78 MHz):

du(ppm) = 8.02
7.99
7.95
7.94
3.67
3.40
3.36
2.96
2.92
1.39

d, 2H,3 = 8.5 Hz, SGCCH*

d, 2H,3) = 8.7 Hz, SGCCH*

d, 2H,3)J = 8.2 Hz, NCCCH

d, 2H,3J = 8.5 Hz, NCCCH

smul 2H, C(3)H

dd, 1H,%3 = 11.5 Hz2J = 6.2 Hz, C(2)H
dd, 1H,2J = 11.3 Hz3J = 6.1 Hz, C(2)H
dd, 1H,%3 = 11.8 HzJ = 5.2 Hz, C(2)H
dd, 1H,%J = 11.6 Hz3J = 5.1 Hz, C(2)H
s, 9H, C(CH)s

13C-NMR (DMSO-ds, 35.0°C, 125.77 MHz):

dc(ppm) = 152.9
144.8
133.3
127.2,127.1
117.6
1151
78.8
56.6, 55.8
48.4,47.9
27.9

MS (ES+, RT):

C=0

SQCar

SQCCHCH

SECCH (Rotamere)

G C=N*

GrC=N*
OQCHs)s

C3 (Rotamere)

C2 (Rotamere)
OC(C®3)s

miz (%) 554 (100,N1+Na]*), 1085 (13, [M+Na]*)

EA Ca3H25N506S,

Ber.:
Gef.:

531.61
C:51.97% H:4.74% N: 13.17%
C:51.90% H:4.81% N: 13.15%
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(3S,49)-1-BOC-3,4-Bis-[benzyl-(4-nitro-benzolsulfonyl)-anmo]-pyrrolidin (97)

0
0.l _\

9/0
3 N=-s”
&3O
O)\O NO,
+

O,N

Die Durchfiihrung der AAV5 mit 750 mg (1.31 mmol) [Bmamid 96, 343 pl (2.89 mmol)
Benzylbromid, 544 mg (3.94 mmol) ,&O; und einer katalytischen Menge Kl in 10 ml
CHsCN (4h Reflux) ergab nach FC (Hexan:EtOAc 2:1) 8 (96%) desN-alkylierten
Sulfonamid97 in Form farbloser Kristalle. Schmelzpunkt 158°C

'H-NMR (CDCl, 23.9°C, 500.16 MHz):

dn(ppm) = 8.31
7.96
7.83
7.34-7.19
7.12
4.85
4.45
4.08-3.84
3.45-3.29
3.25-2.99
1.38

sbr, 4H, NG,CCH
sbr, 2H, SQCCH
sbr, 2H, SQCCH
mbr, 6H CHLCCHCH, CH,CCHCHCH
sbr, 4H CHCCH*
sbr, 1H, CHPh
sbr, 3H, CHPh
mbr, 2H, C(3)H
mbr, 1H,C(2)H;,
mbr, 3H, C(2)H
s, 9H, C(CH)3

13C-NMR (CDCl, 27.3°C, 125.77 MHz):

dc(ppm) = 153.4
150.1
145.7
135.2
128.9
128.5
128.6
128.4
124.5
80.7
61.5, 60.0
49.9, 48.0
47.2,46.0
28.3

MS (ES+, RT):

C=0

NO_Ar

SQCar

CHCx
CHCCHCH*
SQCCH*
CHCCHCHH*
CHCCH*
NQCCH
OGCHs)s

C3 (Rotamere)
C2 (Rotamere)
_E,Ph (Rotamere)
OC(®3)3

miz (%) 774 (66,§+Na]*), 1525 (100, 2M+Na]*)
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EA CssH37N5010S2 751.84
Ber.: C: 55.91% H: 4.96% N: 9.31%
Gef.: C: 55.93% H: 5.05% N: 9.25%

(35,45)-1-BOC-3,4-Bis-[benzyl-(tolyl-2-sulfonyl)-amino]-pyrrolidin (95)

leRoRs
o” O

+

Der AAV5 mit 510 mg (1.00 mmol) SulfonamiR, 285 ul (2.40 mmol) Benzylbromid und
415 mg (3.00 mmol) BCO; in 7.5 ml CHCN (7 h, Reflux) folgend wurden nach FC
(Hexan:EtOAc 2:1) 538 mg (7899pb in Form beiger Kristalle erhalten. Schmelzpunki@?2

'H-NMR (CDCl, 24.9°C, 500.16 MHz):

du(ppm) = 7.97 sbr, 1H, SQCCH
7.72 sbr, 1H, SQCCH
7.53-7.03 m, 14H, CHCCH, SQCCHCH, CH,CCH, CH,CCHCH,
CH;CCHCH*
6.91 sbr 2H, CHLCHCHCH*
4.79 sbr, 1H, CHPh
4.61-4.35 mbr, 3H, CHPh
4.14-4.05 mbr, 1H, C(3)H
4.01-3.93 mbr, 1H, C(3)H
3.50-3.38 mbr, 1H, C(2)H
3.28-3.17 mbr, 1H, C(2)H
2.99-2.81 mbr, 2H, C(2)H
2.71 sbr, 3H, G\ CHs
2.59 sbr, 3H, GyCHs
1.34 s, 9H, C(CH)3
3C-NMR (CDClk, 25.1°C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 153.6 C=0
138.3 CHCx

138.2, 138.0 S+ (Rotamere)
137.4,137.0 CECa*(Rotamere)
136.2 SQECCHCH*

133.1 SQCCH*

130.2, 130.1 CBCCHCH (Rotamere)*
128.8, 128.7 CBCCH (Rotamere)*

128.4 CHCCHCHH
128.0 CHCCHCH
126.4 CHCCH
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80.1
59.3, 58.3
49.0, 48.1
47.8, 46.8
28.4
21.0

MS (ES+, RT):
712 (100,N1+Na")

miz (%)

EA

Ca7HaN306S,

Ber.:
Gef.:

OGCHs)z
C3 (Rotamere)
C2 (Rotamere)
_El,Ph (Rotamere)
OC(®3)s
_GH3Car

689.90
C:64.42% H: 6.28% N: 6.09%
C: 64.31% H: 6.30% N: 6.02%

(35,49)-1-BOC-3,4-Bis-[benzyl-(2-chloro-benzolsulfonyl)-mino]-pyrrolidin (94)

@FS
%

Die Verwendung der AAV5 mit 550 mg (1.00 mmol) Swémid 93, 285 ul (2.40 mmol)
Benzylbromid und 415 mg (3.00 mmoly®0Os in 7.5 ml CHCN (7 h, Reflux) ergab nach FC
(Hexan:EtOAc 2:1) 477 mg (6594 in Form beiger Kristalle. Schmelzpunkt 86°C

'H-NMR (CDCl, 25.0°C, 500.16 MHz):
du(ppm) = 7.81

7.65

7.54-7.29
7.25-6.97
4.94

4.70-4.51
4.48-4.37
4.26-4.17
3.71-3.59
3.46-3.35
3.28-3.17
3.13-3.03
1.40

sbr, 1H, SQCCH

sbr, 1H, SQCCH

m, 4H, CICCH SO,CCHCH*
m, 12H, CICCHCH Hg,,
sbr, 1H, CHPh

mbr, 3H, CHPh

mbr, 1H, C(3)H

mbr, 1H,C(3)H

mbr, 1H, C(2)H

mbr, 1H, C(2)H

mbr, 1H, C(2)H

mbr, 1H, C(2)H

S, 9H, C(CH)s

13C-NMR (CDCl, 25.2°C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 153.7

138.3

136.3, 135.6

C=0
CHCA*
S&a*(Rotamere)
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133.5 CICCHGH*
132.1 CHCCHCH*
131.9 CICEH*
131.8, 131.3 Clg (Rotamere)
128.5 SQCCHCH*
128.2 SQECCH*
127.8 CHCCH*
127.0 CHCCHCHCH*
80.3 OGCHs)s
60.0, 58.9 C3 (Rotamere)
49.2,48.4 C2 (Rotamere)
47.7,47.1 _El,Ph (Rotamere)
28.5 OC(3)3

MS (ES+, RT):

miz (%) 752 (100,%FCl°Cl M+Na]*), 754 (87, °CIF’CI M+NaJ"),
756 (27, P'CIP'Cl M+NaJ"), 1481 (24, °CI*°CI*°CI*°Cl 2M+Na] "),
1483 (41, P’CiCrPclPcl 2M+Nal*), 1485 (28, FCi*°ClPr’clRr’Cl 2M+Nal*)

EA CasH37CIoN306S, 730.74
Ber.: C: 57.53% H: 5.10% N: 5.75%
Gef.: C: 57.44% H: 5.12% N: 5.86%

(3S,49)-3,4-Bis-[benzyl-(tolyl-2-sulfonyl)-amino]-pyrrolidin Hydrochlorid (85)

> e
leX*¥s!
H

H-ClI
Die Anwendung der AAV7 mit 146 mg (0.20 mmol) de®@®-geschitzten Pyrrolidirg5 in
5 ml 2M HCI in EtO ergab 101 mg (81%) des Hydrochlorgtsin Form blal3gelber Kristalle.
Schmelzpunkt 191°C

'H-NMR (CDCl, 22.8°C, 500.16 MHz):

Sn(ppm) = 9.66 sbr, 2H, "NH,
7.83 sbr, 2H, SQCCH
7.46 sbr, 2H, SQCCHCH*
7.38-6.91 m, 14H, C(CH)CH, C(CH)CHCH, HBn
4.69 sbr, 2H, C(3)H
4.42 dbr, 2H,%) = 14.7 Hz, CHPh
4.14 dbr, 2H,2J = 14.4 Hz, CHPh
3.22 sbr, 2H, C(2)4
2.96 sbr, 2H, C(2)4
2.63 sbr, 6H, G\ CHs

- 158 -



Experimenteller Teil

13C-NMR (CDC}, 25.6°C, 125.77 MHz):

dc(ppm) = 137.8 SELA*
137.5 CHCA*
136.0 CHCar
133.5 SQCCHCH *
133.2 SQCCH *
130.2 CHCCHCH
129.2 CHCCHCH
128.5 CHCCH
128.4 CHCCHCHH
126.8 CHCCH
58.8 C3
49.6 C2
46.2 _H,Ph
21.1 H3Car
MS (ES+, RT):
m/z (%) 590 (100,M1+H]")
EA C3oH3sN304S, * HCI * 0.5 H,O  635.24
Ber.: C: 60.50% H: 5.87% N: 6.61%
Gef.: C: 60.44% H: 5.85% N: 6.61%

(3S,49)-3,4-Bis-[benzyl-(2-chloro-benzolsulfonyl)-aminojpyrrolidin Hydrochlorid (84)

ol ; ; Qo
N‘Si/ cl

~
N

c. s°N

H-CI
Unter Anwendung der AAV7 mit 138 mg (0.20 mmol) d&SC-geschutzten Pyrrolidirg4
in 5 ml 2M HCI in E;O konnten 104 mg (78%) des Hydrochlorgé in Form blal3gelber
Kristalle erhalten werden. Schmelzpunkt 172°C (€&nsng)

'H-NMR (CDCh, 22.7°C, 500.16 MHz):

Su(ppm) = 9.87 sbr, 2H, "NH,
7.73 d, 2H,3) = 7.8 Hz, SGCCH
7.43 dd, 2H,%3=7.3 Hz,*J= 0.9 Hz, CICCH
7.38 td, 2H,3J = 7.6 Hz,*J = 1.1 Hz, SGCCHCH*
7.13 t, 2H,3) = 7.3 Hz, CICCHCH
7.10-7.04 mbr, 10H, CHCCH, CH,CCHCH, CH,CCHCHCH
4.97 smul 2H, C(3)H
4.59 d, 2H,%) = 15.8 Hz, CHPh
4.37 d, 2H,2J = 15.8 Hz, CHPh
3.49 sbr, 2H, C(2)H
3.12 sbr, 2H, C(2)H
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13C-NMR (CDCl, 24.7°C, 125.77 MHz):

dc(ppm) = 137.9 S
135.3 CHCar
133.8 SQECCHCH*
132.2 CICEH*
131.9 CICCHGH*
131.6 ClG
128.8 CHCCHCH
128.5 CHCCH
128.1 CHCCHCHMH
127.2 SQCCH*
58.4 C3
49.1 C2
45.6 _H.Ph

MS (ES+, RT):

m/z (%) 630 (100,°PCI*°Cl M+H]"), 632 (90, °CIF'CI M+H]"),
634 (25, f'ClP'Cl M+H] ")

EA C30H29CIoN30sS, * HCI * H,0 685.08
Ber.: C:52.60% H:4.71% N: 6.13%
Gef.: C: 52.45% H: 4.73% N: 6.16%

(3S,49)-1-BOC-3,4-Bis-[benzyl-(4-cyano-benzolsulfonyl)-amo]-pyrrolidin (99)

oY a
A

NC o CN

+

Unter Verwendung der AAV5 mit 2.53 g (4.75 mmol)lfSoamid 76, 1.35 ml (11.40 mmol)
Benzylbromid, 1.97 g BCOs und einer katalytischen Menge Kl in 35 ml §HN (4h, Reflux)
wurden nach FC (Hexan:EtOAc 2:1) 2.26 g (67%) \@hin Form farbloser Kristalle
erhalten. Schmelzpunkt 208°C

'H-NMR (CDCl, 21.3°C, 500.16 MHz):

du(ppm) = 7.92 sbr, 2H, SQCCH*
7.85-7.69 sbr, 6H, SQCCH, SGCCHCH
7.34-7.18 mbr, 6H, Hs,,
7.17-7.02 mbr, 4H, Hs,
4.83 sbr, 1H, CHPh
4.41 sbr, 3H, CHPh
4.05-3.92 mbr, 1H, C(3)H
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3.89-3.77 mbr, 1H, C(3)H
3.35 sbr, 1H, C(2)H
3.16-2.96 mbr, 3H, C(2)H
1.39 s, 9H, C(CH)3
13C-NMR (CDCl, 23.7°C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 153.5 C=0
144.2 SQCar
135.3 CHCar
133.1 SQECCHCH
129.0 CHCCHCH*
128.5 CH,CCH*
128.4 CHCCHCH™
128.2,127.9 SECCH (Rotamere)
117.3 CN*
116.8 _G/CN*
80.8 OQCHg)3
61.5, 59.9 C3 (Rotamere)
50.0, 49.1 C2 (Rotamere)
47.2,46.0 _El,Ph (Rotamere)
28.4 OC(®3)3
MS (ES+, RT):
m/z (%) 734 (67,)+Na]"), 1445 (100, [M+Na]")
EA Cs7H37Ns06S; 711.87
Ber.: C: 62.43% H: 5.24% N: 9.84%
Gef.: C:62.11% H: 5.37% N: 9.88%

(3S,49)-3,4-Bis-[benzyl-(4-cyano-benzolsulfonyl)-amino]-yrrolidin Hydrochlorid (101)

N
NC CN

H-CI
Die Verwendung der AAV7 mit 78 mg (0.11 mmol) de®@®-geschiitzten Pyrrolidirg9 in
3 ml 2M HCI in EtO ergab 51 mg (71%) des Hydrochlorid¥l in Form farbloser Kristalle.
Schmelzpunkt 214°C

'H-NMR (DMSO-ds, 30.0°C, 500.16 MHz):

Su(ppm) = 8.02 dt, 4H,%) = 8.7 Hz,"J = 1.8 Hz, SGCCH*
7.80 dt, 4H,%J = 8.5 Hz,*J = 1.8 Hz, SGCCHCH
7.36-7.23 mbr, 10H, CHCCH, CH,CCHCH, CH,CCHCHCH
4.47 d, 2H,%) = 16.3 Hz, CHPh
4.32 smul 2H, C(3)H
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4.25 d, 2H,%J = 16.3 Hz, CHPh
2.58 dd, 2H,2J = 10.7 Hz3J = 7.2 Hz, C(2)H
2.27 dd, 2H,2) = 11.1 HzJ = 5.1 Hz, C(2)H
3C-NMR (DMSO-ds, 30.0°C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 143.5 SelAr
137.3 CHChar
133.4 SGCCHCH*
128.3 CHCCHCH*
128.0 CH,CCH*
127.7 SQCCH*
127.4 CHCCHCHCH*
117.6 _G/CN*
115.3 CN*
61.9 C3
48.2 c2
40 H,Ph vom DMSO-Signal Uberlagert
MS (ES+, RT):
m/z (%) 612 (100,M1+H]")
HRMS (ES+):
m/z berechnet flr £SH3oNs04S,  : 612.173923
gefunden 1 612.174667

(3549)-3,4-Bis-[benzyl-(4-nitro-benzolsulfonyl)-amino]-gyrrolidin Hydrochlorid (100)

35
foioga)

H-CI
Unter Verwendung von 150 mg (0.20 mmol) des BOO:—IgeEzten Pyrrolidin®6in 5 ml 2M

HCI in ELO konnten 109 mg (79%) des Hydrochlorid¥) in Form beiger Kristalle erhalten
werden. Schmelzpunkt 198°C (Zersetzung)

'H-NMR (DMSO-dg) 30.0°C, 500.16 MHz):
Su(ppm) = 9.79-9.59 m, 1H, "NH,

8.30 d, 4H,%) = 8.9 Hz, NQCCH

7.94 d, 4H,%J=8.7 Hz, SGCCH

7.31-7.24 mbr, 6H, CHCCHCHCH CH,CCHCH
7.23-7.18 mbr, 4H, CHCCH*

5.00 smu| 2H, C(3)H

4.61 d, 2H,2J = 16.3 Hz, CHPh

4.27 d, 2H,%J = 16.3 Hz, CHPh

3.29 dd, 2H,%3 = 11.0 Hz2J = 7.6 Hz, C(2)H
2.98 dd, 2H,%J = 10.9 Hz3J = 8.4 Hz, C(2)H
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13C-NMR (DMSO-ds, 30.0°C, 125.77 MHz):

dc(ppm) = 149.8 NGQCar
145.1 SQCar
135.9 CHCar
128.6 SQCCH*
128.4 CHCCHCH*
128.3 CHCCH*
127.6 CHCCHCHH
124.5 NQCCH*
57.5 C3
48.2 C2
43.3 _H,Ph
MS (ES+, RT):
m/z (%) 652 (100,M1+H]")
EA C30H20N508S; * HCI * H,0 706.19
Ber.: C: 51.02% H: 4.57%
Gef.: C:51.07% H: 4.48%

N: 9.92%
N: 9.55%

(3549-1-BOC-3,4-Bis-[benzyl-(4-carbamoyl-benzolsulfonytamino]-pyrrolidin (103)

A

£

bt

H2N

L9

Unter Verwendung der AAV6 mit 250 mg Nltr|99, 1.6 ml 30% HO, und 233 mg
(2.69 mmol) KCOz in 3.2 ml DMSO wurden 241 mg (92%) des Amidi3in Form farbloser

Kristalle erhalten. Schmelzpunkt 124°C

'H-NMR (MeOH-d,, 23.7°C, 500.16 MHz):

du(ppm) = 8.08-7.95

mbr, 4H, SQCCH

7.87-7.73 mbr, 4H, SQCCHCH
7.34-7.13 mbr, 10H, Hs,

4.64 sbr, 1H, CHPh
4.59-4.49 mbr, 3H, CHAr
3.94-3.86 mbr, 1H, C(3)H
3.82-3.74 mbr, 1H,C(3)H
3.18-3.06 mbr, 1H, C(2)H
3.03-2.81 mbr, 3H, C(2)B
1.33 s, 9H, C(CH)3
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13C-NMR (MeOH-d,, 25.9°C, 125.77 MHz):

dc(ppm) = 170.3 _ONH;
155.0 _®OBuU
144.0 SQCar
139.2 _GCONH,
137.9 CHCa
129.8 SQCCHCH*, CH,CCHCH*
129.4 CHCCH*
129.0 CHCCHCHH*
128.5 SQCCH*
81.6 OGCHs)s
62.1, 61.0 C3 (Rotamere)
50.1, 49.9 C2 (Rotamere)
47.9,47.1 _El,Ph (Rotamere)
28.5 OC(®H3)3
MS (ES+, RT):
m/z (%) 770 (100,M+Na]*), 1517 (40, [M+Na]")
EA Cs37H41Ns0S; * 0.5 H,O 756.89
Ber.: C:58.71% H: 5.59%
Gef.: C: 58.43% H: 5.70%

N: 9.25%
N: 9.08%

(3S,49)-3,4-Bis-[benzolsulfonyl-(4-brom-benzyl)-amino]-pyrolidin Hydrochlorid (86)

9

-N

Fﬁ%;m

Unter Anwendung der AAV7 konnten mit 164 mg (0.26hah) des BOC-geschuitzten
Pyrrolidins 81 in 2 M HCI in EtO 109 mg (72%) des Hydrochlorid6 in Form beiger

Kristalle erhalten werden. Schmelzpunkt 214°C (2&nsng)

'H-NMR (DMSO-ds, 30.0°C, 500.16 MHz):

Su(ppm) = 9.61 sbr, 2H, "NH,
7.76 dd, 4H,33=7.8 Hz*J= 1.2 Hz, SGCCH
7.72 tt, 2H,3) = 7.8 Hz,*J= 1.2, SGQCCHCHCH
7.59 t, 4H,%3 = 7.9 Hz, SGCCHCH
7.45 d, 4H,3) = 8.5 Hz, BrCCHCH
7.26 d, 4H,3J = 8.5 Hz, BrCCH
4.78 smu| 2H, C(3)H
4.40 d, 2H,2J = 16.7 Hz, CHAr
4.23 d, 2H,%J = 16.7 Hz, CHAr
3.06 dd, 2H,%3 = 11.7 Hz21= 7.9 Hz, C(2)H
2.75 dd, 2H,2) = 11.7 Hz3J = 7.8 Hz, C(2)H
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13C-NMR (DMSO-ds, 30.0°C, 125.77 MHz):

dc(ppm) = 138.5 S
136.3 CHCar
133.4 SQ@CCHCHCH*
130.9 BrC®H*
130.1 BrCCHGEH*
129.4 SQECCHCH*
127.2 SQECCH
120.5 BrC
57.7 C3
47.2 C2
42.9 _HLAr

MS (ES+, RT):

miz (%) 718 (48, Br'°BrM+H]™), 720 (100, {°Br*'BrM+H] "),
722 (58, *Br¥'BrM+H]"), 1436 (14, °Br"*Br *Br¥'BraM+H"],
1438 (14, *Br*Br*'Br*'BramM+H"], 1440 (11, {*Br*'Br*'Br*'BraM+H"]

EA C30H298I'2N304SQ * HCI 755.98
Ber.: C:. 47.66% H: 4.00% N: 5.56%
Gef.: C.47.72% H: 4.25% N: 5.68%

(35,49)-3,4-Bis-[benzolsulfonyl-(4-iod-benzyl)-amino]-pyrolidin Hydrochlorid (87)

| |
O8O ..

H
Nach Verwendung der AAV7 mit 183 mg (0.20 mmol) 8€3C-geschitzten Pyrrolidi®2 in

5 ml 2M HCI in EtO konnten 138 mg (81%) des Hydrochlor®sin Form beiger Kristalle
erhalten werden. Schmelzpunkt 211°C (Zersetzung)

'H-NMR (MeOH-d,, 22.3°C, 500.16 MHz):

Su(ppm) = 7.87 dd, 4H,°)=7.1,J=1.1, SGCCH
7.74 t, 2H,%3 = 7.4 Hz, SGCCHCHCH
7.63 t, 4H,%3= 7.7 Hz, SGCCHCH
7.62 d, 4H,3) = 8.3 Hz, ICCHCH
6.89 d, 4H,3J= 8.3 Hz, ICCH
4.68 smul 2H, C(3)H
4.34 d, 2H,%J = 16.0 Hz, CHAr
3.92 d, 2H,%) = 16.3 Hz, CHAr
3.46-3.38 m, 2H, C(2)H
3.34-3.24 m, 2H, C(2)H vom Methanol-Signal Gberlagert
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13C-NMR (MeOH-d,, 25.6°C, 125.77 MHz):

dc(ppm) = 140.5 S
139.2 ICGH
136.9 CHCar
135.0 SQCCHCHH
131.4 SQCCHCH
130.9 SO2CH
128.8 ICCH®
94.6 IC
62.2 C3
51.1 Cc2
47.5 _HLAr
MS (ES+, RT):
m/z (%) 814 (100,\1+H]")
EA C30H29|2N304Sz * HCI 849.98
Ber.: C:42.39% H: 3.56% N: 4.94%
Gef.: C:42.38% H: 3.74% N: 5.13%

(3S,49)-3,4-Bis-[benzolsulfonyl-(4-trifluormethyl-benzyl)}-amino]-pyrrolidin Hydro-
chlorid (88)

Unter Verwendung der AAV7 mit 177 mg (0.22 mmolsd@OC-geschutzten Pyrrolidirgs
in 5ml 2M HCI in EO wurden 115 mg (71%) des Hydrochlori@8 in Form farbloser
Kristalle erhalten. Schmelzpunkt 184°C (Zersetzung)

'H-NMR (DMSO-ds, 30.0°C, 500.16 MHz):

Su(ppm) = 9.90 sbr, 2H, "NH,
8.84-7.39 mbr, 18H, SQPh CH,CCH, CRCCH
4.85 sbr, 2H, C(3)H
4.56 sbr, 4H, CHPh
3.04 sbr, 2H, C(2)H
2.72 sbr, 2H, C(2)H
3C-NMR (DMSO-ds, 30.0°C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 141.9 SeCar
138.1 CHCar
133.5 SGCCHCHMH
129.4 CH,CCH*
128.4 SGCCHCOH*
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127.6 0, 2Jer = 33.6 Hz, BCCh,
127.2 SQECCH
124.7 CRBCCH
124.1 q, Ncr=271.6 Hz, EC
57.8 C3
47.2 C2
42.3 HLAr
MS (ES+, RT):
m/z (%) 698 (100,N1+H] ")
HRMS (ES+):
m/z berechnet fur £H30FsN304S, : 698.158195
gefunden : 698.162265
EA CaoH29FsN304S; * HCI 734.18
Ber.: C:52.35% H:4.12% N: 5.72%
Gef.: C:53.68% H:4.45% N: 6.01%

(35,49)-3,4-Bis-[benzyl-(4-amino-benzolsulfonyl)-amino]-prrolidin Trihydrochlorid (89)

O:5-N, N-5-C
H
H,N

3H-Cl NH,
608 mg (0.81 mmol) des Nitrosulfonami@g wurden in 30 ml EtOAc geldst und mit 1.82 g
SnCh-2 HO versetzt. Die Suspension wurde 2 h zum Rickiukgzt. Nach Abkihlen auf
RT wurden 10 ml ges. NaHGE.sg. zugegeben, die aq. Phase abgetrennt und tQAE
(3%x10 ml) extrahiert. Die vereinigten org. Phasemden mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen, Uber
NaSQ, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel am &@ipor entfernt. Der Ruckstand
wurde in 5 ml trockenem ED geldst und mit 5 ml 2M HCI in D versetzt. Nach 12 h wurde
vom Rickstand abdekantiert, dieser mit trockenep® Efewaschen (3x5 ml) und im HV
getrocknet. Es wurden 445 mg (79%) des Trihydraado89 in Form gelber Kristalle
erhalten. Schmelzpunkt 176°C

'H-NMR (MeOH-d,, 24.0°C, 500.16 MHz):

Su(ppm) = 7.43 d, 4H,3) = 8.3 Hz, SGCCH*
7.37-7.25 m, 6H, CbCCHCH, CH,CCHCHCH
7.07 d, 4H,3) = 6.6 Hz, CHCCH
6.71 d, 4H,3) = 8.5 Hz, SQCCHCCH
4.59 sbr, 2H, C(3)H
4.12 d, 2H,2J = 15.4 Hz, CHPh
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3.85 d, 2H,%J = 15.6 Hz, CHPh
3.48-3.36 m, 4H, C(2)H
3C-NMR (MeOH-d4, 26.7°C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 154.9 Selar
134.5 CHCh
131.0 SGCCHCH
129.9 CHCCHCH
129.6 CHCCH
129.2 CHCCHCHCH
125.1 *NH3Car
114.7 SGCCH
62.3 C3
51.9 c2
48.2 _GH,Ph
MS (ES+, RT):
m/z (%) 592 (100,N1+H]*)
HRMS (ES+):
m/z berechnet flr £gH34Ns04S, : 592.205224
gefunden : 592.206319
EA CaoH2oN50,S, * 3HCI* 4 H,O  728.18
Ber.: C: 46.85% H: 5.24% N: 9.11% Cl: 13.83%
Gef.: C: 46.68% H: 5.62% N: 8.74% Cl: 11.16%

(3S,49)-3,4-Bis-[benzyl-(4-carbamoyl-benzolsulfonyl)-amin]-pyrrolidin Hydrochlorid (90)

gt
2%e,

Unter Anwendung der AAV7 mit 135 mg (0.18 mmol) dC-geschitzten Pyrrolidirtd3
in 5ml 2M HCI in EtO konnten 100 mg (81%) des Hydrochlori@@ in Form farbloser
Kristalle erhalten werden. Schmelzpunkt 176°C (2&nsng)

'H-NMR (DMSO-dg) 30.0°C, 500.16 MHz):

du(ppm) = 8.21 sbr, 1H, CONH
8.02 d, 4H,3) = 8.5 Hz, SGCCH*
7.75 d, 4H,3) = 8.5 Hz, SGCCHCH"
7.62 sbr, 1H, CONH
7.35-7.24 mbr, 10H, CHCCH, CH,CCHCH, CH,CCHCHCH
4.47 d, 2H,2J = 16.3 Hz, CHPh
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4.33 sbr, 2H, C(3)H
4.17 d, 2H,2) = 16.3 Hz, CHPh
2.59-2.51 m, 2H, C(2)H vom DMSO-Signal Uberlagert
2.25 dd, 2H,%J = 10.6 Hz3J = 4.7 Hz, C(2)H
3C-NMR (DMSO-ds, 30.0°C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 166.3 @ CONH;
141.5 SGChr
137.9 _G/CONH,
137.5 CHCar
128.3 CHCCHQOH*
128.1 SGCCHCH*
127.8 CHCCHCHH*
127.2 CHCCH
126.9 SQCCH (Rotamere)
61.7 C3
48.2 c2
47.6 _HLAr
MS (ES+, RT):
m/z (%) 648 (100,§1+H]"), 1295 (10, [M+H]")
EA CaoH3aN506S, * HCI * 0.5 H,O  692.23
Ber.: C: 55.52% H: 4.95% N: 10.12%
Gef.: C:55.42% H: 5.24% N: 9.91%

(3S5,49)-1-BOC-3,4-Bis-(allyl-benzolsulfonyl-amino)-pyrroidin (104)

R
@Fﬁ@
+

Unter Verwendung der AAV5 mit 241 mg (0.5 mmol) d&ulfonamids 76, 104 pL
(2.2 mmol) Allylbromid und 208 mg #CO; in 4 ml CHCN (2 h 0°C, 64 h RT) konnten nach
FC (Hexan:EtOAc 2:1) 201 mg (72%) ddsalkylierten Sulfonamid4.04 in Form farbloser

Kristalle erhalten werden. Schmelzpunkt 114°C

'H-NMR (DMSO-ds, 30.0°C, 500.16 MHz):

Su(ppm) = 7.88 dbr, 4H,3J = 7.3 Hz, SGCCH
7.70 dt, 2H,33=7.4 Hz*J= 1.4 Hz, SGCCHCHCH
7.62 t, 4H,%3 = 7.6 Hz, SGCCHCH
5.76-5.55 mbr, 2H, NCH,CH=CH,
5.20 tbr, 2H,3J = 16.0 Hz, NCHCH=CHHis
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5.07
4.69-4.55
3.91-3.73
3.14
2.93-2.80
131

7.67
7.60
5.80-5.62
5.23
5.07
4.75-4.63
3.96-3.76
3.37
3.12-3.02
1.40

thr, 2H,%J = 9.6 Hz, NCHCH=CHHans
mul, 2H, C(3)H

mbr, 4H, NCHCH=CH,

t, 2H,2J = 9.0 Hz, C(2)H,

smul 2H, C(2)H

s, 9H, C(CH)s

'H-NMR (MeOH-d,, 22.9°C, 500.16 MHz):
du(ppm) = 7.90

smul 2H, SQCCH

t, 2H,%3 = 7.1 Hz, SGCCHCHCH

t, 4H,3) = 7.4 Hz, SGCCHCH

mbr, 2H, NCH,CH=CH,

tbr, 2H,3J = 16.5 Hz, NCHCH=CHHis
tbr, 2H,33 = 11.3 Hz, NCHCH=CHHians
smul 2H, C(3)H

mbr, 4H, NCH,CH=CH,

dd, 2H,%3 = 11.3 Hz*J = 8.3 Hz,C(2)H,
smul 2H, C(2)H

s, 9H, C(CH)3

'H-NMR (CDCl, 22.3°C, 500.16 MHz):
du(ppm) = 7.92

sbr, 2H, SQCCH

7.82 sbr, 2H, SQCCH
7.65-7.46 mbr, 6H, SQCCHCH, SQCCHCHCH
5.82 sbr, 1H, NCHCH=CH,
5.56 sbr, 1H, NCHCH=CH,
5.37-5.03 mbr, 4H,NCH,CH=CH,
4.74 sbr, 1H, C(3)Hs
4.58 sbr, 1H, C(3)H
3.95 sbr, 2H, NCHCH=CH,
3.71 sbr, 2H, NCHCH=CH,
3.54 sbr, 1H, C(2)H
3.40 sbr, 1H, C(2)H
3.16 sbr, 1H, C(2)H
3.02 sbr, 1H, C(2)H
1.41 s, 9H, C(CH)3
13C-NMR (CDCl, 26.6°C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 154.0 C=0
140.1 SQCar
134.9,134.4 C=8, (Rotamere)
133.2 SQECCHCH*
129.4 SQCCHCHCH*
127.7,127.4 SECCH* (Rotamere)
118.8 _H=CH,
80.4 OGCHza)s
57.8,57.1 C3 (Rotamere)
47.7,47.3 _E,C=CH,* (Rotamere)
46.4, 44.7 C2* (Rotamere)
28.5 OC(®3)3
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miz (%) 584 (100,N1+Na]*), 1145 (36, [M+Na]*)

MS (ES+, RT):

EA Co7H35N306S,
Ber.:
Gef.:

561.72
C:57.37% H: 6.28% N: 7.48%
C:57.39% H: 6.12% N: 7.43%

(3S,49)-1-BOC-3,4-Bis-[benolsulfonyl-(2-methyl-allyl)-amno]-pyrrolidin (105)

DRc
@“@
4‘7

Die Ausfilhrung der AAV5 mit 241 mg (0.5 mmol) desliSnamids76, 121 uL (1.2 mmol)
2-Methylallylbromid und 208 mg ¥COs in 4 ml CHCN (2 h 0°C, 64 h RT) ergab nach FC
(Hexan:EtOAc 2:1) 215 mg (73%) deéséalkylierten SulfonamidslO5 in Form farbloser
Kristalle. Schmelzpunkt 110°C

'H-NMR (CDCl, 23.3°C, 500.16 MHz):

du(ppm) = 7.91
7.81
7.66-7.46
5.01-4.71
4.61-4.50
3.91-341
3.25-3.04
1.67
1.61
1.40

sbr, 2H, SQCCH

sbr, 2H, SQCCH

mbr, 6H, SQCCHCH SQCCHCHCH
mbr, 5H, CHC=CH,, C(3)H

mbr, 1H, C(3)H

mbr, 6H, NCHCCH;=CH,, C(2)H
mbr, 2H,C(2)H;,

sbr, 3H, CHC=CH,

sbr, 3H, CHC=CH,

S, 9H, C(CH)3

13C-NMR (CDCl, 24.7°C, 125.77 MHz):

dc(ppm) = 153.6
141.2
139.9
133.1
129.4
127.7,127.4
115.0, 114.9
80.3
61.2, 60.1
52.2,51.5
47.8, 46.6
28.5
20.1

C=0

SQCA*

CHC=CHy,*
SQCCHCH*
SQGCCHCHH*

SECCH* (Rotamere)

CBC=CH; (Rotamere)
QGCHg)s

C3 (Rotamere)

C2 (Rotamere)
_E1,C=C (Rotamere)
OC(C®13)3
(HC=C
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MS (ES+, RT):
m/z (%) 490 (100,§I-BOC+H]"), 590 (47, M+H]"), 612 (57, M+Na]"),
628 (37, M+K]*)

EA C29H39N30682 589.78
Ber.: C: 59.06% H: 6.67% N: 7.12%
Gef.: C:59.01% H: 6.64% N: 7.19%

(35,49)-1-BOC-3,4-Bis-[benzolsulfonyl-(3-methyl-but-2-enlj-amino]-pyrrolidin (106)

S L.
Sy o
4‘,

Unter Verwendung der AAV5 mit 241 mg (0.5 mmol) d&ulfonamids 76, 139 pL
(2.2 mmol) 3,3-Dimethylallyloromid und 208 mg®Os in 4 ml CHCN (2 h 0°C, 64 h RT)
konnten nach FC (Hexan:EtOAc 2:1) 209 mg (68%) Megkylierten Sulfonamid<06 in
Form farbloser Kristalle erhalten werden. Schmetighd12°C

'H-NMR (CDCl, 22.9°C, 500.16 MHz):
du(ppm) = 7.98-7.87 mbr, 2H, SQCCH

7.82-7.73 mbr, 2H, SQCCH
7.63-7.45 mbr, 6H, SQCCHCH, SQ,CCHCHCH
5.15 sbr, 1H, HC=C(CH)>
4.83 sbr, 1H, HC=C(CH),
4.77-4.65 mbr, 1H, NCHCCH=C(CH);
4.63-4.53 mbr, 1H, NCHLCCH=C(CH).
4.09-3.83 mbr, 2H, NCHCCH=C(CH),
3.75-3.51 mbr, 3H,C(3)H, C(2)4
3.47-3.38 mbr, 1H, C(2)H
3.29-3.20 mbr, 1H, C(2)4
3.13-3.01 mbr, 1H, C(2)H
1.74-1.51 m, 12H, CH=C(CH),
1.43 s, 9H, C(CH)s

13C-NMR (CDCl, 25.7°C, 125.77 MHz):

dc(ppm) = 154.1 C=0
140.7 SGChr
136.0 C:_QCHQ,)Z
132.8 SGCCHCH*
129.2 SGCCHCHOH*

127.7,127.3 SECCH* (Rotamere)
121.3, 120.6 HEC(CHs), (Rotamere)
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80.4 OCCHg)s
57.9,57.3 C3 (Rotamere)
46.1, 44.8 C2 (Rotamere)
42.9,42.4 NE,C=C (Rotamere)
28.5 OC(t3)3
25.8 C-HC=C(El3); trans
17.9 C-HC=C(El3)scis
MS (ES+, RT):
m/z (%) 618 (33,M1+H]"), 640 (100, M+Na]™), 656 (30, M+K]")
EA C31H43N306S, 617.83
Ber.: C: 60.27% H: 7.02% N: 6.80%
Gef. C: 60.35% H: 7.02% N: 6.82%

(3S,49)-3,4-Bis-(allyl-benzolsulfonyl-amino)-pyrrolidin Hydrochlorid (107)

R
SO -

Die Ausfuhrung der AAV7 mit 103 mg (0.19 mmol) @& C-geschitzten Pyrrolidir4in
4 ml 2M HCI in EtO ergab 72 mg (76%) des Hydrochloriti®7 in Form beiger Kristalle.
Schmelzpunkt 178°C

'H-NMR (CDCl, 23.9°C, 500.16 MHz):

Sn(ppm) = 9.80 sbr, 2H, "NH,
7.88 sbr, 4H, SQCCH
7.60 sbr, 2H, SQCCHCHCH
7.53 sbr, 4H, SQCCHCH
5.68 sbr, 2H, NCHCH=CH,
5.34 sbr, 2H, NCHCH=CH,
5.12 sbr, 2H, NCHCH=CH,
4.83 sbr, 2H, C(3)H
3.85 sbr, 4H, NCHCH=CH,
3.61-3.09 mbr, 4H, C(2)k
3C-NMR (CDCl, 25.0°C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 139.3 S
134.1 CHCH=CH,
133.5 SQCCHCHGH
129.7 SQCCHCH
127.7 SQCCH
119.9 CHCH=CH,
57.3 C3
48.1 Cc2
44.5 NCH,CH=CH,
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MS (ES+, RT):

m/z (%) 462 (100,|\{’I+H]+), 923 (15, [JM+H]+)

EA CooHo7N304S, * HCI * H,0 516.08
Ber.: C:51.20% H: 5.86% N: 8.14%
Gef.: C: 50.86% H: 5.53% N: 7.90%

(3S,49)-3,4-Bis-[benzolsulfonyl-(2-methyl-allyl)-amino]-gyrrolidin Hydrochlorid (108)

5
OO
H
H-CI
Die Anwendung der AAV7 mit 124 mg (0.21 mmol) de®®-geschitzten Sulfonamid95

in 4 ml 2M HCI in EO ergaben 78 mg (71%) des Hydrochlori38 in Form farbloser
Kristalle. Schmelzpunkt: 107°C

'H-NMR (CDCl, 23.4°C, 500.16 MHz):

Su(ppm) = 9.87 sbr, 2H, "NH,
7.88 sbr, 4H, SQCCHCH
7.61 sbr, 2H, SQCCHCHCH
7.54 sbr, 4H, SQCCH
4.97 sbr, 2H, CHC=CH,
4.85 sbr, 2H, CHC=CH;
4.78 sbr, 2H, C(3)H
3.83 d, 2H,2J = 15.6 Hz, NCHCCH;=CH,
3.73 d, 2H,%) = 15.1 Hz, NCHCCH;=CH,
3.65-3.44 m, 2H, C(2)H
3.36-3.13 sbr, 2H, C(2)H
1.57 sbr, 6H, CHC=CH;
13C-NMR (CDCl, 27.3°C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 140.4 Selar
139.2 CHCCH;=CH;,
133.6 SGCCHCHH
129.7 SGCCHCH
127.8 SGCCH
115.7 CHCCH;=CH;
59.4 C3
52.1 c2
46.1 N_Q‘|20CH3:CH2
20.2 NCHCCH3=CH,
MS (ES+, RT):

miz (%) 490 (100,§1+H]")

- 174 -



Experimenteller Teil

EA CosH31Nz04S, * HCI * 1.5 H, O 553.14
Ber.: C: 52.11% H: 6.38% N: 7.60%
Gef.: C:51.81% H: 6.00% N: 7.56%

(3S,49)-3,4-Bis-[benzolsulfonyl-(3-methyl-but-2-enyl)-ammo]-pyrrolidin Hydrochlorid (109)

omo
SO ..

Unter Anwendung der AAV7 mit 91 mg (0.15 mmol) d&SC-geschutzten Pyrrolidins06
in 4 ml 2M HCI in EtO wurden 65 mg (78%) des Hydrochlorid®9 in Form farbloser
Kristalle erhalten. Schmelzpunkt 191°C

'H-NMR (MeOH-d,, 24.7°C, 500.16 MHz):

Su(ppm) = 7.89 dd, 4H,J = 8.0 Hz,*J = 1.4 Hz, SGCCH
7.68 t, 2H,%J = 7.4 Hz, SGCCHCHCH
7.60 t, 4H,%3 = 7.7 Hz, SGCCHCH
4.92 smul 2H,%) = 6.9 Hz, KC=C(CH),
4.79 smu| 2H,%J = 6.2 Hz, C(3)H
3.85 d, 4H,%J = 6.6 Hz, NCHCCH=C(CH,),
3.49 dd, 2H,%3 = 11.9 Hz2J = 8.0 HzC(2)H,
3.35-3.28 m, 2H,C(2)H,
1.66 s, 6H, CH=C(CH)
1.60 s, 6H, CH=C(CH),

3C-NMR (MeOH-d4, 26.2°C, 125.77 MHz):

dc(ppm) = 141.7 Selar
138.2 CHCH=C(CHs)
134.4 SQ@CCHCHCH
130.5 SQCCHCH
128.6 SQCCH
121.1 CHCCH=C(CHg),
59.1 C3
45.2 NGH,CH=C(CH)>*
44.6 c2*
25.9 C-HC=C(El3)3 trans
18.1 C-HC=C(El3)scis
MS (ES+, RT):
m/z (%) 518 (100,N1+H] ")
EA Ca6H35N304S, * HCI * H,0 572.18
Ber.: C: 54.58% H: 6.69% N: 7.34%
Gef. C: 54.78% H: 6.36% N: 7.30%
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(3S,49)-1-BOC-3,4-Bis-[(4-cyano-benzolsulfonyl)-(3-methybut-2-enyl)-amino]-

pyrrolidin (113)
Ty
¢} 0
O\\g~NZ_§N\g//O
NC oko CN

Die Anwendung der AAV6 mit 266 mg (0.50 mmol) Sulémid98, 129 ul (1.20 mmol) 3,3-
Dimethylallyloromid und 208 mg (1.50 mmolL&O; in 4 ml CHCN (3 h, 0°C) lieferte nach
FC (Hexan:EtOAc 1:1) 320 mbL3(96%) in Form farbloser Kristalle. Schmelzpunkt©2

'H-NMR (CDCl, 21.5°C, 500.16 MHz):

du(ppm) = 8.04 sbr, 2H, Ha,
7.86 sbr, 6H, Ha,
5.05 sbr, 1H, HC=C(CH;);
4.80 sbr, 1H, HC=C(CH),
4.71 sbr, 2H, NCH,
4.07-3.76 mbr, 3H, NCH, C(3)H
3.72-3.63 mbr, 1H, C(3)H
3.62-3.48 m, 2H, C(2)H
3.33-3.10 m, 2H, C(2)H
1.84-1.52 mbr, 12H, C=C(CH),
1.47 s, 9H, C(CH)3

13C-NMR (CDCl, 24.4°C, 125.77 MHz):

dc(ppm) = 153.9 C=0
145.0 SQChar
137.4,137.2 C=(CHz3), (Rotamere)
132.3 _GICCN
128.1, 127.9 SECCH (Rotamere)
120.2, 119.5 HEC(CHg), (Rotamere)
117.3 CN*
116.5 _@CN*
80.8 OGCHs)s
58.3,57.5 C3 (Rotamere)
457, 44.7 C2 (Rotamere)
43.0,42.8 NCH (Rotamere)
28.4 OC(C3)3
25.8 C-HC=C(El3), trans
17.9 C-HC=C(El3), cis
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MS (ES+, RT):

m/z (%) 690 (56,I‘{/I+Na]+), 1357 (100, [B/I+Na]+)

EA Ci33HasNs06S, 667.85
Ber.: C:59.35% H: 6.19% N: 10.49%
Gef.: C: 59.08% H: 6.23% N: 10.21%

(3S,49)-1-BOC-3,4-Bis-[(4-cyano-benzolsulfonyl)-(4-triflormethyl-benzyl)-amino]-

pyrrolidin (112)
F,C CF,
NC o)\o CN

Nach AAV5 mit 448 mg (0.84 mmol) Sulfonamid98, 483 mg (2.02 mmol)
4-Trifluormethybenzylbromid und 348 mg (2.52 mma&{}CO; in 10 ml Acetonitril (7h,
Reflux) wurden nach FC (Hexan:EtOAc 3:1) 324 mg¥dslesN-alkylierten Sulfonamids
112in Form farbloser Kristalle erhalten. Schmelzpuhk7°C

'H-NMR (CDCl, 23.0°C, 500.16 MHz):
Su(ppm) = 8.02-7.65 mbr, 8H, SQCCH, SQCCHCH

7.50 sbr, 4H, CRCCH*
7.23 sbr, 4H, CRCCHCH
4.91-4.60 mbr, 1H, CHAr
4.46 dbr, 2H,2J = 16.0 Hz, CHAr
4.31 sbr, 1H, CHAr
4.22-3.89 mbr, 2H, C(3)H
3.59-3.21 mbr, 2H, C(2)H
3.13 sbr, 2H, C(2)H
1.41 s, 9H, C(CH)s

3C-NMR (CDCl, 25.3°C, 125.77 MHz):

dc(ppm) = 153.5 C=0
143.7 SGCh
139.3 CHCar
133.3 SGCCHCH
130.9, 0, 2= 33.6 Hz, ECCa/
128.6 CH,CCH*
128.0 SGCCH*
125.9 CRCCH*
123.9 q, Ncg=272.3 Hz, EC
117.2 CN*
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117.0 _G.CN*
81.3 OCCHg)s
62.0, 60.7 C3 (Rotamere)
49.7,48.5 C2 (Rotamere)
47.1, 46.3 CHAr (Rotamere)
28.4 OC(®i3)3
F-NMR (CDCl, 22.7°C, 470.62 MHz):
Or(ppm) = -62.5 Ck
MS (ES+, RT):
m/z (%) 870 (72,N1+Na]*), 1717 (100, [R+Na]*)
EA C3oH35F6Ns06S, 847.86
Ber.: C: 55.25% H: 4.16% N: 8.26%
Gef.: C:55.27% H: 4.42% N: 8.15%

(3S,49)-1-BOC-3,4-Bis-[(4-carbamoyl-benzolsulfonyl)-(3-miayl-but-2-enyl)-amino]-

pyrrolidin (114)
Ty
0 0o

N

A

O o O (0]

NH, H,N

Unter der Anwendung von AAV6 mit 203 mg (0.30 mmdés Nitrils113 1.5 ml 30% ag.
H,0, und 200 mg (1.50 mmol) 05 in 3 ml DMSO konnten 190 mg (86%) des Amikdis}
in Form farbloser Kristalle erhalten werden. Schapehkt 117°C

'H-NMR (CDCl, 21.3°C, 500.16 MHz):
Su(ppm) = 8.03-7.83 m, 6H, SQCCH, SGCCHCH

7.76 sbr, 2H, SQCCH*
7.03 sbr, 2H NH,

6.75 sbr, 2H NH,

5.04 sbr, 1H, HC=C(CH),
4.80 sbr, 1H, HC=C(CH),
4.66 sbr, 2H, NChH
4.09-3.81 m, 2H, NCH

3.69 sbr, 2H, C(3)H
3.62-3.43 m, 2H, C(2)H

3.29 sbr, 1H, C(2)H

3.14 sbr, 1H, C(2)H
1.74-1.49 mbr, 12H, C=C(CH),
1.44 s, 9H, C(CH);
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13C-NMR (CDCl, 23.3°C, 125.77 MHz):

Sc(ppm) = 168.5 _ONH;
154.1 O=®C(CH)s
143.6 SQCar
137.6 C:_QCHQ,)Z
136.9 _G/CONH,
133.0 SQECCHCH

128.5, 127.7 SECCH
120.5, 120.0 HEC(CHs), (Rotamere)

80.7 OQCHs)s
58.4,57.6 C3 (Rotamere)
46.3, 45.2 C2 (Rotamere)
43.1,42.9 NEi, (Rotamere)
28.5 OC(C3)3
25.8 C-HC=C(El3), trans
17.9 C-HC=C(El3), cis
MS (ES+, RT):
m/z (%) 726 (100,N1+Na]™)
HRMS (ES+):
m/z berechnet fur £gH4sNsNaGsS, @ 726.260727
gefunden : 726.257679
EA Cs3H4sNs08S, * 1.5 H,O 730.90
Ber.: C: 54.23% H: 6.62% N: 9.58%
Gef. C: 54.34% H: 6.50% N: 9.30%

(35,49)-1-BOC-3,4-Bis-[(4-carbamoyl-benzolsulfonyl)-(4-tifluormethyl-benzyl)-amino]-
pyrrolidin (115)

ae
258

H2N

Die Anwendung der AAV6 mit 253 mg (0.30 mmol) dedridé 112 1.5 ml 30% aqg. kD,
und 200 mg KCOs in 3 ml DMSO ergab 190 mg (71%) des Amitk5 in Form farbloser
Kristalle. Schmelzpunkt 157°C
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'H-NMR (MeOH-d,, 22.4°C, 500.16 MHz):
Su(ppm) = 8.04-7.92 mbr, 4H, SQCCH*

7.89-7.72 mbr, 4H, SQCCHCH
7.53 sbr, 4H, CRCCH*
7.46-7.29 mbr, 4H, CRCCHCH*
4.78-4.53 mbr, 4H, CHAr
4.31-4.01 mbr, 2H, C(3)H
3.37-3.12 mbr, 2H, C(2)H
2.97 sbr, 2H, C(2)H
1.34 s, 9H, C(CH)s
3C-NMR (MeOH-ds, 25.4°C, 125.77 MHz):
dc(ppm) = 170.2 _ONH;
155.5 _®OBu
143.9 SGCxr
142.6 _G/CONH,
139.5 CHCx
131.0, 0, 2Jcr= 31.7 Hz, ECCa/
129.9 CHCCH*
129.8 SO,CCHCH*
128.6 SGCCH*
126.5 CRCCH*
125.5 q, YJcr=271.6 Hz, EC
81.8 QQCHz)s
61.8, 61.0 C3 (Rotamere)
49.6, 48.5 C2 (Rotamere) vom Methanol-Signal Ubekt
47.6, 47.0 CHAr (Rotamere)
28.5 OC(®13)3
F.NMR (CDCl, 22.0°C, 470.62 MHz):
Oe(ppm) = -63.0 Ck
MS (ES+, RT):
m/z (%) 906 (100,M1+Na]*)
EA CaoH3gFsN50sS, 883.89
Ber.: C: 53.00% H: 4.45% N: 7.92%
Gef.: C: 52.80% H: 4.68% N: 7.63%
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(3S,49)-3,4-Bis-[-(4-carbamoyl-benzolsulfonyl)-(3-methybut-2-enyl)-amino]-pyrrolidin

Trifluorcetat (110)

Unter Verwendung der AAV7 mit 120 mg (0.17 mmolsd&0C-geschiitzten Pyrrolidiid 4
in 5 ml EtO ergaben nach Aufreinigung tber praparative HPBES Wrifluoracetatl10 in

f j

N
H

0]
NH, H,N HO

Form farbloser Kristalle; Schmelzpunkt 183°C

'H-NMR (MeOH-d,, 24.2°C, 500.16 MHz):

du(ppm) = 8.06
7.96
4.90
4.81
3.87
3.51
3.34-3.27
1.67
1.60

d, 4H,%) = 8.7 Hz, SGCCH*
d, 4H,%) = 8.5 Hz, SGCCHCH
d, 2H,%) = 6.8 Hz, KC=C(CH),
d, 2H,%J = 6.2 Hz, C(3)

snul, 4H, NCHCCH=C(CH),

dd, 2H,2) = 12.0 Hz2J = 8.1 HzC(2)H;

m, 2H, C2)H
s, 6H, CH=C(CH),
s, 6H, CH=C(CH),

3C-NMR (MeOH-ds, 26.9°C, 125.77 MHz):

dc(ppm) = 170.3 & CONH;,
144.5 SQCar
139.5 _GCONH*
138.7 CHCH=C(CHj3),*
129.7 SQCCHCH
128.8 SQCCHCH
120.9 CHCCH=C(CH;),
59.3 C3
45.4 Cc2*
44.7 _H,CCH=C(CH)*
25.9 C-HC=C(El3)3 trans
18.0 C-HC=C(El3)scis
MS (ES+, RT):
m/z (%) 604 (100,M1+H]")
HRMS (ES+):
m/z berechnet fur £H3sNs06S; : 604.226353
gefunden : 604.228090
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(3S,49)-3,4-Bis-[(4-carbamoyl-benzolsulfonyl)-(4-trifluoromethyl-benzyl)-amino]-

pyrrolidin Hydrochlorid (111)

Die Darstellung erfolgte nach AAV7 mit 148 mg (Orhmol) des BOC-geschitzten
Pyrrolidins115in 5 ml 2M HCI in E$O und fihrte zu 110 mg (80%) des Hydrochloid4d
in Form gelber Kristalle. Schmelzpunkt 194°C (Zé&zaag)

'H-NMR (DMSO-ds, 30.0°C, 500.16 MHz):

Su(ppm) = 9.79 sbr, 2H, "NH,
8.23 sbr, 2H, CONH
8.04 sbr, 4H, SQCCH*
7.83 sbr, 4H, SQCCHCH*
7.64 sbr, 8H, CHCCH, CH,CCHCH
7.60 sbr, 2H, CONH
4.90 sbr, 2H, C(3)H
4.58 sbr, 4H, CHPh
3.07 sbr, 2H, C(2)H
2.76 sbr, 2H, C(2)H
3C-NMR (DMSO-ds, 30.1°C, 125.77 MHz):
Sc(ppm) = 165.9 @CONH;,
141.5 SGCh
140.1 _@CONH,
138.1 CHCar
128.3 CRCCH¥
128.2 SGCCHCOH*
127.5 0, 2Jcr= 32.6 Hz, ECCa/
127.1 SGCCH*
124.5 CHCCH
123.9 q, YJcr=273.5 Hz, EC
57.6 C3
47.1 c2
42.1 _GHLAr
MS (ES+, RT):
m/z (%) 784 (100,M1+H]")
EA CasHa1FeNsOsS; * HCI * 4 H,O  892.29
Ber.: C: 45.77% H: 4.52% N: 7.85%
Gef.: C: 45.53% H: 4.32% N: 7.63%
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