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1 EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

1.1 Strukturbasiertes Wirkstoffdesign

Das strukturbasierte Wirkstoffdesign ist ein wichtiges Werkzeug der Medizinischen Chemie,
dessen Ziel es ist, einen moglichst potenten Liganden fiir ein bestimmtes Protein zu ent-
werfen, um diesen dann in einem iterativen Prozess aus Computer-gestutztem Design,
Synthese und biologischer Testung zu optimieren. Essentielle Voraussetzung flr das
strukturbasierte Wirkstoffdesign sind Kenntnisse Uber die Struktur des Zielproteins. Im
Idealfall existiert bereits eine dreidimensionale Struktur des Zielproteins in Komplex mit
einem Liganden. Alternativ kann man auf eine ligandenfreie Struktur oder ein Modell
zurlckgreifen, welches sich von einer dreidimensionalen Struktur eines nah verwandten
Homologen des Zielproteins ableitet. [1] Da solche Strukturinformationen den
Ausgangspunkt des strukturbasierten Wirkstoffdesigns bilden, war die Entwicklung der
Protein Data Bank (PDB) im Jahr 1971 eine entscheidende Vorraussetzung fur den Erfolg der
Methode. Die PDB ist eine frei zugangliche Datenbank mit experimentell bestimmten
dreidimensionalen Strukturen von groflen Biomolekiilen wie Proteinen und Nukleinséuren.
Seit ihrer Erstellung ist die Anzahl der hinterlegten Strukturen nahezu exponentiell gewachsen
(Abbildung 1) [2]
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Abbildung 1: Anzahl hinterlegter Strukturen in der PDB von 1990 bis 2012 [2]

Existiert eine dreidimensionale Struktur des Zielproteins, kann im Rahmen des
strukturbasierten Wirkstoffdesigns ein so genanntes virtuelles Screening, ein de novo-Design
oder eine Variation bereits vorhandener Leitstrukturen zur Ermittlung geeigneter Liganden
herangezogen werden. Im ersten Fall werden groRe Molekil-Datenbanken mit Hilfe von
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Computerprogrammen in kurzer Zeit in die Bindetasche des Zielproteins eingepasst
(Docking) und nach ihrer Eignung als Liganden bewertet (Scoring). Dadurch werden neue
Ideen fiir Leitstrukturen erhalten. Beim de novo-Design wird die Bindetasche des Zielproteins
auf mogliche Wechselwirkungen hin untersucht und vollig neue Strukturen entworfen, die
diese Wechselwirkungen ausbilden kénnen. [1]

Existiert bereits eine Leitstruktur fir ein Protein, kann diese durch gezielte Variation,
Docking und Scoring solange optimiert werden, bis ein neuartiger und vielversprechender
Ligand gefunden ist. Hierbei wird vorhandenes Wissen Uber die Interaktion zwischen Ligand
und Protein, wie Struktur-Wirkungs-Beziehungen und Kristallstrukturen, fir das Design
genutzt.

Sind die potentiellen Liganden in silico optimiert, beginnt der experimentelle Teil des
strukturbasierten Wirkstoffdesigns. Die Verbindungen werden synthetisiert, in einem bio-
logischen Assay auf ihre Affinitdt zum Zielprotein hin untersucht und die Struktur, in der
Regel Uber eine Kristallstruktur, des Liganden in Komplex mit seinem Zielprotein aufgeklart.
Mit den so gewonnenen Informationen werden die Liganden erneut computergestitzt
optimiert. Diesen iterativen Prozess nennt man Designzyklus (Abbildung 2). Sind hochaffine
Verbindungen gefunden, schlieBen sich Zellassays und Tierversuche zur Bioverfugbarkeit,
Wirksamkeit und Unbedenklichkeit an. Ist eine Verbindung auch hier erfolgreich, entsteht ein
neuer Arzneistoffkandidat fir die klinische Prifung.

Leitstruktur

analyse
In vitro LIIJnd in
Q] vivo Tests % &

Affinitats-
Synthese Q bestimmung

ot [ Arzgeistoff J Kristallstruktur-
Uﬂﬁ

Abbildung 2: Grafische Darstellung des Designzyklus flr das strukturbasierte Wirkstoff-
design
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1.2 HIV und AIDS

1981 wurde erstmals das erworbene Immunschwache Syndrom, zu Englisch Acquired
Immunodeficiency Syndrom (AIDS), beschrieben. Heute sind weltweit 34 Millionen
Menschen mit dem humanen Immunschwache Virus (HIV) infiziert, welcher die Krankheit
AIDS verursacht. [3-5]

HIV infiziert die Zellen des Immunsystems, vornehmlich T-Lymphozyten, aber auch Makro-
phagen und dendritische Zellen sind betroffen. Makrophagen, einschlieBlich solcher in der
Mikroglia des Gehirns, stellen ein wichtiges Reservoir fur das Virus dar und erschweren so
die Therapie. Dendritische Zellen transportieren HIV bis in die Lymphknoten. In allen
Stadien der Infektion treten hohe Raten von Virusreplikation und Zellzerstérung auf. Bei der
akuten Infektion, welche meist grippedhnliche Symptome hervorruft, kommt es zu einer
Reduktion der Anzahl an CD4-Zellen, deren Zahl sich nach einigen Monaten aber wieder
oberhalb des Normbereichs einpendelt. Danach sind die Patienten haufig jahrelang
beschwerdefrei aber infektios, bis die Anzahl der CD4-Lymphozyten unter den Grenzwert
von 200/ul fallt. Erst dann kommt es zu einer symptomatischen Beeintrachtigung des
Immunsystems und die Krankheit AIDS bricht aus. [6, 7] Der HI-Virus wird in zwei Gruppen
unterschieden: HIV-1 und HIV-2. Weltweit ist HIV-1 der Hauptverursacher von AIDS,
wahrend HIV-2 nur in einigen Regionen West- und Zentralafrikas vorkommt. [8, 9] Im
Gegensatz zu HIV-1 ist HIV-2 weniger virulent, zeigt aber, wegen einer verdnderten
Aminosduresequenz eine natirliche Resistenz gegen einige Medikamente, welche bei HIV-1
wirksam sind. [10]

In dieser Arbeit wird ausschlieBlich HIV-1 betrachtet. Die Epidemie hat in den letzten 30
Jahren erschreckende Ausmalie angenommen. Obwohl die Zahl der Neuinfektionen seit Ende
der 90er Jahre sinkt, steigt die Zahl der Menschen, die mit HIV leben weiterhin an, da die
Lebenserwartung durch die verbesserte Therapie ebenfalls ansteigt. Ende 2010 betrug die
Zahl der mit HIV infizierten Personen insgesamt 34 Millionen. [4, 5]

Problematisch ist weiterhin, dass die Infektion vor allem in Gebieten mit relativ niedrigem
Einkommen, wie in den subsaharischen L&ndern Afrikas, auftritt. Die Versorgung von
Patienten ist in diesen Regionen besonders schwierig. [3, 11] Fir die Therapie sind hier preis-
werte Medikamente notwendig, welche moglichst wenige Compliance Probleme verursachen.
[3] Neben den Kosten und der Compliance stellen vor allem die gravierenden Neben-
wirkungen der Medikamente und die zunehmende Resistenzentwicklung der HI-Viren gegen
die zugelassenen Wirkstoffe ein grolRes Problem in der Therapie von HIV dar. Die ideale
Losung waére ein Impfstoff. Obwohl schon einige aussichtsreiche Impfstoffkandidaten ent-
wickelt wurden, zeigten die bisherigen Kklinischen Studien ausschlief3lich enttduschende Er-
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gebnisse und die Entwicklung eines wirksamen Impfstoffes ist in den nachsten Jahren un-
wahrscheinlich. [12] Man ist deshalb auf die Erforschung immer neuer Chemotherapeutika
angewiesen, die gegen die resistenten Virusstamme weiterhin wirksam sind.

Aktuell kommen verschiedene Arzneistoffe zur Therapie HIV-positiver Patienten zum Ein-
satz, die alle in den Replikationszyklus (Abbildung 3 [13]) des Virus eingreifen und so dessen
Vermehrung hemmen.

Neu gebildeter

Infizierender Hi-Virus

HI-Virus

1. Anheftung und 6. Freisetzung und
Eintritt des Virus Reifung
7
CD4-Zelle
~
W ﬁj N
2. Freisetzung der
viralen RNA 9 [
virale RNA ,\
5. Synthese, Spaltung
—> und Aggregation der
l 3 Reverse viralen Proteine
Transkription —H
BNA/DNA der viralen ) — Zellkern
RNA mRNA \\
\L T ‘\\}
[ ]
vitale DNA T — /'
- \Q Provirus J/
l | /
4. Integration der Virus-———) — —
DNA in das Wirtsgenom — D —

Abbildung 3: Der Replikationszyklus des HI-Virus, unterteilt in sechs Schritte: 1)
Anheftung und Eintritt des Virus in die Wirtszelle, 2) Freisetzung der viralen
RNA, 3) reverse Transkription der viralen RNA, 4) Integration der Virus-DNA
in das Wirtsgenom, 5) Synthese und Aggregation der viralen Proteine, 6)
Freisetzung und Reifung. [11]

Im ersten Schritt erfolgt zundchst die Anheftung und dann der Eintritt des Virus in die Zelle.
Die viralen Hullproteine gp120 und pg41l sind essentiell fiir diesen Schritt. Gp120 bindet an
CD4, ein Glykoprotein, welches auf der Oberflache von etwa 60 % aller im Blutkreislauf be-
findlichen T-Lymphozyten, sowie auf T-Vorlduferzellen im Ruckenmark und im Thymus, in
Monozyten, Makrophagen, eosinophilen Granulozyten, dendritischen Zellen und Mikro-
gliazellen des ZNS vorkommt. Wenn gp120 an das CD4-Protein bindet, vollzieht sich eine
Konformationsdnderung. Dabei werden Doménen des gp120 nach aulRen gekehrt, welche in
der Lage sind, Chemokin-Rezeptoren auf der Zellmembran der Wirtszelle zu binden. Diese
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fungieren dann als Co-Rezeptoren beim Eintritt von HIV in die Zelle. Die zwei wichtigsten
Vertreter dieser Rezeptoren sind CXCR4 und CCR5. Einige HIV-Stdmme bevorzugen den
CCR5-Rezeptor, wahrend andere den CXCR4-Rezeptor bevorzugen. Manche Isolate sind in
der Lage, an beide Rezeptoren zu binden. Ist das Virus tiber CD4 und einen Co-Rezeptor fest
an die Wirtszelle gebunden, kann das Fusionspeptid gp41 durch eine Konformationsanderung
die Fusion der Membranen bewirken und somit das virale Kapsid in die Zelle bringen. [13]

AnschlieBend wird die virale RNA freigesetzt (Schritt 2) und diese RNA in DNA durch die
viruseigene reverse Transkriptase umgeschrieben (Schritt 3). Schritt 4: Die Integrase flgt die
entstandene DNA in das Wirtsgenom ein. Schritt 5: Der wirtseigene Transkriptionsprozess
flhrt zur Synthese von regulatorischen HIVV-Proteinen wie Tat und Rev. Diese Proteine mani-
pulieren den zelleigenen Transkriptionsprozess und férdern somit die Bildung von reifen
Viruspartikeln. Schritt fur Schritt werden neue Viruspartikel zusammengebaut. Zwei virale
RNA Strénge assoziieren mit Replikationsenzymen. Kernproteine lagern sich dartiber und
formen so das virale Kapsid, welches dann zur Zelloberflache wandert. Nun beginnt die HIV-
Protease die Vorldufermolekile in funktionelle Einheiten zu spalten. Sie spaltet unter
Anderem gpl60 zu gpl20 und gp4l, sowie die Vorlaufermolekile gag und gag-pol in
Strukturproteine und funktionelle Proteine wie die Protease, die reverse Transkriptase und die
Integrase. Schritt 6: Wéahrend die Viruspartikel durch die Zellmembran austreten und so ihre
Hulle erlangen, wird die in Schritt 5 begonnene Reifung fortgefihrt, wodurch infektidse
Viruspartikel entstehen. [13, 14]

1.3 Antiretrovirale Therapie

Vor 27 Jahren erhielt Zidovudin als erster wirksamer Arzneistoff gegen HIV die Zulassung
der FDA (Food and Drug Administration, amerikanische Zulassungsbehdrde fur Arznei-
mittel) [15]. Seit dem hat sich die HIV-Infektion, zumindest in den Industrienationen, zu einer
kontrollierbaren, chronischen, letztendlich aber immer noch unheilbaren Krankheit ent-
wickelt. Sowohl die Lebenserwartung als auch die Lebensqualitat der Patienten hat sich durch
die medikamenttse Therapie erheblich verbessert. [11, 16]

Trotzdem gibt es weiterhin Probleme bei der Therapie von HIV-Infektionen. Hierzu gehoéren
Nebenwirkungen, von denen einige erst jetzt bei den ersten Langzeitpatienten zum Vorschein
kommen. Ein weiteres Problem ist das Auftreten von Mehrfachresistenzen, welche die Wirk-
samkeit der aktuell auf dem Markt befindlichen Arzneistoffe beeintrachtigt. [11, 16]

Um die Resistenzprobleme zu minimieren, werden in der Antiretroviralen Therapie (ART)
drei bis vier verschiedene antiretrovirale Substanzen verabreicht. Diese Kombinationstherapie
wird teilweise auch als highly active antiretroviral therapy (HAART) bezeichnet. [17, 18]
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Mangelnde Compliance ist einer der Hauptgriinde fiir Therapieversagen, weshalb eine weitere
Vereinfachung der Therapie und wirksamere Arzneistoffkombinationen mit weniger Neben-
wirkungen benétigt werden. [11, 16]

Aktuell befinden sich 26 zugelassene Wirkstoffe gegen HIV aus sechs verschiedenen Wirk-
stoffklassen, ndmlich die CCR5-Antagonisten, die Eintritts-/Fusions- Inhibitoren, die nukleo-
sidischen und nukleotidischen Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTIs), die nicht nukleo-
sidischen Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NNRTIs), die Integrase-Inhibitoren und die
Protease-Inhibitoren, auf dem Markt. Die Wirkmechanismen und die als Medikamente zu-
gelassenen Vertreter dieser Wirkstoffklassen seien im Folgenden kurz dargestellt. [11, 16, 19]

CCR5-Antagonisten

Der erste Schritt im Replikationszyklus des HI-Virus ist die Anheftung des Virus an die Zelle.
Genau hier greifen die CCR5-Antagonisten ein, sodass es gar nicht erst zum Eintritt in die
Zelle kommt. Selbstverstandlich sind die CCR5-Antagonisten nur gegen solche Virusstamme
wirksam, die den CCR5-Rezeptor und nicht den CXCR4-Rezeptor zum Anheften an die Zelle
nutzen. Zurzeit ist Maraviroc (Abbildung 4) der einzige zugelassene Vertreter dieser Wirk-
stoffklasse. Maraviroc zeigt eine ausgesprochen hohe Potenz und kann die Viruslast bis zu 10
Tage nach der letzten Gabe signifikant senken. Haufige Nebenwirkungen sind zum Beispiel
Anémie, Depressionen und gastrointestinale Storungen. Durch die Mdglichkeit alternativ tiber
den CXCR4-Rezeptor an die Wirtszelle anzudocken, ist die Gefahr der Resistenzbildung bei
dieser Klasse besonders grof3. In der Forschung befinden sich neue CCR5-Inhibitoren sowie
Inhibitoren flr andere Co-Rezeptoren wie den CXCR4-Rezeptor. [19, 20]

Abbildung 4: Strukturformel von Maraviroc

Eintritts-/Fusions-Inhibitoren:

Nach der Anheftung des HI-Virus an die Wirtszelle fusionieren die Membranen mit Hilfe des
Fusionsproteins gp4l, sodass das Virus in die Zelle eintreten kann. Peptidomimetika von
gp4l, welche urspringlich fiir die Impfstoffforschung entwickelt wurden, kdnnen das Ein-
treten in die Zelle verhindern und zeigen eine gute Aktivitat gegen das HI-Virus. Enfuvirtid
ist ein solches Peptidomimetikum und bislang der einzige zugelassene Fusionsinhibitor. In der
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klinischen Phase Il zeigte Enfuvirtid bei einer 24 Wochen andauernden Behandlung einen
signifikanten antiretroviralen und immunologischen Nutzen. Als Nachteil ist die Not-
wendigkeit zu nennen, dass der Arzneistoff zweimal taglich subkutan zu injizieren ist, was zu
Irritationen an der Einstichstelle fuhrt. Auch schranken die Nebenwirkungen und die hohen
Produktionskosten des 5000 Da Peptids den Nutzen von Enfuvirtid ein. Haufige bis sehr
haufige Nebenwirkungen sind zum Beispiel periphere Neuropathie, Angstzustdnde und
Hé&maturie. Zudem treten unter Monotherapie mit Enfuvirtid verschiedene Mutationen auf, die
zu Resistenzentwicklung fuhren konnen. Aktuell wird an nicht-peptidischen Fusionsinhibi-
toren geforscht. [19, 20]

Nukleosidische und nukleotidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTISs):

Der erste Arzneistoff, welcher gegen die HIV-Infektion zum Einsatz kam, war Zidovudin und
gehorte dieser Wirkstoffklasse an. Vertreter dieser Klasse stellen Nukleotid- und Nukleosid-
Analoga dar, die von wirtseigenen Kinasen zu Triphosphat-Derivaten phosphoryliert und an-
schlielend wéhrend der reversen Transkription in den wachsenden DNA-Strang eingebaut
werden. Wegen des Fehlens einer 3‘-Hydroxy-Gruppe fihrt dieser Einbau zum Abbruch der
Transkription und zur Blockierung der reversen Transkriptase. Die NRTIs gehdren zu den
Medikamenten der 1. Wahl zur Therapie einer HIV-Infektion, wobei zwei NRTIs in der Regel
mit einem Arzneistoff aus einer anderen Wirkstoffklasse kombiniert werden, um die
Resistenzbildung einzuddmmen. Abgesehen von der Resistenzbildung stellen die
Nebenwirkungen das grofite Problem der NRTIs dar. Zu den sehr haufigen Nebenwirkungen
zahlen zum Beispiel Kopfschmerzen, Erhéhung der Kreatinkinase, Schwindelgefunhl,
Hautausschlag und gastrointestinale Stérungen. Insbesondere die gastrointestinalen Stérungen
fihren zu mangelnder Compliance. So kommt es bei 1 % der Patienten, die mit Tenofovir
behandelt werden, zu Therapieabbrichen auf Grund von gastrointestinalen Stérungen. In
Abbildung 5 sind alle acht zugelassenen NRTIs gezeigt. [19, 20]
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Abbildung 5: Strukturformeln zugelassener nukleosidischer und nukleotidischer Reverse-
Transkriptase-Inhibitoren

Nicht nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NNRTIS):

Im Gegensatz zu den NRTIs inhibieren die NNRTIs die reverse Transkriptase, indem sie
nichtkompetitiv in eine allosterische Tasche binden, die direkt neben dem katalytischen Zen-
trum lokalisiert ist. Diese Substanzen mdissen nicht erst von zelleigenen Kinasen phos-
phoryliert werden, jedoch treten leichter Resistenzen auf, da eine Mutation in der allo-
sterischen Bindetasche, die zum Wirkverlust des Inhibitors fuhrt, die Aktivitat der reversen
Transkriptase nur unwesentlich beeinflusst. Die aktuelle Forschung konzentriert sich auf
NNRTIs, welche verstarkt Wechselwirkungen mit konservierten Regionen der reversen
Transkriptase ausbilden kénnen und deshalb weniger mutationsanfallig sind. Derzeit sind funf
NNRTIs zugelassen (Abbildung 6). Als haufige bis sehr haufige Nebenwirkungen treten bei
diesen unter anderem Kopfschmerzen, Hautausschlag, gastrointestinale Stérungen, Gleichge-
wichtsstérungen, Myokardinfarkt und Hypertonie auf. [19-21]
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Abbildung 6: Zugelassene nicht nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren

Integrase-Inhibitoren:

Die Integrase-Inhibitoren greifen in den néchsten Schritt des Replikationszyklus ein. Sie ver-
hindern die Integration der durch die reverse Transkriptase synthetisierten viralen DNA in die
Wirts-DNA. Die Integrase gilt als eins der vielversprechendsten neuen Zielenzyme im Kampf
gegen HIV. Trotzdem wurde auch hier schon Resistenzbildung durch eine Tripelmutante be-
obachtet. Die Vertraglichkeit von dem einzigen eingesetzten Integrase-Inhibitor Raltegravir
(Abbildung 7) ist vergleichsweise gut. Zu den h&ufigen Nebenwirkungen zahlen zum Beispiel
gastrointestinale Stérungen und Hautausschlag. [19, 20]

o
OH F
O“&H\N rH
o

Abbildung 7: Raltegravir

Protease-Inhibitoren:

Die Arzneistoffklasse der Protease-Inhibitoren greift in Schritt 5 und 6 des Replikationszyklus
ein und ist essentiell fur die Vermehrungsfahigkeit des Virus. Die Inhibitoren verhindern, dass
die HIV-Protease Polyproteine in funktionelle Einheiten wie die HIV-Protease selbst, die
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reverse Transkriptase und die Integrase spaltet, wodurch die Reifung der noch nicht in-
fektiosen Pro-Viren zu vermehrungsféhigen Viruspartikeln verhindert wird. [14] Zusammen
mit zwei NRTIs werden die Protease-Inhibitoren h&ufig zur Therapie von HIV-positiven
Patienten eingesetzt. Um die Plasmahalbwertszeit des Protease-Inhibitors zu verlangern, wird
aullerdem ein zweiter Protease-Inhibitor, Ritonavir, in geringer Dosis als CYP450-3A4-In-
hibitor (booster) beigefligt. Zurzeit sind 10 HIV-Protease-Inhibitoren zugelassen (Abbildung
8). Mit Ausnahme von Tipranavir stellen alle zugelassenen Vertreter dieser Wirkstoffklasse
Peptidomimetika dar und weisen somit eine schlechte Bioverfugbarkeit auf. Weitere Pro-
bleme der zugelassenen HIV-Protease-Inhibitoren sind die wéhrend der Therapie auftretende
ausgepragte Entwicklung von Resistenzen und Kreuzresistenzen sowie die starken Neben-
wirkungen. Zu den héaufigen und sehr hdufigen Nebenwirkungen gehéren unter anderem
Lipodystrophie, Nephrolithiasis, Andmie, Diabetes mellitus, Muskelspasmen, Hautausschlag
und gastrointestinale Stérungen. Wegen dieser Nachteile konzentriert man sich im Moment
auf die Erforschung neuartiger, nicht-peptidischer HIVV-Protease-Inhibitoren. [19, 20]
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Abbildung 8: Zugelassene HIV-Protease-Inhibitoren
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1.4 Resistenzentwicklungen des HI-Virus

Der Hauptgrund sowohl fur die schnelle Resistenzentwicklung als auch fir die Schwierigkeit
einen effizienten Impfstoff zu finden, liegt in der hohen Variabilitit des HI-Virus. Verant-
wortlich hierfir sind drei spezielle Eigenschaften des Virus: [13]

1. Die viruseigene reverse Transkriptase, welche die virale RNA in DNA umschreibt, hat
keine Korrekturlesefunktion und baut im Durchschnitt in jedem Replikationszyklus eine
falsche Base in das Genom ein.

2. Das Virus vermehrt sich extrem schnell mit durchschnittlich 1010 neuen Viren pro Tag in
einem infizierten Individuum.

3. Zusatzlich kommen Rekombinationen zwischen verschiedenen HI-Viren in einem Wirt vor.

Im Abschnitt 1.6 wird genauer auf die Resistenzbildung speziell gegen HIV-Protease-Inhibi-
toren eingegangen.

1.5 Die HIV-Protease

Die erste Struktur der HIV-Protease wurde 1989 von Navia et al. verdffentlicht. [22] Ein
Jahrzehnt spater waren tber 100 und heute sind bereits Gber 600 Strukturen der HIVV-Protease
in der PDB hinterlegt. Darunter befinden sich verschiedene Mutanten der Protease, einige
apo-Strukturen und eine Vielzahl verschiedener Inhibitoren in Komplex mit dem Enzym.
Somit ist die HIV-Protease eins der am besten kristallographisch untersuchten Enzyme mit
medizinischer Relevanz. [23]

Die HIV-Protease gehort zu der Familie der Aspartylproteasen. Sie ist in ihrer aktiven Form
ein C,-symmetrisches Dimer aus jeweils 99 Aminosauren. Zwischen den beiden Monomeren
bildet sich eine tiefe Tasche aus, an deren unteren Ende sich die katalytische Diade aus zwei
zueinander koplanaren Aspartyl-Seitenketten befindet. Das obere Ende der Bindetasche bil-
den zwei beta-Haarnadel Schleifen, die sogenannte Flap. Diese ist flexibel und schlief3t sich
erst vollstandig, wenn sich ein Substrat oder ein Inhibitor in der Bindetasche befindet
(Abbildung 9). [24, 25]
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Abbildung 9: Links: apo-Struktur der HIV-Protease mit halb gedffneter Flap (PDB-Code: 2PCO0).

Rechts: Katalytisch inaktive Asparagin Mutante der HIV-Protease mit gebundenem
Substrat und geschlossener Flap (PDB-Code: 1MT9).

Um die Spaltung des Substrats wéhrend der Kristallisation und Rontgenstrukturanalyse zu

verhindern, wurden bei IMT9 die Aspartate Asp25 und Asp25° durch Asparagine ersetzt. Da-

durch lasst sich der Bindungsmodus mit einer Substratsequenz beobachten. Bei né&herer

Betrachtung wird deutlich, dass der Carbonyl-Sauerstoff der zu spaltenden Peptidbindung an

eins der beiden Asparagine koordiniert und die benachbarten Carbonyl-Sauerstoffe tber ein

Wasser (das sogenannte Flap-Wasser) an die Flap binden (Abbildung 10).

L L) e

Abbildung 10: HIV-Protease mit gebundenerh 'Substrat in Gelb und dem Flap-Wasser als
rote Sphare (PDB-Code: 1MT9)

Abgesehen von den katalytischen Aspartaten Asp25 und Asp25’ sind bei den Aspartylpro-
teasen die Aminosdauren Thr26 und Gly27 konserviert. Sie sorgen als Teil der Dimergrenz-
flache fiir die Stabilitat des Dimers Uber ein Wasserstoffbrickennetzwerk, welches als fire-
man’s grip bezeichnet wird (Abbildung 11). [26]
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Abbildung 11: Fireman's grip der HIV-Protease (PDB-Code: 30XC)

Der Mechanismus der Peptidspaltung durch die HIV-PR ist in Abbildung 12 gezeigt. Es wird
allgemein angenommen, dass ein Aspartat protoniert und das andere deprotoniert vorliegt.
[27]
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Abbildung 12: Vorgeschlagener Mechanismus der katalytischen Peptidspaltung durch die
HIV-Protease



1 EINLEITUNG 15

Im Ausgangszustand (1) ist das lytische Wasser an die monoprotonierten Aspartate Asp25
und Asp25° koordiniert. Diese Anordnung begunstigt den Angriff des lytischen Wassers auf
die Peptidbindung (2). Diesem Angriff folgt ein Ubergangszustand, wobei sich das Wasser
und die Carbonyl-Bindung rdumlich sehr nahe kommen und die planare Anordnung der
Carbonyl-Gruppe in eine tetraedrische lbergeht (3). SchlieBlich entsteht ein metastabiles
tetraedrisches gem-Diol-Amin-Intermediat (4). Das Intermediat 4 wird durch die monoproto-
nierten Aspartate perfekt stabilisiert und ist Ausgangspunkt fur das Design der meisten Prote-
ase-Inhibitoren. Als néchstes erfolgt die Riickbildung des sp*-hybridisierten Kohlenstoffes
unter Protonierung des Stickstoffes und Spaltung der C-N Bindung (5). Die beiden Spaltpro-
dukte werden nun freigesetzt und ein neues Wassermolekil wird aufgenommen (6). Somit ist
der Ausgangszustand (1) wieder hergestellt und ein neuer Katalyse-Zyklus kann beginnen.
Zusammenfassend kann man sagen, dass die HIV-Protease mit ihrer katalytischen Diade so-
wohl ein Wassermolekul fur den Angriff auf eine Peptidbindung aktiviert als auch den ent-
stehenden Ubergangszustand und das Ubergangsintermediat tiber Wasserstoffbriickenbindun-
gen stabilisiert. [27] Die Spezifitat der Protease wird Uber die Spezifitatstaschen (S3°, S2°,
S1°, S1, S2, S3), welche vor und hinter der katalytischen Diade lokalisiert sind, determiniert.
Sie sind daflr verantwortlich, dass ausschlieBlich die richtigen Peptide an der richtigen Stelle
gespalten werden und somit funktionelle Proteine des HI-Virus entstehen.

In Abbildung 13 sind die Spezifitatstaschen mit ihren Aminosduren dargestellt. Zur Veran-
schaulichung wurde ein Ausschnitt eines naturlichen Substrats eingezeichnet.

/\O 5y Leu
H,N Arg

N/\(\” ,: N
H O ”1 NH
N.
HO [e) \\o(\”_ie
S3 NH,
Asp 0]
Arg S1
Leu Ala
Pro lle lle S2
Val  Asp
Spaltstelle

Abbildung 13: Ausschnitt eines natirlichen Substrats in Komplex mit der HIV-Protease.
Zweidimensionale Darstellung des Bindungsmodus und der beteiligten
Aminosauren nach 1IMT9 (PDB).
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Die HIV-Protease spaltet das gag-pol-Polyprotein an acht Stellen. Die Aminoséuren, die da-
bei von den Spezifitatstaschen erkannt werden sind in Abbildung 14 aufgelistet: [28]

P3 (P2 |P1 |P1¢|P2¢ | P3¢

GIn | Asn | Tyr | Pro | lle Val

Arg | Val Leu JAla | Glu | Ala

Thr | lle Met | Met | GIn | Arg

Gly | Asn | Phe | Leu | GIn | Ser

Phe | Asn Phe | Pro GIn lle

Leu | Asn Phe | Pro lle Ser

Glu | Thr Phe | Tyr | Val Asp

Lys | lle Leu | Phe | Leu | Asp

Abbildung 14: Natlrliche Spaltstellen der HIV-Protease

Schaut man sich die an der Erkennung beteiligten Aminosduren der HIV-Protease an, verwun-
dert es nicht, dass besonders in der S1-Tasche fast ausschlieBlich hydrophobe Aminosauren
erkannt werden. Die S2- und S3-Tasche hingegen erlauben auch hydrophile Wechsel-
wirkungen.

1.6 HIV-Protease-Inhibitoren - Stand der Forschung

Die zehn aktuell zugelassenen HIV-Protease-Inhibitoren wurden in Abschnitt 1.3 bereits kurz
vorgestellt. Trotz der bisherigen Erfolge der Protease-Inhibitoren gibt es eine Vielzahl von
Grinden, warum sowohl die akademische als auch die industrielle Forschung ihre Anstreng-
ungen zur Entwicklung neuer, besserer Inhibitoren fortsetzen sollte. [29]

Zum ersten seien die Resistenzen genannt. Dass es besonders zwischen den Protease-Inhibi-
toren zur Bildung von Kreuzresistenzen kommt, wird verstandlich, wenn man sich den Bin-
dungsmodus der zugelassenen Wirkstoffe ansieht. Alle Wirkstoffe binden mit einem sekun-
déaren Alkohol an die katalytische Diade. Bis auf Tipranavir sind alle Verbindungen Peptido-
mimetika und koordinieren genau wie die natirrlichen Substrate tiber ein Wassermolekil an
die Flap (Abbildung 15). [2, 29]
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Asp25, Asp25°

Abbildung 15: Bindungsmodus aller zugelassenen HIV-Protease-Inhibitoren auler von
Tipranavir. (PDB-Codes: 30XW, 1HXW, 1HPV, 10HR, 2BPX, 3Q0Z, 2Q5K,

3EKY)

Tipranavir hat ein anderes Grundgerist als alle anderen zugelassenen Wirkstoffe. Es ver-
dréangt das Flap-Wasser und koordiniert stattdessen (ber einen Carbonyl-Sauerstoff an die

Flap (Abbildung 16). [29]

Asp25, Asp25°

Abbildung 16: Bindungsmodus aller zugelassenen HIV-Protease-Inhibitoren mit
Tipranavir in Grun. (PDB-Codes: 1D4Y, 30XW, 1HXW, 1HPV, 10HR,

2BPX, 3Q0Z, 2Q5K, 3EKY)

Die Besetzung der Spezifitatstaschen ist allerdings bei den peptidischen HIV-Protease-
Inhibitoren und dem nicht-peptidischen HIV-Protease-Inhibitor Tipranavir sehr &hnlich

(Abbildung 17). [2]
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Abbildung 17: Bindungsmodus aller zugelassenen HIV-Protease-Inhibitoren mit Tipranavir
in Griin. (PDB-Codes: 1D4Y, 30XW, 1HXW, 1HPV, 10HR, 2BPX, 3Q0Z,
2Q5K, 3EKY)

Der alles in allem sehr dhnliche Bindungsmodus der zurzeit auf dem Markt befindlichen HIV-
Protease Inhibitoren erklart das Auftreten von Kreuzresistenzen. Die Resistenzbildung der
HIV-Protease ist aber hoch komplex. Nicht nur Mutationen in der Bindetasche, sondern auch
auBerhalb, fihren zu Resistenzen. Neben dem gewohnlichen Austausch einer Aminoséure
kommen auch Aminoséaure-Insertionen vor. Zuséatzlich kénnen Mutationen im Substrat gag
Resistenzen verursachen, ohne dass die HIV-Protease selbst verandert ist. [29] Man unter-
scheidet zwischen so genannten Haupt- (major) und Neben- (minor) Resistenzen. Erstere ver-
ringern direkt die Affinitat der Inhibitoren kdnnen aber zu einer VVerschlechterung der viralen
Replikation fiihren, letztere treten haufig erst spater in der Therapie auf und verbessern die
Vermehrungsféhigkeit von Viren, welche bereits Haupt-Resistenzen besitzen. [30] Resistente
Viren finden sich nicht nur bei bereits behandelten Patienten, bei denen man von sekundéren
Resistenzen spricht, sondern auch bei unbehandelten Patienten (primére Resistenz). Letztere
haben sich in den meisten Fallen mit bereits resistenten Viren infiziert. [31]

Die h&ufig bei resistenten Viren mutierten Aminoséuren sind in Abbildung 18 in Violett her-
vorgehoben. Man kann erkennen, dass es sehr viele Aminosduren sind und dass sie sich nicht
alle in raumlicher N&he zu den in Beige abgebildeten Wirkstoffen befinden. Das gezielte In-
hibitordesign im Hinblick auf die Aktivitit gegen resistente Viren ist somit nur eingeschrénkt
maoglich. [2, 29]
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Abbildung 18: Die HIV-Protease (PDB-Code: 2BPX). Haufig zu Resistenzen fiihrende
Mutationen sind als magentafarbene Sticks dargestellt. Im Zentrum sind alle
zugelassenen Inhibitoren in Beige zu sehen.

Abgesehen von der Resistenzentwicklung ist die Forschung auf dem Gebiet der HIV-Pro-
tease-Inhibitoren gefragt, die Probleme der schlechten Vertraglichkeit zu 16sen. Die schlechte
Vertréglichkeit fuhrt unter anderem zu einer verringerten Compliance, was wiederum die Re-
sistenzbildung begunstigt. Deshalb gehort die Suche nach Verbindungen mit weniger gravier-
enden Nebenwirkungen zu den obersten Zielen der Protease-Inhibitor Forschung. Die Not-
wendigkeit, die Protease-Inhibitoren mit Ritonavir als CYP450-3A4-Inhibitor zu verstarken
(boosten) fihrt zu problematischen Wechselwirkungen mit anderen Medikamenten, weshalb
ein weiteres Ziel die Verbesserung der Bioverfligbarkeit der Einzelstoffe darstellt. [29]

Die HIV-Protease-Inhibitor-Forschung der letzten Jahre fiihrte zur Entwicklung einiger in-
teressanter neuer Verbindungen. Manche Projekte mussten jedoch vor oder nach Eintritt in die
klinische Phase | oder Il gestoppt werden, andere befinden sich noch in der préklinischen
Phase. Aktuell gibt es drei vielversprechende Kandidaten in der klinischen Prifung Phase |
und Il. Im Folgenden werden die wichtigsten Vertreter dieser neuartigen HIV-Protease-Inhi-
bitoren kurz vorgestellt. [32, 33]

Inhibitoren mit einem ganz neuen Grundgerist stellen die zyklischen Harnstoffe dar, welche
1994 von Lam et al. veroffentlicht wurden (siehe Abbildung 19). [34] Obwohl es seitdem kein
zyklischer Harnstoff bis in die klinische Prifung geschafft hat, soll diese Klasse hier genannt
werden, denn das Grundgertst wird weiterhin flr das Design neuer Inhibitoren genutzt. Wie
Tipranavir sind die zyklischen Harnstoffe nicht-peptidisch und verdrangen das Flap-Wasser
durch eine Carbonyl-Gruppe. Leider gibt es bei dieser Klasse von Inhibitoren Probleme mit
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der Bioverfugbarkeit. Dieser Umstand erklart den fehlenden Erfolg der Verbindungsklasse.

[29, 35, 36]
H,N NH,
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Abbildung 19: DMP450 als Vertreter der zyklischen Harnstoffe

Der Inhibitor PL-100 (Abbildung 20), ein Lysin-Sulfonamid mit neuartigem Bindungsmodus,
ist gegen viele der bekannten Mutanten der HIV-PR aktiv und zeigt selbst eine hohe gene-
tische Barriere flr die Entstehung resistenter Virenstdimme. Zudem inhibiert er zusétzlich
CYP450-3A4, was es ermdglichen konnte, diesen Wirkstoff ohne Zusatz von Ritonavir einzu-
setzen, die Nachteile einer CYP450-3A4-Inhibition wiirden allerdings bestehen bleiben. Trotz
der vorteilhaften Eigenschaften von PL-100 hat Merck 2008 die Entwicklung der Verbindung
gestoppt, um sich auf andere Derivate aus der Serie zu konzentrieren. 2011 wurden pharma-
kokinetisch optimierte Derivate von PL-100 publiziert. Uber einen Eintritt in die klinische
Phase | wurde aber bis heute nichts berichtet. [29, 32, 37, 38]

Abbildung 20: PL-100

Brecanavir (Abbildung 21) wurde von GSK und Vertex entwickelt. Der Inhibitor zeichnet
sich durch eine geringe Plasmaeiweif3bindung aus und hat von allen Protease-Inhibitoren die
hochste antivirale Potenz in vitro mit einem K; von 15 fM. Auch gegen viele resistente
Mutanten ist er aktiv. Allerdings wurde die Entwicklung 2006 auf Grund von unuberwind-
baren Problemen in der Formulierung gestoppt. Damals befand sich der Wirkstoff schon in
der klinischen Phase I1. Tibotec Pharmaceuticals meldete 2011 ein Patent auf eine parenterale
Zubereitung von Brecanavir an. [39, 40]
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Abbildung 21: Brecanavir

Durch strukturbasiertes Wirkstoffdesign wurde SPI-256 von Sequoia Pharma (Abbildung 22)
entdeckt, welches speziell mit den konservierten Bereichen der HIV-Protease in optimale
Wechselwirkungen treten sollte. Tatséchlich ist es gegen multiresistente HIV-Protease aktiv
und hat eine hohe genetische Barriere fur die Resistenzbildung. SP1-256 befindet sich in der
klinischen Phase I, jedoch wurde seit 2008 nicht mehr iber Fortschritte berichtet. [29, 33]

Abbildung 22: SPI-256

GS 8374 (Abbildung 23) wurde bei Gilead Science entwickelt und &hnelt Darunavir. Die Ver-
bindung zeigt eine hohe Affinitat zur HIV-PR, eine hohe antiretrovirale Aktivitat und ein vor-
teilhaftes Kreuzresistenzprofil. GS 8374 befindet sich derzeit noch in der praklinischen Phase.
[29, 41]
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Abbildung 23: GS 8374

Saquinavir-NO; (Abbildung 24): Obwohl der Mechanismus noch nicht vollstandig aufgeklart
ist, ist seit langerem bekannt, dass HIV-Protease-Inhibitoren in vitro und in vivo gegen Krebs
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wirksam sind. Fir diesen Zweck wurde Saquinavir und sein Salpetersaureester von
Maksimovic-lvanic et al. auf seine antitumorale Wirkung und seine Toxizitat hin untersucht.
[42] Durch die Veresterung mit Salpeterséure erhoffte man sich eine verringerte Toxizitat. Es
zeigte sich, dass die Toxizitat wie geplant stark zurlickging und die antitumoralen Eigen-
schaften erhalten blieben. Zwei Jahre spater wurden Ergebnisse zu den antiretroviralen Eigen-
schaften dieser neuen Verbindung publiziert. [27] Trotz der verminderten Toxizitat ergaben
sich praktisch keine Unterschiede im antiretrovirale Profil. Somit kénnte in Zukunft ein
potenter Protease-Inhibitor mit stark verringerten Nebenwirkungen zur Verfugung stehen.
Allerdings wird noch nicht Uber einen méglichen Eintritt in die klinische Prifung berichtet.
[29, 32, 42, 43]

g o)
\
o &

H,oN

|\ Lo O NH
N NQI\N N~ 9y
S H
o O

Abbildung 24: Saquinavir-NO;

CTP-518 und CTP-298 wurden von Concert Pharmaceuticals entwickelt und stellen an be-
stimmten Positionen deuterierte Derivate von Atazanavir dar. Concert konnte in praklinischen
Studien zeigen, dass das antivirale Profil von Atazanavir erhalten bleibt, aber der Meta-
bolismus stark verlangsamt ist. Dadurch erhéhen sich die Plasmaspiegel und die Halbwerts-
zeit wird verlangert. Das Boosten mit Ritonavir wird dadurch tberflissig. In Zusammenarbeit
mit GSK werden aktuell klinische Studien der Phase | zu CTP-518 und CTP-298 durchge-
fihrt. Die Wirkstoffe stellen zurzeit zwei der drei vielversprechendsten Kandidaten aus der
Pipeline der neuen HIV-Protease-Inhibitoren dar. [29, 32, 33, 44, 45]

TMC310911 (Abbildung 25) von Tibotec ist der am Weitesten entwickelte Vertreter der
neuen HIV-Protease-Inhibitoren und befindet sich bereits in der Klinischen Phase II. Es
handelt sich um ein Derivat von Darunavir, welches gegen multiresistente Stamme aktiv ist
und eine hohe genetische Barriere fir die Resistenzbildung aufweist. Die bisherigen Ergeb-
nisse lassen hoffen, dass TMC310911 ein geeigneter Kandidat zur Behandlung einer grof3en
Gruppe von HIV-Patienten ist, einschlielich solcher mit multipler Protease-Inhibitor-Re-
sistenz.[29, 33, 46]
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Abbildung 25: TMC310911

Natdrlich stellen die gezeigten Verbindungen nur eine Auswahl aus der HIV-Protease-Inhi-
bitor-Pipeline dar. Neben weiteren organischen Kleinmolekil-Inhibitoren wird an C60-Fuller-
enen und Metallocarboranen gearbeitet, welche das aktive Zentrum der HIV-Protease block-
ieren. [29]

Die Metallocarborane gehoren zu den wenigen Verbindungen, welche die HIV-Protease bei
geOffneter Flap inhibieren. Da alle zugelassenen Wirkstoffe die geschlossene Konformation
adressieren, kénnten so Probleme mit Kreuzresistenzen umgangen werden. Ein weiteres Bei-
spiel fur Inhibitoren der offenen Konformation sind im Arbeitskreis Diederich synthetisierte
Pyrrolidine. [29, 47]

Des Weiteren wird an Verbindungen geforscht, welche die Dimerisation zum aktiven Dimer
der HIV-Protease verhindern, sogenannte Dimerisations-Inhibitoren. Ein beeindruckendes
Beispiel hierflr ist ein Tripeptid (Leu-Glu-Tyr), welches am N-Terminus einen Palmitoyl-
Rest tragt und in subnanomolaren Konzentrationen die Dimer-Bildung unterbindet. [29]

Trotz der zahlreichen und diversen Forschungsprojekte auf dem Gebiet der HIV-Protease-
Inhibitoren befinden sich zurzeit nur drei vielversprechende Vertreter in der Klinischen Pri-
fung Phase | und I, was die Notwendigkeit weiterer Forschungsaktivitaten verdeutlicht. [32,
33]
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2 VORARBEITEN UND AUFGABENSTELLUNG

2.1 Pyrrolidine als neues Grundgerist zur Inhibition der HIV-Protease

Als neuartige Leitstruktur fir Aspartylprotease-Inhibitoren wurden vor ber 10 Jahren
zyklische Amine entdeckt. Im High-Throughput-Screening bei der Roche AG fielen substi-
tuierte Piperidin-Derivate auf, deren gezielte Weiterentwicklung zu nanomolaren Renin-Inhi-
bitoren flihrte. [48] Die Firma Vertex stellte ebenfalls ein zyklisches Amin als Inhibitor der
Aspartylprotease BACE vor. [49] In der Arbeitsgruppe Klebe wurden in Zusammenarbeit mit
der Bayer AG racemische 3,4-disubstituierte Pyrrolidine als Inhibitoren der HIV-Protease ent-
wickelt. Die Inhibitoren zeigen einen sehr interessanten und neuartigen Bindungsmodus. Der
beste Inhibitor aus einer Serie von flinf Verbindungen weist einen moderaten K; von 2,2 uM
auf. [50, 51]

Das Potential dieser neuartigen Leitstruktur wurde im Arbeitskreis Diederich erkannt und die
3,4-disubstiuierten Pyrrolidine von Andreas Blum weiterentwickelt (Abbildung 26). Der N,N-
Abstand wurde verkirzt, die Substituenten wurden optimiert und es wurde eine enantio-
selektive Synthese mit Hilfe eines Chiral-Pool Ansatzes entwickelt. [52-54] Durch struktur-
basiertes Design konnte die Affinitat der Verbindungen gegenuber der HIV-Protease bis in
den zweistellig nanomolaren Bereich gesteigert werden.

o} O
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Abbildung 26: Optimierung der 3,4-disubstituierten Pyrrolidine durch Verkiirzung des N,N-
Abstands (als rote Linie gekennzeichnet) und Optimierung der Substituenten.
Gezeigt sind jeweils die aktivsten Verbindungen der dargestellten Serien.

Der Bindungsmodus des aktivsten Inhibitors (AB111) ist im Komplex mit der HIV Protease
in Abbildung 27 schematisch gezeigt. Man erkennt hier, dass AB111, anders als alle

zugelassenen Wirkstoffe mit einem sekundaren Amin und nicht mit einer Hydroxy-Funk-
tionalitat an die Aspartate bindet.
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Abbildung 27: Schematische Darstellung des Bindungsmodus von AB111 in Komplex mit
der HIV-Protease

Bei genauer Betrachtung fallt auf, dass der C,-symmetrische Inhibitor unsymmetrisch in der
Bindetasche zu liegen kommt. Nur eine der beiden Sulfonamid-Gruppen des Inhibitors inter-
agiert mit den Isoleucinen 50 und 50° der Flap-Region und verdréngt dabei das Flap-Wasser

(Abbildung 28).
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Abbildung 28: Bindungsmodus aller zugelassenen peptidischen HIV-Protease-Inhibitoren
mit AB111 in Griin - Seitenansicht. (PDB-Codes: 1D4Y, 30XW, 1HXW,

1HPV, 10HR, 2BPX, 3Q0Z, 2Q5K, 3EKY)

Auch die Substituenten an den exozyklischen Stickstoffen ragen unterschiedlich weit in die
Spezifitatstaschen hinein und bilden somit unterschiedliche Wechselwirkungen zu den Aspar-

taten 29 und 30 aus (siehe Abbildung 29). [53]
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Abbildung 29: Bindungsmodus von AB111 in Komplex mit der HIV-Protease. Links:

Wechselwirkungen in der S2'-Tasche, rechts: Wechselwirkungen in der S2-
Tasche. (PDB-Code: 2QNN)

Insgesamt weicht der Bindungsmodus dieser neuen, auf 3,4-Diaminopyrrolidinen basierenden
Inhibitoren deutlich von dem aller anderen derzeit auf dem Markt befindlichen Inhibitoren ab.
[52-54] In Abbildung 30 ist AB111 uberlagert mit den zugelassenen HIV-Protease-
Inhibitoren gezeigt, wodurch der Unterschied im Bindungsmodus deutlich wird. [52]

Abbildung 30: Bindungsmodus aller zugelassenen, peptidischen HIV-Protease-Inhibitoren mit
AB111 in Grin. (PDB-Codes: 1D4Y, 30XW, 1HXW, 1HPV, 10HR, 2BPX,
3Q0Z, 2Q5K, 3EKY)
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Ausgehend von einem der beiden substituierten Stickstoff-Atome wird durch AB111 die S2-
und die S1°-/S3°-Tasche besetzt und ausgehend von dem Anderen die S2°- und die S1-/S3-
Tasche. Dadurch ergibt sich fur AB111 eine H-férmige Anordnung und nicht, wie bei den
zugelassenen HIV-Protease-Inhibitoren, eine X-férmige (Abbildung 31).

Abbildung 31: Veranschaulichung des X-férmigen Bindungsmodus der zugelassenen,
peptidischen HIV-Protease-Inhibitoren (links) und des H-férmigen
Bindungsmodus von AB111 (rechts).

Da die S1- und S3-Tasche bei der HIV-Protease direkt ineinander tbergehen, wird der Ein-
fachheit halber im Folgenden nur noch von der S1-Tasche gesprochen.

2.2 Ziel der Arbeit

AB111 weist mit einem K; von 74 nM eine hohe Affinitat zur HIV-Protease auf. Nachteil des
vierarmigen Inhibitors ist jedoch sein hohes Molekulargewicht von 784 g/mol, welches weit
uber dem Zielwert von unter 500 g/mol fur einen Arzneistoff-Kandidaten liegt. Ein Mal} fur
das Potential einer Leitstruktur ist die Ligandeneffizienz (Ag). Sie erlaubt einen Vergleich
zwischen Molekilen unterschiedlichen Molekulargewichts, indem sie das Verhaltnis der
freien Bindungsenergie (AG) zur Anzahl der Schweratome (Nschweratome) Nach Formel 1 ab-
bildet. Die freie Bindungsenergie errechnet sich aus der Inhibitionskonstante K; nach Formel
2. [55, 56] In der Literatur werden unterschiedliche Definitionen der Ligandeneffizienz ver-
wendet, in dieser Arbeit wird jedoch von den in den Formeln 1 und 2 gegebenen Definitionen
Gebrauch gemacht.
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AG

Ag =
NSchweratome

Formel 1: Berechnung der Ligandeneffizienz Ag

AG = RT * InK;

Formel 2: Berechnung der freien Bindungenergie AG

Der Zielwert fur die Ligandeneffizienz einer arzneistoffartigen (im Englischen druglike) Ver-
bindung betrédgt -0,29 kcal/mol, was in etwa einem 10 nM Inhibitor mit einem Molekular-
gewicht von ca. 500 g/mol entspricht. Indinavir, mit einem Molekulargewicht von 614 und
einem K; von 0,4 nM liegt ebenfalls genau bei dieser Ligandeneffizienz. [55, 57] Die
Ligandeneffizienz von AB111 betragt -0,19 kcal/mol. Es besteht somit die Hoffnung, durch
gezielte strukturelle Abwandlung von AB111 diesen Wert zu optimieren, was sich zum einen
uber die Reduktion des Molekulargewichts, zum anderen tber eine Verbesserung der Affinitat
erreichen lieRe.

Um bei einem niedrigen Molekulargewicht eine gute Affinitat zu erreichen, ist es essentiell,
flr jede besetzte Spezifitats-Tasche optimal passende Substituenten zu finden. Da der Bin-
dungsmodus der von Andreas Blum synthetisierten C,-symmetrischen Inhibitoren unsym-
metrisch ist (vergleiche Abbildung 29), erfordert eine passende Dekoration des Grundgerdists
ebenfalls unsymmetrische Inhibitoren. [53]

Aus der Tatsache, dass eine der beiden Sulfonamid-Gruppen keine Interaktion zum Protein
zeigt, entstand die Idee, durch Elimination dieser Gruppe das Molekulargewicht zu reduzieren
und gleichzeitig die Effizienz zu steigern. Abbildung 32 (links) stellt den Ausgangspunkt fir
das Design der neuen Inhibitoren dar. Die durch das Pyrrolidin-Grundgerist gut ausgebildeten
Wechselwirkungen zu den Aspartarten 25 und 25° sowie jene zu den Isoleucinen 50 und 50°
durch eine der beiden Sulfonamid-Gruppen sollten erhalten bleiben, das zweite Sulfonamid
sollte ersetzt und gleichzeitig sollten optimale Substituenten zur Besetzung der Spezifitats-
taschen entworfen werden (Abbildung 32, rechts).
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Abbildung 32: Das Grundgerust von AB111 als Ausgangspunkt fir neue Inhibitoren der
HIV-Protease

Ziel dieser Arbeit war es also, basierend auf den Vorarbeiten von Andreas Blum unsym-
metrische Inhibitoren fir die HIV-Protease mit optimaler Taschenbesetzung, verringertem

Molekulargewicht und einer erhéhten Ligandeneffizienz zu entwerfen, zu synthetisieren und
ihre Affinitat gegentber dem Enzym zu bestimmen.
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3 DREIARMIGE PYRROLIDIN-BASIERTE-INHIBITOREN DER HIV-PROTEASE

3.1 Docking

Wie im vorherigen Abschnitt ausfihrlich diskutiert und in Abbildung 32 veranschaulicht,
bietet sich zur Verbesserung von AB111 zum einen die Eliminierung der nicht wechsel-
wirkenden Sulfonamid-Gruppe und zum anderen die Optimierung der Substituenten flr die
Spezifitatstaschen an. Um aus der Vielzahl denkbarer Molekule nur die vielversprechendsten
darzustellen, sollte die Auswahl der entsprechenden Substituenten fiir die Synthese computer-
gestutzt mit Hilfe eines Dockingprogramms erfolgen. Zunéchst sollte fur das computer-
gestutze Design der Pyrrolidin-basierten Inhibitoren ein geeignetes Dockingprogramm ge-
wahlt werden. Hierflr wurden die acht vorhandenen Kristallstrukturen [2, 52, 53] der von
Andreas Blum dargestellten, Pyrrolidin-basierten Inhibitoren in Komplex mit der HIV-Pro-
tease untersucht. Fir einen Inhibitor konnten zwei unterschiedliche Bindungsmodi réntgen-
kristallographisch beobachtet werden. Da sich jedoch nicht abschlieBend klaren lieR, welcher
Bindungsmodus der biologisch relevante ist, wurden diese Strukturen nicht weiter bertick-
sichtigt. [58] Fur die verbleibenden sechs Strukturen wurde ein so genanntes Redocking zur
Evaluation der beiden Docking-Programme FlexX [59] und GOLD [60] durchgefiihrt'. Hier-
bei wurde unter Verwendung der Standardeinstellungen versucht, die Liganden in die ent-
sprechenden Bindetaschen einzupassen (Docking). Nach anschlieRender Bewertung (Scoring)
wurden die erstellten Lésungen mit den experimentell bestimmten Kristallstrukturen ver-
glichen (PDB-Codes: 2PQZ, 2PWC, 2PWR, 2QNN, 2QNP, 2QNQ). Als richtig wurde der
Bindungsmodus angesehen, wenn die Wechselwirkungen des Pyrrolidins zu den Aspartaten
25 und 25° sowie die Wechselwirkung der beiden Sauerstoffatome von einer der beiden
Sulfonamide zu den Isoleucinen 50 und 50° gefunden wurden und sich die auf Seite 27 be-
schriebene H-formige Anordnung wieder fand.

Nach dieser Definition fand sich bei FlexX bei vier der sechs Verbindungen der richtige Bin-
dungsmodus auf Rang 1. Bei GOLD wurde der richtige Bindungsmodus bei keiner der sechs
Strukturen auf Rang 1 gefunden. In Abbildung 33 links ist die Rang-1-Dockinglésung von
AB111 durch FlexX gezeigt. In Abbildung 33 rechts die Rang-1-Ldsung von GOLD. Erst auf
Rang 9 findet sich bei GOLD der richtige Bindungsmodus.

1 Verwendete Versionen: FlexX 3.1.3, GOLD 4.0
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Abbildung 33: Links: Von FlexX vorhergesagter Bindungsmodus fir AB111 in Grin, Ligand

aus der Kristallstruktur in Grau (PDB-Code: 2QNN). Rechts: Von GOLD
vorhergesagter Bindungsmodus fiir AB111 in Orange, Ligand aus der
Kristallstruktur in Grau (PDB-Code: 2QNN).

Auch die Bewertung durch die FlexX eigene Scoringfunktion stimmt sehr gut mit den experi-
mentell bestimmten Daten Uberein. Die Inhibitoren aus den sechs Kristallstrukturen (PDB-
Codes: 2PQZ, 2PWC, 2PWR, 2QNN, 2QNP, 2QNQ) wurden im Komplex mit ihrer Binde-
tasche durch FlexX bewertet. Die Korrelation des FlexX-Scores zu dem experimentell bestim-
mten -log K; ist mit einem quadrierten Korrelationsfaktors von 0.68 zufriedenstellend.
Bezieht man den Inhibitor mit der geringsten Affinitat nicht mit ein, betragt das Quadrat des
Korrelationsfaktors 0.97 und ist somit als sehr gut zu bewerten (siehe Grafik 1).
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Grafik 1:Links: Der FlexX-Score (*-1) aufgetragen gegen -log K; der Inhibitoren von

Andreas Blum (PDB-Codes: 2PQZ, 2PWC, 2PWR, 2QNN, 2QNP, 2QNQ).
Rechts: FlexX-Score(*-1) aufgetragen gegen -log K; der Inhibitoren von
Andreas Blum ohne den Inhibitor mit der geringsten Affinitat (PDB-Codes:
2PWC, 2PWR, 2QNN, 2QNP, 2QNQ).
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Auf Grund dieser Ergebnisse wurde FlexX als Dockingprogramm fir die weiteren Studien

verwendet.

Bevor nun mit FlexX geeignete Substituenten fur R1-4 (Abbildung 32, rechts) bestimmt
werden konnten, musste zundchst ein passender Linker fur X (Abbildung 32, rechts) gefunden
werden. Zu diesem Zweck wurden verschiedene Linker (Stickstoff, Sauerstoff, Amid und
Tetrazol) mit einer Methylgruppe dekoriert und gedockt.! Es zeigte sich, dass das Amin von
FlexX am besten bewertet wird, da die Ausbildung einer zusétzlichen
Wasserstoffbriickenbindung méglich ist. (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Schematische Darstellung (links) und Dockingldsung (rechts) des von FlexX
vorhergesagten Bindungsmodus fir dreiarmige Pyrrolidin-basierte
Inhibitoren mit einem Stickstoff als Linker.

Um die Substituenten fir R1 bis R3 gegenuber jenen von AB111 zu optimieren, wurde die
Komplexstruktur von AB111 mit allen in der PDB verfiigharen HIV-Protease-Strukturen
uberlagert und die ca. 500 Liganden im Hinblick auf die Wechselwirkungen zum Protein
einer genauen Betrachtung unterzogen. Hierbei wurde gezielt nach Mdglichkeiten gesucht,
neue Wasserstoffbriickenbindungen auszubilden oder mehr Oberflédche des Liganden effizient
zu vergraben. Bei der Auswahl neuer Substituenten wurde zusatzlich auf die kommerzielle
Verfligbarkeit der entsprechenden Synthese-Edukte geachtet. Insgesamt wurden 26 Substitu-
enten fir R1-3 ausgewahlt und gedockt?, wobei immer nur einer der drei Reste variiert und
die Ubrigen beiden beibehalten wurden. Daraus wurden unter Beriicksichtigung des FlexX-

L Verwendete FlexX-Version: FlexX 3.1.3
2 \Jerwendete FlexX-Version: Leadit 2.0.2
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Scores und visueller Auswertung neun Inhibitoren flr die Synthese ausgewahlt. Die Ideen
und Uberlegungen beziiglich des Designs und die Dockinglésungen der ausgewahlten Substi-
tuenten seien im Folgenden kurz vorgestellt.

Substituenten fir R1:

Der Carboxamid-Substituent, welcher bereits von Andreas Blum als gut geeigneter Substitu-
ent fiir die S2°-Tasche identifiziert wurde [52], erwies sich im Docking der dreiarmigen Ver-
bindungen als optimal fir R1, weshalb dieser zundchst beibehalten werden sollte. Die Inter-
aktionen der Carboxamid-Gruppe in der S2°-Tasche zeigt bereits Abbildung 29 auf Seite 26.

Konstanter Molekilteil Verbindung | R1 FlexX-Score

] 2 AB111 16
09009
H2N>\\©\‘\ Sl, “S//O/KNHZ
] ]

N, N
CN+
Hy
F3C CFS
O 0

NIRZ
SZR1
)

|
NHy N
{ N+; \%/OJN H,
H2
F3C CF3

Tabelle 1: Fir die Synthese ausgewahlter Substituent fir R1

Verbindung 1 ist auch deshalb interessant, da sie einen guten Vergleich mit AB111 erlaubt.
Alle Substituenten entsprechen denen von AB111 nur der Sulfonamid-Rest wurde eliminiert.
Es ist bemerkenswert, dass der FlexX-Score flr beide Verbindungen etwa gleich ist, obwohl
Verbindung 1 wesentlich kleiner ist. Das zeigt, wie gut FlexX die mogliche neue Wasserstoff-
brickenbindung des exozyklischen sekunddren Amins bewertet.

Substituenten fir R2:

Auch fir diese Position erwies es sich als schwierig, Substituenten zu identifizieren, welche
von FlexX besser bewertet werden als die Ausgangsverbindung 1. Dennoch konnten auf
Grund von vorhandenem Wissen aus den Arbeiten von Andreas Blum und zwei interessanten
Kristallstrukturen aus der PDB (PDB-Codes: 1HWR, 1T7K) flinf neue Substituenten (Ver-
bindung 2-6) fur die Synthese ausgewahlt werden (Tabelle 2). Die Substituenten fir R1 und

R3 wurden fir eine gute Vergleichbarkeit analog zu denen von AB111 gewahlt.
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Konstanter Molekailteil Verbindung R2 FlexX-Score
1 9 -45
CF3
2 9 -45
Br
3 -43
0
00
\\S”/O/KNHZ
N,,HZ ’l‘\Rz o ©
S \
o 4 % -43
5 -42
CN
6 -44

4

Tabelle 2: Fur die Synthese ausgewdhlte Substituenten fiir R2

Der Brom-Substituent (Verbindung 2) stellt nur eine leichte Abwandlung der schon in AB111

vorhandenen CF;-Gruppe (Verbindung 1) dar und wurde ausgewahlt, da bei den von Andreas

Blum dargestellten VVerbindungen der Austausch der CF3-Gruppen gegen einen Brom-Substi-

tuenten eine Verbesserung der Affinitdt um den Faktor zwei zur Folge hatte. Es erschien da-

her sinnvoll zu Uberprifen, ob sich dieser Trend auch bei den dreiarmigen Inhibitoren be-

statigt. Wie die CFs-Gruppe, kann der Brom-Substituent mit dem positiv geladenen Arginin 8

interagieren (siehe Abbildung 35).




3 DREIARMIGE PYRROLIDIN-BASIERTE-INHIBITOREN DER HIV-PROTEASE 35

Abbildung 35: Links: Dockingldsung fur Verbindung 1 und 2: Die partial negativ geladene
CF3-Gruppe der Verbindung 1 (links, Orange) und der ebenfalls partial negativ
geladene Brom-Substituent der Verbindung 2 (rechts, Griin) befinden sich in
raumlicher N&he zum positiv geladenen Arginin 8.

Wie zu erwarten ist, wird Verbindung 2 von FlexX &hnlich gut bewertet wie Verbindung 1.

Eine andere Moglichkeit mit der Seitenkette des Arginins 8 zu interagieren, bietet eine Ester-
Gruppe. Bei gleicher Anordnung des Arginins 8 kann der Ester zwar nicht optimal mit dem
Arginin intreagieren, weshalb er von FlexX auch nur mit einem Score von -43 bewertet wird.
Es ist jedoch aus anderen Kristallstrukturen bekannt, dass dieses Arginin 8 flexibel ist. Uber-
lagert man die generierte Dockingldsung nun mit anderen Kristallstrukturen der HIV-Protease
(hier PDB-Code: 1HWR) wird deutlich, dass die Ausbildung einer Wasserstoffbriicken-
bindung mdglich sein sollte (Abbildung 36).

Arg8

/

Abbildung 36: Dockinglosung fiir Verbindung 3. Bei Anordnung des Arginin 8 wie in der
Struktur 2QNN (links), ist der Abstand zum Inhibitor zu grof3. Nimmt die
Seitenkette dieses Arginins jedoch eine Orientierung an, die sich starker der
Bindetasche nahert, wie bei der Struktur 1HWR (rechts), kdnnte sich eine
Wasserstoffbriickenbindung zum Inhibitor ausbilden.

Des weiteren wurde ein Propylphenyl-Substituent zur Synthese ausgewahlt. Der Nachteil
dieser Gruppe ist ein ungunstiger entropischer Beitrag bei Bindung an das Enzym, da er zwei

zusétzliche freidrehbare Bindungen enthélt. Die erhohte Anzahl an freidrehbaren Bindungen
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resultiert auch in einem geringfugig verschlechterten FlexX-Score im Vergleich zur Aus-
gangsverbindung 1. Die erhohte Flexibilitat konnte aber auch von Vorteil sein, da sich fir die
dreiarmigen Inhibitoren eventuell eine leicht verédnderte Position des Grundgerists ergeben
kdnnte, an die sich mdglicherweise die flexibleren Substituenten besser anpassen kénnen.
Deshalb wurde dieser Substituent trotz der vergleichsweise schlechten Bewertung fir die Syn-

these ausgewahlt.

Abbildung 37: Dockinglosung fir Verbindung 4

Bei dem Vergleich mit vorhandenen Strukturen der HIV-Protease fiel eine weitere Struktur
(PDB-Code: 1T7K) besonders auf. Die Struktur enthélt einen Inhibitor vom Typ der
zyklischen Harnstoffe (Abbildung 38), welcher mit einer Nitril-Gruppe eine kleine Mulde in
der S1-Bindetasche ausfullt. Um diese Vertiefung zu adressieren, wurden fir die dreiarmigen
Pyrrolidin-basierten Inhibitoren ebenfalls eine Nitril-Funktionalitdt und als Alternative ein
Methylether ausgewéhlt. Die Dockinglosung zeigt, dass beide Substituenten die kleine Ver-
tiefung der S1-Tasche besetzen kénnen (Abbildung 39). Auch diese Lésungen werden zwar
nicht besser bewertet als die Ausgangsverbindung 1, da der Nitril-substituierte zyklische
Harnstoff aber einen Hemmwert von 1,4 nM aufweist [2], erschien dieser Ansatz dennoch

vielversprechend.

HO
HO O\\ 19
S
N\Nl
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W\
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Abbildung 38: Ligand der Struktur 1T7K
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Abbildung 39: Dockinglésungen fiir Verbindung 5 (links, Griin) und Verbindung 6 (rechts,
Orange) uberlagert mit dem Liganden aus 1T7K (Grau)

Substituenten fir R3:

Fur die Position R3 konnten im ersten Design-Zyklus vier besonders interessante Substituen-
ten identifiziert werden, welche durch FlexX im Vergleich zu der Ausgangsverbindung 1
wesentlich besser bewertet werden (Tabelle 3). Auch hier wurden zur besseren Vergleichbar-
keit die Substituenten fir R1 und R2 analog zu AB111 gewahlt. Beim Docking mit FlexX fiel
auf, dass das Programm ab der Version Leadlt 1.0.0 den dritten Arm, fast immer in der S2-
Bindetasche platziert. Bei der vorherigen Version FlexX 3.1.4 fand sich unter den besten flnf
Losungen sowohl die Platzierung in der S1°‘- als auch in der S2-Tasche und eine klare Pré-
ferenz konnte mit der &lteren Version nicht abgeleitet werden. Alle in dieser Arbeit zur Syn-
these ausgewéhlten Verbindungen wurden daher mit der Version Leadlt 2.0.2 gedockt, sodass
die gezeigten Scores alle vergleichbar sind. Vor diesem Hintergrund war vor allem das Er-
gebnis fur den CF3-Substituenten interessant, da die neue Version von FlexX diesen Rest in
der S2-Tasche platziert, er aber in der Kristallstruktur von AB111 in der S1°-Tasche zum Lie-

gen kommt.
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Konstanter Molekailteil Verbindung R3 FlexX-Score

1 QA -45

F3C

Tabelle 3: Fur die Synthese ausgewahlte Substituenten fir R3

Die ersten beiden ausgewéhlten Substituenten (Verbindung 1 und 7) finden sich bereits in
AB111 und ermdglichen deshalb den direkten Vergleich mit den vierarmigen Inhibitoren. Der
CF3-Substituent kann in der S2-Tasche als Wasserstoffbriicken-Akzeptor flr das Ruckgrat der

Aspartate 29 und 30 dienen (Abbildung 40).

Abbildung 40: Dockinglésung fur Verbindung 1

Der Carboxamid-Substituent kann sowohl als Wasserstoffbriickenakzeptor mit dem Rickgrat
von Aspartat 30 interagieren als auch als Wasserstoffbriickendonor mir der Seitenkette von

Aspartat 29. Wie Verbindung 1 bildet Verbindung 7 in der Dockinglésung zwei Wasserstoff-
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briickenbindungen zum Protein aus (Abbildung 41). Allerdings sind Wasserstoffbriicken-
bindungen zwischen Stickstoff und Sauerstoff stérker als die zwischen Fluor und Stickstoff

[61], was sich auch in dem stark verbesserten Score von -53 fiir Verbindung 7 niederschlégt.

Abbildung 41: Dockinglosung fiir Verbindung 7

Es wurde weiterhin ein Substituent ausgewahlt, welcher zusétzliche lipophile Wechsel-
wirkungen eingehen kann. Der Naphthyl-Rest fligt sich gut in die S2-Tasche ein (Abbildung
42), sollte aber ebenfalls die S1-Tasche ausfullen kdnnen, falls sich diese in der Praxis als be-
vorzugte Bindetasche fur die dreiarmigen Inhibitoren herauskristallisieren sollte. Auch der

Naphthyl-Substituent wird mit einem Score von -52 sehr gut bewertet.

Abbildung 42: Dockingldsung Verbindung 8

Eine im Vergleich zu AB111 neuartige Wechselwirkung zum Carbonyl-Sauerstoff des Riick-
grats von Aspartat 30 kann mdoglicherweise der Hydroxy-Substituent (Verbindung 9) ausbil-
den. Als zusétzliche Wechselwirkung wird eine Wasserstoffbriicke zwischen dem Stickstoff-
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Atom des Ruckgrats von Aspartat 30 und der Hydroxy-Gruppe vorhergesagt (Abbildung 43).
FlexX bewertet die Verbindung 9 ebenfalls sehr gut mit einem Score von -51.

Abbildung 43: Dockinglosung fiir Verbindung 9

Insgesammt sollten also neun moégliche Inhibitoren synthetisiert werden, wobei die Variation

an R3 besonders vielversprechend erschien.

3.2 Synthese
3.2.1 Maoglichkeiten zur Desymmetrisierung

Im Gegensatz zu AB111 und den anderen von Andreas Blum synthetisierten Derivaten
weisen die dreiarmigen Pyrrolidine keine C,-Symmetrie auf. Synthetisch bestand also die
Herausforderung in der Desymmetrisierung der Verbindungen. Die Darstellung der drei-
armigen Pyrrolidine sollte solange wie méglich der von Andreas Blum entwickelten und opti-
mierten Synthesesequenz folgen, welche in Schema 1 skizziert ist. [52, 53]
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Schema 1: Im Arbeitskreis Diederich entwickelte Synthese zur Darstellung der C,-symme-
trischen vierarmigen Pyrrolidine

Zur Desymmetrisierung bieten sich in dieser Sequenz vor allem Verbindung 13 und 15
(Schema 1) an, da, wie aus friiheren Arbeiten bekannt, die Abspaltung der Benzyl-Schutz-
gruppe von Verbindung 12 nach Derivatisierung Schwierigkeiten bereitet und Verbindung 14
zu instabil ist. Zuerst sollte versucht werden, das Diol 13 zu desymmetrisieren, da das Azid 15
eine potentiell explosive Verbindung darstellt. Nach einer Faustregel gelten organische Azide
als potentiell explosiv, wenn der Quotient aus der Anzahl der Kohlenstoff- und Sauerstoff-
Atome (nc + np) und der Anzahl der Stickstoff-Atome (ny) einen Wert unter drei ergibt
(Formel 3). [62]

etno g
Ny

Formel 3: Organische Azide sind potentiell explosiv, wenn diese Bedingung erfillt ist.

Geldnge die Desymmetrisierung auf der Stufe des Diols 13 kdnnte das Arbeiten mit dem
potentiell explosiven Bisazid 15 (nc + no / ny = 1,57) vermieden werden.

Daher wurden zunéchst Versuche unternommen, durch eine Mitsunobu-Reaktion mit einem
Sulfonamid (Verbindung 20, Schema 2) eine der beiden Alkohol-Gruppen zu substituieren.
[63, 64] Die verbleibende Alkohol-Funktion des Produkts ware sterisch wahrscheinlich aus-
reichend abgeschirmt, um eine unerwinschte Zweitsubstitution zu verhindern. Zusatzlich
wére dieser Syntheseweg besonders kurz und wirde eine konvergente Route darstellen
(Schema 2).
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Schema 2: Syntheseplan zur Desymmetrisierung mittels Mitsunobu-Reaktion

Die Reaktion wurde mit einem Test-Sulfonamid aus einer internen Substanzbibliothek durch-
gefiihrt. Als Reagenzien kamen Triphenylphosphin (TPP) und DIAD in THF zum Einsatz.
Wider Erwarten erfolgte der Angriff auf die aktivierte Hydroxy-Gruppe durch die zweite
Alkohol-Funktion und nicht wie gewtinscht durch das zugesetzte Sulfonamid. Somit konnte
lediglich das achirale Epoxid isoliert werden (Schema 3).

o9 NO,
\‘§
HO N>\
N 7 ’-Nj

|
éOC BOC

HO ~ OH

Mitsunobu
13 23
(0]
Z \  59%
h
BOC
24

Schema 3: Versuch 1 zur Desymmetrisierung mittels Mitsunobu-Reaktion

Diese Reaktion wird wahrscheinlich durch die trans-Anordnung der Alkohol-Gruppen be-
gunstigt und ist deshalb bei allen Reaktionen zu erwarten, bei denen selektiv nur eine
Hydroxy-Gruppe in eine Abgangsgruppe tberfuhrt wird (Schema 4). Selbst fur den Fall, dass
das zugesetzte Nukleophil schnell genug angreift, um das gewiinschte Produkt zu bilden, ware
die Bildung des Epoxids 24 als Nebenprodukt moglich. Dieses konnte wiederum von dem
Nukleophil getffnet werden. Eine Trennung des so entstehenden racemischen trans-Produkts
27 vom gewd(nschten enantiomerenreinen cis-Produkt 26 wére voraussichtlich, vor allem vor
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dem Hintergrund der fir die weitere Synthese bendtigten Mengen von Verbindung 26, pro-
blematisch.

N N N
BOC BOC BOC
13 25 24
HO  Nu HO  Nu
’?‘ N
BOC BOC
26 rac-27

Schema 4: Mdgliche Nebenreaktion bei Einsatz anderer Abgangsgruppen und Nukleophile

Um die Bildung dieses unerwiinschten Nebenprodukts zu unterbinden, wurde im néchsten
Schritt versucht, eine der beiden Alkohol-Gruppen zu schiitzen (Schema 5). [65] Die Schitz-
ung mit der sterisch anspruchsvollen Schutzgruppe TBDMS erfolgte mit einer maRigen Aus-
beute von 44 %. Dartber hinaus gelang die weitere Umsetzung zum Azid 29, der Vorstufe des
benodtigten Amins trotz Variation der Reaktionsbedingungen nicht (vergleiche Schema 5). Der
Grund konnte in der sterischen Abschirmung durch die TBDMS-Gruppe liegen, wobei so-
wohl Triflat als Abgangsgruppe als auch Azid als Nukleophil relativ klein sind. Versuche mit
anderen, grélReren Nukloephilen erschienen deshalb nicht aussichtsreich.

(0]
N, N,

Si—

’ b H
oW TBDMSCI o oH LTEO gt o R-N N
Imldazol v Py, DCM 5
4 —=
DCO'V' Eoc 2. NaNs, \ N
BOC  44% OMPU BOC BOC
13 28 29 30

Schema 5: Versuch 2 zur Desymmetrisierung durch eine sterisch anspruchsvolle Silyl-
Schutzgruppe

Im ndchsten Schritt wurden Versuche unternommen, die Staudinger-Reduktion zur Desym-
metrisierung des Bisazids zu nutzen. [66] Idealerweise sollte durch den sterischen Anspruch



3 DREIARMIGE PYRROLIDIN-BASIERTE-INHIBITOREN DER HIV-PROTEASE 44

des verwendeten Triphenylphosphins (TPP) nur eins der beiden Azide zum Amin reduziert
werden. [67] Nach Optimierung der Reaktionsparameter (T < -10 °C) gelang die Darstellung
des gewiinschten Monoazids in sehr guten Ausbeuten. In Schema 6 ist die Reaktionssequenz
und die Abschirmung des zweiten Azids durch TPP gezeigt.

Ns  Ns N; N=P{ >
“ Staudinger “
_—
l}l TPP |}1
BOC DCM BOC
15 31
Staudinger NH4OH
THF
O,
\IS”,R1
R3—N N N NH
N Mre % 2
f g - 82%
y y
BOC BOC
30 32

Schema 6: Versuch 3 zur Desymmetrisierung mittels Staudinger-Reduktion

Somit konnte die Verbindung 32 in sehr guten Ausbeuten und auf relativ kurzem Weg er-
halten werden. Die Gesamtausbeute fir 32 betragt 28 % Uber sechs Stufen ausgehend von
Weinsaure. Nachteil dieser Route ist, dass sie das Arbeiten mit der potentiell explosiven Ver-
bindung 15 erfordert. Um die Gefahr zu minimieren wurde daher das Bisazid 15 nach sdulen-
chromatografischer Aufreinigung nicht vollstdndig getrocknet, sondern das Ldsungsmittel-
volumen bei Raumtemperatur nur auf ein Viertel eingeengt und direkt mit dem fir die Stau-
dinger-Reaktion erforderlichen Losungsmittel DCM versetzt. Die Menge an reinem Azid
wurde durch Extrapolation bestimmt, indem von einem kleinen Anteil der vereinigten Séulen-
fraktionen das Losungsmittel vollstandig entfernt, das Produkt anschlieBend getrocknet und
gewogen wurde. Als weitere Sicherheitsmalinahme wurden maximal 6,6 g (26 mmol) des Bis-
azids 15 synthetisiert und das Rohprodukt in mindestens zwei Teilmengen (maximal 13
mmol) aufgereinigt und aufkonzentriert. Im Rahmen dieser Arbeit wurden so insgesamt etwa
56 g (0,22 mol) des Bisazids dargestellt, ohne dass eine spontane Zersetzung beobachtet
wurde. Das daraus hergestellte Monoazid 32 diente im Folgenden als Grundbaustein fur die
Synthese aller dreiarmigen Pyrrolidin-basierten Inhibitoren.

3.2.2 Syntheserouten zur effizienten Variation aller drei Substituenten der Inhibitoren

Ausgehend von dem Monoazid 32 sollten nun die aus dem Docking ausgewahlten Substi-
tuenten eingefiihrt werden (Schema 7). Um einen besseren Vergleich der Verbindungen



3 DREIARMIGE PYRROLIDIN-BASIERTE-INHIBITOREN DER HIV-PROTEASE 45

untereinander zu ermoglichen, sollte dabei nur jeweils ein Rest variiert und die beiden
anderen konstant gehalten werden. Um die Reste R1 und R2 (vergleiche Abbildung 32,
rechts) moglichst spéat in der Synthese einflihren zu kdnnen, wurde zuerst das primére Amin
mit 4-(Trifluoromethyl)benzylbromid und Kaliumcarbonat als Base alkyliert. Die Alkylierung
erfolgte mit guten Ausbeuten von 80 %. Im nachsten Schritt wurde das sekunddare Amin mit
einer Boc-Gruppe geschitzt. Um hier eine vollstdndige Umsetzung zu erreichen musste lod
als Katalysator eingesetzt werden. [68] Mit dieser Methode konnten sehr gute Ausbeuten von
88 % erzielt werden. Im Anschluss wurde das zweite Azid mit ebenfalls sehr guten Ausbeuten
(91 %) unter Verwendung von Wasserstoff und Palladium auf Aktivkohle zum priméren
Amin hydriert. Ausgehend von der Verbindung 36 konnten nun die verschiedenen
Substituenten fur R2 eingefiihrt werden. Hierfur wird zunachst das Sulfonamid dargestellt
(Verbindung 35 zu 36). Dieses wurde dann mit dem entsprechenden Arylbromid alkyliert
(Schritt A). Danach wurde das Nitril aus R1 mit Wasserstoffperoxid und Kaliumcarbonat
hydrolysiert (Schritt B). Diese Reihenfolge ergab die besten Ausbeuten. In dem Fall, in dem
R2 ebenfalls eine Nitril-Gruppe tragt, wurden die Schritte A und B in umgekehrter
Reihenfolge durchgefiihrt. Im letzten Schritt folgte die Entschitzung der beiden Amine mit
Salzsdure in Diethylether (Schritt C).

HyN N3 4-CFs-BnBr

L N3 (Boc)zo N

‘ _ KeCOs d
A DMF MeoH N
BOC 80% Boc 88% BOC

FsC FsC
32 34
2
BOC BOC 'S
H2 N NH, 4CN-Ph-SO:CI N NH
Pd/C % DIPEA d
_— _—
MeOH N DCM N
91% FaC BOC 95% FaC BOC
35 36

(@) @)

00 Q0
Boc ‘§’/®J<N H, ! §/®//<NH2
N N
A N, ;N\RZ C %) R2
B f?l N
BOC H

F3C

37 38

Schema 7: Syntheseroute fur die Variation an R2
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Versuche zunédchst R2 und anschlieend R1 einzufiihren misslangen, vermutlich weil der An-
griff des Sulfonylchlorids sterisch unglinstig ist. Da FlexX die Variation von R2 jedoch aus-
sichtsreicher bewertete als die von R1, war eine weitere Optimierung hinsichtlich der spateren
Einflhrung von R1 nicht notwendig.

In der Tabelle 4 sind die verwendeten Reagenzien und Ausbeuten der Schritte A bis C aufge-
flhrt. Da es sich hier um eine 13-stufige Synthese handelt, wurden die Ausbeuten der beiden
letzten Schritte nicht optimiert.

R2 Schritt A Schritt B Schritt C
Reagenzien Ausbeute | Reagenzien | Ausbeute | Reagenzien | Ausbeute
2 1-Brom-4- 76 % K,COs, H,0,, * HCI in Et,0, 59 04
(Bromomethyl)- DMSO EtOAC )
(Uber 2
benzen, Cs,COs,
| MeCN Stufen)
3 Methy|-4- * K,CO3, H,0,, 55 % HCI in Et,0, 94 %
(Bromomethyl)- DMSO ) EtOAC
o benzoat, Cs,COs, (Uber 7
Q MeCN Stufen)
4 3-Bromo- * K,CO3, H,0,, 78 % HCI in Et,0, 96 %
wﬁ\\@ propylbenzen, DMSO ) EtOAC
(Ober 2
Cs,C0O3, MeCN
Stufen)
5 KzCOg, HzOz, 94 % 3'(Br0m0' 60 % HCI in Etzo, 55 %
DMSO methyl)- EtOAC
fb’(m Benzonitril,
Cs,COs,
MeCN
3] 1-(Bromo- * K,CO3, H,0,, 65 % HCI in Et,0, 95 %
, methyl)-3- DMSO ) EtOAC
E >‘° methoxy-benzen, (Uber 2
Cs,COs3, MeCN Stufen)

Tabelle 4: Reagenzien und Ausbeuten der Schritte A bis C. * Das Produkt wurde nicht

vollstandig charakterisiert sondern direkt weiter umgesetzt.

Zur Optimierung von R3 bedurfte es einer anderen Sequenz, um diesen Rest méglichst spat
einfuhren zu kénnen. Die Syntheseroute zur Variation von R3 ausgehend von dem Monoazid
35 ist in Schema 8 im Detail gezeigt. Zuerst wurde deshalb R1 eigefiihrt, indem das Amin mit
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4-Cyanobenzensulfonylchlorid in Gegenwart von Hunig-Base zum Sulfonamid 39 umgesetzt
wurde. Im Anschluss wurde dieses Sulfonamid mit 4-(Trifluoromethyl)benzylbromid, einer
katalytischen Menge Kaliumiodid und Casiumcarbonat als Base alkyliert (Verbindung 40).
Mit der Hydrolyse des Nitrils zum Carboxamid durch Wasserstoffperoxid und Kalium-
carbonat war die Dekoration mit den Resten R1 und R2 abgeschlossen. Diese drei Stufen er-
folgten analog der Synthese der vierarmigen Pyrrolidin-basierten Inhibitoren [52, 53] und ver-
liefen auch hier in guten bis sehr guten Ausbeuten von 76 %, 91 % und 86 %. Um R3 ein-
fihren zu kénnen, musste nun das Azid 41 in das Amin 42 (berfiihrt werden. Die Hydrierung
von 41 mit Wasserstoff und Palladium auf Aktivkohle, verlief unsauber und die Aufreinigung
bereitete Schwierigkeiten. Deshalb wurde zur Umwandlung des Azids 41 zum Amin 42 er-
neut die Staudinger-Methode, die mit sehr guten Ausbeuten (90 %) verlief, angewendet. Die
Verbindung 42 konnte so mit einer Gesamtausbeute von 15 % uber 10 Stufen, ausgehend von
Weinséaure, dargestellt werden. VVon dieser Zwischenstufe aus konnten nun die verschiedenen
Substituenten fur R3 eingefiihrt werden. Zur Synthese des sekundaren Amins wurde je nach
Verfligbarkeit der Edukte entweder eine reduktive Aminierung mit einem Aldehyd oder eine
Alkylierung mit einem Arylbromid durchgefihrt. Als letzter Schritt folgte daraufthin die Ent-
schutzung des Boc-geschitzen Amins mit Salzséure in Diethylether. Die Edukte und Aus-
beuten der letzten beiden Reaktionen sind in Tabelle 5 angegeben. Da es sich auch hier um
eine relativ lange Synthese mit 12 Stufen handelt, wurden die Ausbeuten der beiden letzten
Schritte nicht optimiert.
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Schema 8: Syntheseroute zur Variation von R3
R3 Schritt A Schritt B
Reagenzien Ausbeute | Reagenzien Ausbeute
1 4-(Trifluoromethyl)benzyl- 49 % HClI in Et,0, DCM, 88 %
bromid, K,CO3;, DMF EtOAC
F3C
7 4-(Brommethyl)- 47 % HCI in Et,0, EtOAC 24 %
benzonitril, K,CO;, DMF
O
NH,
8 2-(Brommethyl)- 45 % HCl in Et,0, DCM, 75 %
O naphthalen, K,CO3;, DMF EtOAC
9 3-Hydroxybenzaldehyd, 65 % HCl in Et,0, DCM, 59 %
o Molsieb 4A, NaBH,, EtOAC
MeOH

Tabelle 5: Reagenzien und Ausbeuten der Schritte A und B fur die verschiedenen Inhibitoren
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3.3 Testung der Enzymhemmung

Die Affinitat gegeniiber der HIV-Protease wurde mit einem kompetitiven Fluoreszenz-basier-

ten Assay bestimmt. Tabelle 6 zeigt die Ergebnisse dieser Messung, das Molekulargewicht

der Verbindungen und die daraus ermittelte Ligandeneffizienz.

Name Formel Ki (uM) MW (g/mol) | LE (kcal/mol)
Ausgangsverbindung
AB111 . . 0,07 784 -0,19
HQN)\\Q\O“E’Q O¢§N’9 /O/(NHZ
Entfernen des einen SO,-Arms
1 . c@j 51 601 -0,18
Variation an R2
2 . c@j 6,8 611 -0,19
3 o 7 7,1 591 -0,17
. O.~§':,®)<NH2
o=+
4 7 12,6 561 -0,17
. Ooé?/O/(NHZ
N," N
vl
5 7 2,6 558 -0,20
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6 ' A 116 563 0,17

Variation an R3

7 O/O/E 5,3 576 -0,18

-05o

8 @j 2,8 583 -0,19

LS

9 7 0,86 549 -0,22

Oes'(')/O/«NH
H T
NN
d K;f
H
CF3

2

Tabelle 6: Ergebnisse der Affinitatsbestimmung der ersten Serie der dreiarmigen Pyrrolidin-
basierten Inhibitoren gegentber der HIV-Protease

Zunéchst fallt auf, dass der mdgliche Affinitatsgewinn durch das zweite sekundare Amin und
die vorhergesagte Wasserstoffbriicke den Verlust durch Eliminierung eines Substituenten und
somit die Nicht-Besetzung der vierten Spezifitatstasche nicht ausgleichen kann. Der Affini-
tatsverlust bei Entfernung des einen Sulfonamid-Substituenten liegt bei Faktor 70 (Ver-
bindung 1). Allerdings l&sst sich auch beobachten, dass die Optimierung der einzelnen Reste
wie im Fall von Verbindung 9 diesen Verlust teilweise ausgleichen kann. Der Affinitats-
verlust zur Ausgangsverbindung liegt hier nur noch bei Faktor 10. Da dieser Inhibitor aber
nun wesentlich Kleiner ist, zeigt er eine deutliche Verbesserung in der Ligandeneffizienz
gegeniliber der Ausgangsverbindung. Auch fiir R2 wurde ein verbesserter Substituent ge-
funden (Verbindung 5) allerdings ist hier die Affinitatssteigerung nicht so deutlich wie bei
Verbindung 9.

Aufgrund der Genauigkeit des Assays, kann eine Differenz der Messwerte um den Faktor
zwei als signifikante Verbesserung oder Verschlechterung interpretiert werden. Kleinere Fak-
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toren liegen im Bereich der Messunsicherheit. Die Genauigkeit des Assays wurde anhand der
Messwerte fir AB111, PepstatinA und Verbindung 78 bestimmt.

Fur AB111 (Ki: 74 nM) wurde acht Mal der K; bestimmt. Die relative Standardabweichung
betrug dabei 17 %. Fir PepstatinA (Ki: 0,98 uM) wurde drei Mal der K; bestimmt. Die
relative Standardabweichung betrug dabei 18 %. Fir Verbindung 78 (Ki: 6,4 uM) wurde
sieben Mal die Prozent-Inhibition bei 10 puM bestimmt. Die relative Standardabweichung
betrug dabei 17 %.

Um sicher zu gehen, dass bei den Verbindungen 5 und 9 tatséchlich eine signifikante Ver-
besserung der Affinitat vorliegt, wurden diese Verbindungen zusatzlich zum Fluoreszenz-
Assay von Maren Kuhnert in einem Thermal Shift Assay vermessen. Beim Thermal Shift
Assay untersucht man, ab welcher Temperatur ein Protein denaturiert. Wird dieses Protein
von einer Verbindung, wie zum Beispiel einem Inhibitor stabilisiert, erhéht sich die Tem-
peratur, bei der die Denaturierung beginnt. Bestimmt wird dies durch die Anlagerung eines in
Wasser gequenchten Fluoreszenzfarbstoffs an die hydrophoben Bereiche des Proteins, die bei
Denaturierung nach auRen gekehrt werden. Durch das Binden an diese hydrophoben Bereiche

kommt es zu einem Fluoreszenzanstieg, der dann detektiert wird. [69]

Die Verbindungen 1, 5 und 9, welche sich nach den Ergebnissen des kompetitiven Fluores-
zenz-Assays jeweils um den Faktor 2-3 im K; unterscheiden, zeigen im Thermal Shift Assay
denselben Trend: 1 <5 < 9 (Abbildung 44).
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Abbildung 44: Ergebnisse des Thermal Shift Assays fiir die HIV-Protease ohne Inhibitor
(DMSO) und mit Zusatz der Verbindungen 1, 5 und 9.
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Im ersten Designzyklus konnte also eine Verbesserung der Affinitit von Verbindung 5 gegen-
uber Verbindung 1 um den Faktor zwei und eine Verbesserung der Affinitat von Verbindung
9 gegenuber Verbindung 1 um den Faktor sechs erreicht werden. Diese Ergebnisse liel3en
hoffen, dass durch weitere Optimierung der Substituenten die Affinitat bis in den zweistellig
nanomolaren Bereich gesteigert werden konnte ohne das Molekulargewicht zu erhéhen. Drei-
dimensionale Strukturinformationen tber die dreiarmigen Inhibitoren sollten helfen dieses
Ziel zu erreichen.

3.4 Rontgenstrukturanalyse

Ina Lindemann und Martin Stieler gelang es von sechs der neun synthetisierten Verbindungen
eine Kiristallstruktur in Komplex mit der HIV-Protease aufzuklaren. [70, 71]

Zunéchst fallt auf, dass der Bindungsmodus grundsatzlich dem von AB111 gleicht. Die
Taschenbesetzung des dritten Arms (R3) ist in allen geldsten Strukturen die S2-Tasche, wie
im Docking mit den verwendeten FlexX-Versionen ab LeadlT 1.0.0 vorhergesagt wurde.

Verbindung 1 ist der dreiarmige Inhibitor, der AB111 am ahnlichsten ist. Die Uberlagerung
mit der Struktur von AB111 bestétigt den grundséatzlich gleichen Bindungsmodus (Abbildung
45, links), weshalb hier auch nicht erneut die Wechselwirkungen von R1 und R2 dieses Inhi-
bitors diskutiert werden (vergleiche hierfur Abbildung 29 und [52]). Der CF3-Substituent
kommt, wie bei allen untersuchten dreiarmigen Inhibitoren, nicht in der S1°-, sondern in der
S2-Bindetasche zum Liegen. Im Gegensatz zu der im Docking vorhergesagten Lage ist der
Substituent etwas verschoben, sodass er nicht mit den Stickstoffatomen des Riickgrats von
Aspartat 29 und 30 interagiert, sondern mit dem Riickgrat und der Seitenkette von Aspartat
30. Der geringe Abstand von 2,8 A des einen Fluor-Atoms zu der Seitenkette von Aspartat 30
gibt einen Hinwies darauf, dass das Aspartat in dieser Struktur sehr wahrscheinlich protoniert
vorliegt. Es ist bekannt, dass der pKa-Wert von titrierbaren Gruppen in Proteinen durch die
Umgebung stark beeinflusst wird. So ist zum Beispiel der pK;, des Aspartats im Protein Intein
um zwei Einheiten auf einen pK, von 6,1 verschoben. [72] Die leicht sauren Kristallisations-
bedingungen (pH 5,5) und die Tatsache, dass die Seitenkette des Aspartats 30 flexibel ist und
sich ebenfalls wegdrehen konnte (vergleiche Abbildung 51) bekréftigen diese Vermutung.
Das dritte Fluor-Atom koordiniert an ein Wasser, was seinerseits mit Glycin 48 wechselwirkt.
Es sei an dieser Stelle erwahnt, dass Wasserstoffbriickenbindungen von organisch
gebundenem Fluor aufgrund der schlechten Orbitaliiberlappung relativ schwach sind [61],
sodass hier trotz der drei beobachteten Wechselwirkungen zum Protein Raum fir eine Opti-
mierung besteht.
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Abbildung 45: Links: Kristallstruktur von Verbindung 1 in Orange (PDB-Code 3QRM)
uberlagert mit der Kristallstruktur von AB111 in Grau (PDB-Code: 2QNN).
Rechts: Wechselwirkungen von Verbindung 1 mit der HIV-Protease in der S2-

Tasche.

Die von FlexX vorhergesagte Wechselwirkung des exozyklischen sekunddaren Amins zum
Aspartat 25 zeigt sich in allen Kristallstrukturen. Allerdings ergibt sich fir die Wasserstoff-
briickenbindung ein etwas ungunstiger Winkel von 64,4°, was den Beitrag dieser Wechsel-
wirkung zur Bindungsenergie verringern durfte. Gezeigt ist dies in Abbildung 46 ebenfalls am
Beispiel der Struktur von Verbindung 1.

Abbildung 46: Bindungswinkel der Interaktion des exozyklischen sekundaren Amins der
Verbindung 1 zum Aspartat 25 (PDB-Code: 3QRM).

Von Verbindung 2 wurde ebenfalls eine Rontgenstruktur in Komplex mit der HIV-Protease
erhalten, welche eine zur Dockinglosung sehr &@hnliche Anordnung des Inhibitors zeigt (Ab-
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bildung 47, links). Der Brom-Substituent interagiert, wie erwartet, mit dem Arginin 8 (Ab-
bildung 47, rechts), diese Wechselwirkung bringt aber leider, wie der Affinitatswert zeigt,
keinen Vorteil gegenilber der CF3-Gruppe.

Abbildung 47: Links: Kristallstruktur von Verbindung 2 in Grin berlagert mit der Docking-
I6sung in Grau. Rechts: Wechselwirkungen von Verbindung 2 mit der HIV-
Protease in der SI -Tasche.

Der flexible Propylphenyl-Substituent der Verbindung 4 kommt in der Réntgenstruktur, wie
im Docking vorhergesagt, der Lange nach in der S1-Tasche zum Liegen (Abbildung 48). Er
verschlechtert den K; um einen Faktor von zwei, was vermutlich durch einen Entropieverlust
durch die zwei zusatzlichen freidrehbaren Bindungen zu erklaren ist.

Abbildung 48: Links: Kristallstruktur von Verbindung 4 in Violett (PDB-Code: 3QBF)
uberlagert mit der Dockinglésung in Grau. Rechts: Lage von Verbindung 4 in
der S1-Tasche.

Verbindung 5 zeigt eine Verbesserung des Hemmwerts um den Faktor zwei. Wie die Ront-
genstruktur zeigt, ist dies vermutlich auf zusatzliche van der Waals Interaktionen in der Mul-
de der S1-Tasche und eine Kationen-n-Wechselwirkung des Nitrils mit dem Arginin 8
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zurlickzufuhren. Im Vergleich mit dem Nitril-substituierten zyklischen Harnstoff (Abbildung
38) féllt jedoch auf, dass hier der Substituent aus einem leicht veranderten Winkel noch etwas
tiefer in die Subtasche ragt. Von dem Methylether, der ebenfalls zur Besetzung dieser Mulde
synthetisiert wurde, konnte bisher keine Rontgenstruktur erhalten werden. Da er aber einen
um den Faktor vier schlechteren Hemmwert aufweist als Verbindung 5, ist es unwahr-

scheinlich, dass er die kleine Subtasche besetzen kann.

Abbildung 49: Links: Kristallstruktur von Verbindung 5 in Grin tberlagert mit der
Dockinglosung in Grau; Rechts: Kristallstruktur von Verbindung 5 in Griin
uberlagert mit dem Liganden aus der Kristallstruktur von 1T7K in Grau.

Fur Verbindung 7 konnte ebenfalls eine Kristallstruktur gelést werden. Der Carboxamid-Sub-
stituent befindet sich hier, wie bei AB111, in der S2-Tasche und besetzt dort nahezu die
gleiche Position. Bei dem dreiarmigen Inhibitor ragt der Arm minimal weniger weit in die S2-
Tasche hinein, was aber nicht zu einer Verschlechterung des Wasserstoffbriickennetzwerks
fuhrt.

Abbildung 50: Links: Kristallstruktur von Verbindung 7 in Violett (PDB-Code: 3QRS)
uberlagert mit der Kristallstruktur von AB111 in Grau; Rechts:
Wechselwirkungen von Verbindung 7 mit der HIV-Protease in der S2-Tasche.
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Der aktivste Inhibitor dieser Serie, Verbindung 9, zeigt in der Rontgenstruktur die im
Docking vorhergesagten giinstigen Wasserstoffbriickenbindungen. Es ist verbliffend, dass der
Inhibitor durch diese beiden Wasserstoffbriickenbindungen eine sechsfach bessere Affinitét
aufweist als Verbindung 1 und Verbindung 7. Das liegt vermutlich daran, dass bei Ver-
bindung 1 die CF3-Gruppen nur schwache Wasserstoffbriickenbindungen bilden und bei Ver-
bindung 7 nur eine Wasserstoffbriickenbindung direkt zum Protein besteht. Die anderen bei-
den Interaktionen werden uUber Wasser vermittelt und kénnten deshalb von schwécherer Natur
sein. Auch ist zu erwdhnen, dass die Bindungswinkel von Verbindung 9 zum Aspartat 30
nahezu ideal sind. Um dies zu verdeutlichen, ist in Abbildung 51 der Bindungsmodus des
Inhibitors aus zwei verschiedenen Perspektiven dargestellt.

Abbildung 51: Wechselwirkungen von Verbindung 9 mit der HIV-Protease in der S2-Tasche
aus zwei unterschiedlichen Perspektiven der Kristallstruktur (PDB-Code:
3QPJ).

Anhand von Verbindung 1 ist der allgemeine Bindungsmodus der dreiarmigen Pyrrolidin-
basierten Inhibitoren in Abbildung 52 schematisch gezeigt.
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Abbildung 52: Schematische Darstellung des Bindungsmodus der dreiarmigen Pyrrolidin-
basierten Inhibitoren am Beispiel von Verbindung 1.
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3.5 Optimierung der einzelnen Substituenten
3.5.1 Optimierung R1
3.5.1.1 Design

Da aus den Kiristallstrukturen ersichtlich wurde, dass die S1°‘-Bindetasche unbesetzt bleibt,
sollte im néchsten Designzyklus versucht werden, ausgehend von R1 einen Teil dieser Tasche
zu adressieren ohne jedoch das Molekulargewicht signifikant zu erhéhen. Auf Grund der
kommerziellen Verfugbarkeit und einfachen Darstellbarkeit bot es sich zunéchst an, einen
Chlor-Substituenten in ortho-Position des Phenylsulfonamids einzufiihren. Die Carboxamid-
Gruppe in para-Position sollte beibehalten werden. Andreas Blum konnte mit der Einflihrung
eines Chloratoms bereits eine Affinitatssteigerung innerhalb seiner Serie um den Faktor drei
erreichen. Da die von ihm synthetisierten Molekiile symmetrisch sind, ist allerdings unklar,
welches der beiden Chlor-Atome zu der Affinitatssteigerung in welchem Umfang beitrégt.
Auch wurde der ortho-Chlor-Substituent zuvor nicht mit der para-Carboxamid-Gruppe
kombiniert.

Vergleicht man die Struktur von Verbindung 1 mit der Struktur des von Andreas Blum syn-
thetisierten Chlor-substituierten Inhibitors (Abbildung 54), wird deutlich, dass der neu einzu-
fuhrende Chlor-Substituent ausgehend von der S2°-Tasche in die freie S1°-Tasche zeigen
sollte. Die durchgefiihrten Dockingexperimente bestatigen diese Annahme. Die in Abbildung
53 rechts gezeigte Dockinglésung wird von FlexX mit einem Score von -47 bewertet und
somit etwas besser als die Ausgangsverbindung 1.

Abbildung 53: Links: Kristallstruktur von Verbindung 1 in Orange (PDB-Code: 3QMR)
uberlagert mit der Kristallstruktur des von Andreas Blum dargestellten Chlor-
substituierten-Inhibitors (PDB-Code: 2QNQ) in Grau; Rechts: Dockinglésung
fir die ortho-Chlor-para-Carboxamid-substituierte Verbindung 45.
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Konstanter Molekilteil Verbindung | R1 FlexX-Score
1 0 -45
o\ /,O
\§,R1 %O/(NHZ
NHz N
Ha

F3C CF3 NH,

Tabelle 7: Im zweiten Designzyklus fir die Synthese ausgewahlter Substituent fur R1

3.5.1.2 Synthese

Die Synthese der Verbindung 45 erfolgte analog der Synthese auf Seite 45, Schema 7 und ist
in folgendem Schema mit Reagenzien und Ausbeuten gezeigt.

Cl

OO0 CN
BOC 'S-
4-CN-Ph-SO:Cl N NH 4-CFs-BnBr
d DIPEA d Cs2C03
_—
DCM N MeCN
FsC BOC 75% FoC BOC 85%
35 46
cl cl o}
CN 0 o
BOCQ\SP 1. H;0; X ,,
K2COs

DMSO ;
2. HCI
BOC Et20, EtOAc

18%

Schema 9: Syntheseroute zur Darstellung von Verbindung 45

3.5.1.3 Affinitatsbestimmung

Die Einfihrung des Chlor-Substituenten bringt eine Affinitatssteigerung um den Faktor zwei
mit sich. Da es sich nur um ein neu eingefugtes Atom handelt, wird auch die Liganden-
effizienz minimal gesteigert.
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Name Formel Ki (uM) MW (g/mol) | LE (kcal/mol)
Ausgangsverbindung

1 o 51 601 -0,18
Optimierung R1

45 g'Dj 2,1 635 -0,19

Tabelle 8: Ergebnisse der Affinitatsbestimmung fir Verbindung 45 gegenuber der HIV-
Protease

3.5.1.4 Kristallstrukuranalye

Martin Stieler gelang es, von Verbindung 45 eine Kristallstruktur zu lésen, die zu einigen
uberraschenden Erkenntnissen flhrte. Es zeigte sich, dass der Chlor-Substituent nicht wie er-
wartet in Richtung der S1-Tasche zeigt sondern das gesamte Benzensulfon in Richtung dieser
Tasche verschoben ist und sich der Chlor-Substituent zum Isoleucin 84°¢ ausrichtet
(Abbildung 54). Dadurch kommt auch ein anderes Wasserstoffbriickennetzwerk in der S2°-
Tasche zu Stande. Leider bildet bei dieser Anordnung nur der Stickstoff der Carboxamid-
Gruppe eine Wasserstoffbriickenbindung zum Protein aus. Der Carbonyl-Sauerstoff bleibt
ohne Bindungspartner. Dass die Verbindung trotzdem eine gesteigerte Affinitat aufweist,

zeigt, wie vorteilhaft der Chlor-Substituent fur die Affinitat sein muss.
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~ /"

Abbildung 54: Rontgenstruktur der Verbindung 45 (grin) in Komplex mit der HIV-Protease.
Links: Uberlagert mit der Dockinglosung in Violett. Rechts: Interaktionen
des Carboxamids in der S2 ~Tasche.

Die gesteigerte Affinitat konnte allerdings auch noch einen anderen Grund haben. In der
Kristallstruktur befindet sich noch ein anderer, um etwa 180° gedrehter Bindungsmodus fur
den Inhibitor mit einer Besetzung von etwa 38 % (Abbildung 55 und 56). [71] Der zweite
Bindungsmodus ermdglicht keine Wechselwirkungen der Sulfonamid-Gruppe zu den
Isoleucinen 50 und 50°. Auch der exozyklische sekundére Stickstoff findet keine
Wechselwirkungen zum Protein.

Asp29'

Abbildung 55: Rontgenstruktur der Verbindung 45 in Komplex mit der HIV-Protease. Links:
Bindungsmodus 1 mit 62 % Besetzung und zahlreichen Wechselwirkungen zum
Protein. Rechts: Bindungsmodus 2 mit 38 % Besetzung und vergleichsweise
wenigen Wechselwirkungen zum Protein.
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Abbildung 56: Uberlagerung der beiden Bindungsbodi in der Rontgenstruktur von
Verbindung 45 in Komplex mit der HIV-Protease unter Angabe der Besetzung
in Prozent.

Dass diese Anordnung zu 38 % auftritt, konnte durch die optimale Lage des Chloratoms, in
Bezug auf die Form der Bindetasche, bei dieser Konformation erklart werden. (Abbildung
57).

Es sei erwéhnt, dass der zweite Bindungsmodus nur bei den Verbindungen 45 beobachtet
wird. Weder die Inhibitoren von Andreas Blum noch andere dreiarmige Inhibitoren zeigen
einen zweiten Bindungsmodus, wobei die entsprechenden Strukturen eine ausreichende Auf-
I6sung besitzen, um einen solchen erkennen zu kénnen.

Abbildung 57: Rontgenstruktur der Verbindung 45 in Komplex mit der HIV-Protease. Lage
des Chlor-Substituenten der Konformation 2.
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3.5.2 Optimierung R2
3.5.2.1 Design

Mit Hilfe der gewonnenen Informationen aus der Kristallstruktur von Verbindung 5 sollte der
Substituent R2 weiter verbessert werden. Da das Nitril nach unten in eine Mulde der S1- Ta-
sche zeigt, ist die freie para-Position des Aromaten genau auf das Arginin 8 gerichtet. Die
Idee war nun, einen Substituenten mit negativer Partialladung einzufiihren, um an Affinitat zu
gewinnen. Ein Fluor-Substituent bot sich an, da das entsprechende Edukt kommerziell erhalt-
lich war. Im Docking zeigte sich, dass die gewinschte Wechselwirkung zum Arginin 8 mog-
lich ist (Abbildung 58). Die Bewertung der Pose durch FlexX mit einem Score von -44 ist et-
was besser als bei der Vergleichsverbindung 5, welche einen Score von -42 aufwies (Tabelle
9).

Abbildung 58: Dockinglosung der um ein Fluor-Atom ergénzten Verbindung in Orange
uberlagert mit der Kristallstruktur von Verbindung 5 in Grin.

Konstanter Molekilteil Verbindung | R2 FlexX-Score
5 -42
o}
0 o/®//< CN
\\S'/ NH2
NH '{‘\RZ
'4—{ 48 44
N+
FaC e CN
F

Tabelle 9: Im zweiten Designzyklus fiir die Synthese ausgewahlter Substituent fir R2

3.5.2.2 Synthese

Die Synthese von Verbindung 48 erfolgte nach Schema 7 (Seite 45). Die entsprechenden Rea-
genzien und Ausbeuten der letzten vier Stufen sind in Schema 10 gezeigt.
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o
0 0 CN 00
BOC ‘S'/O/ BOC ‘§’®/I<NH2
N NH H202 N NH 4-F-3-CN-BnBr
L ; K2COs - § Cs2C03
_— —_—>
N DMSO N MeCN
FiC BOC 94% FsC BOC 73%
36 49
1% o
O O O O
BOC s

8- = gt @

Schema 10: Syntheseroute zur Darstellung von Verbindung 48

3.5.2.3 Affinitatsbestimmung

Leider ergab sich durch die Einflhrung des Fluorsubstituenten eine Verschlechterung der
Affinitat um den Faktor zwei (Tabelle 10).

Name Formel K (uM) MW (g/mol) | LE (kcal/mol)
Ausgangsverbindung
5 0 2,6 558 -0,20
Optimierungsversuch R2
48 5,0 576 -0,18
! O¢§,®/KNH
ol=ges

Tabelle 10: Ergebnisse der Affinitatsbestimmung fir Verbindung 48 gegenlber der HIV-
Protease
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Das konnte an einer durch das Fluor-Atom erhdhten Desolvatations-Energie liegen. Leider
konnte bisher keine Kristallstruktur dieses Inhibitors in Komplex mit der HIV-Protease
erhalten werden.

3.5.3 Optimierung R3
3.5.3.1 Design

Den mit Abstand vielversprechendsten Substituenten fir die R3-Position stellt die Hydroxy-
Gruppe dar. Die Kristallstruktur von Verbindung 9 in Komplex mit der HIV-Protease zeigt,
dass durch Einfiihrung einer zweiten meta-Hydroxy-Gruppe am Aromaten zusétzliche Was-
serstoffbriickenbindungen zum Glycin 48 und zu einem Wassermolekul mdglich sein sollten.
Im Docking werden diese von FlexX gefunden (Abbildung 59) und die Dockinglésung mit
einem sehr guten Score von -58 bewertet (Tabelle 11). Die Vergleichsverbindung 9 hatte mit -

51 einen deutlich niedrigeren Score gezeigt.

Abbildung 59: Dockinglésung der um eine weitere Hydroxy-Gruppe erganzten Verbindung
in Violett Uberlagert mit der Kristallstruktur von Verbindung 9 in Grin.

Eine weitere Idee Verbindung 9 zu optimieren, ergab sich aus der Kristallstruktur von Verbin-
dung 45. Uberlagert man die zweite Konformation der Kristallstruktur von Verbindung 45 mit
der Kristallstruktur von Verbindung 9 zeigt sich, dass das Einfiihren eines Chlor-Substi-
tuenten in Verbindung 9 vorteilhaft sein konnte. Zwar liegen die Aromaten der beiden Ver-
bindungen nicht optimal bereinander (Abbildung 60, links), jedoch ergaben Docking-
experimente, dass eine sinnvolle Ausrichtung eines ortho-Chlor-meta-Hydroxy-Aromaten in
der S2-Tasche moglich wére (Abbildung 60, rechts). Allerdings kénnen nun nicht mehr die

gleichen Wasserstoffbriickenbindungen von der Hydroxy-Gruppe zum Protein gebildet wer-
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den wie in Verbindung 9. Anstelle der Wechselwirkung zur Seitenkette des Aspartats 30 tritt
eine zweite Wechselwirkung zu dem Ruckgrat dieser Aminosaure auf. Der Score ist mit -50
gegenuber Verbindung 9 (Score von -51) allerdings nicht verbessert (Tabelle 11). Die Verbin-
dung 52 wurde dennoch dargestellt, um experimentell zu klaren, ob eine gewinnbringende

Wechselwirkung hier mdglich ist.

o

Asp30

Abbildung 60: Links: Uberlagerung der Kristallstrukturen von Verbindung 9 in Griin mit der
von Verbindung 45 in Grau. Rechts: Dockingldsung der um ein Chlor-Atom
erganzen Verbindung in Orange.

Konstanter Molekilteil Verbindung R3 FlexX-Score
9 -51
HO\&
0
0 0
s NH, 51 -58

+
R3/N,’|_-|2 N Ho\di
:N+ OH
H2

52 cl -50
HO

Tabelle 11: Im zweiten Designzyklus fiir die Synthese ausgewahlte Substituenten fir R3
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3.5.3.2 Synthese

Die Synthese von Verbindung 51 und 52 erfolgte nach Schema 8 (Seite 47). Die Reagenzien

und Ausbeuten der reduktiven Aminierung und der Entschiitzung sind in Tabelle 12 flr die

beiden neuen Verbindungen aufgefihrt.

R3 Schritt A Schritt B
Reagenzien Ausbeute | Reagenzien Ausbeute
51 3,5-Dihydroxybenzaldehyd, * HCl in Et,0, EtOAC 26 %
Molsieb 4A, NaBH,, MeOH
HO (Uber 2
or Stufen)
52 o 2-Chloro-3-Hydroxy- 53 % HCIl in Et,0, DCM 67 %
“05 benzaldehyd, Molsieb 4A,
NaBH,, MeOH

Tabelle 12: Reagenzien und Ausbeuten der Schritte A und B. * Das Produkt wurde nicht
charakterisiert, sondern direkt weiter umgesetzt.

3.5.3.3 Affinitatsbestimmung

Leider fuhrten die Variationen an R3 nicht zu einer Steigerung der Affinitat (Tabelle 13). Bei
Verbindung 52 erklart sich das relativ einfach, da der Affinitatsgewinn durch das Chlor-Atom
den Affinitatsverlust durch die verdnderte Lage der Hydroxy-Gruppe (vergleiche Abbildung
60) vermutlich nicht ausgleichen kann. Bei Verbindung 51 lasst die Dockinglosung keine Er-
klarung fur einen Affinitatsverlust zu, selbst wenn man die erhéhte Desolvatationsenergie be-
ricksichtigt,

sollten die neuen Wasserstoffbriickenbindungen diesen

Effekt (ber-

kompensieren. Eine Rontgenstruktur sollte helfen dieses tberraschende Ergebnis zu erklaren.

Name

Formel

Ki (uM)

MW (g/mol)

LE (kcal/mol)

Ausgangsverbindung

9

o

°-s"'l®/«w2
H T
N/ N.
d K;f
H
CF3

0,86

549

-0,22
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Optimierungsversuche R3

51 O/@/f 2,2 565 -0,20
°2+3
52 ? 3,4 583 -0,19

2

Oo&O/«NH
Ho§
a NN
H
CFs

Tabelle 13: Ergebnisse der Affinitatsbestimmung fir Verbindung 51 und 52 gegeniber der
HIV-Protease

3.5.3.4 Kristallstrukuranalye

Ina Lindemann gelang es, den Bindungsmodus von Verbindung 51 in Komplex mit der HIV-
Protease durch Kristallstrukturanalyse aufzuklaren. Die im Docking vorhergesagten Wechsel-
wirkungen kommen zu Stande, sodass eine Affinitatssteigerung zu erwarten wére. Der Grund
fur den Verlust an Affinitat konnte im Wassernetzwerk des Proteins zu finden sein. Die neu
eingefuhrte Hydroxy-Gruppe kommt einem konservierten Wassermolekil (Abbildung 61, in
Blau) sehr nahe, sodass sich Verschiebungen im urspriinglichen Wassernetzwerk ergeben.

Met46°

Konserviertes/

Wasser ©

Abbildung 61: Rontgenstruktur von Verbindung51 in Komplex mit der HIV-Protease(PDB-
Code: 3QRO) mit Wassermolekiilen in Rot. Wassermolekile aus der
Kristallstruktur von Verbindung 9 sind in Blau zum Vergleich gezeigt. Das mit
einem Pfeil gekennzeichnete Wassermolekiil ist Gber alle Strukturen der
dreiarmigen Inhibitoren konserviert.

Bisher wird der Beitrag dieser Wassernetzwerke zur Bindungsenergie nicht adéquat in

Dockingprogrammen berticksichtigt.
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3.5.4 Ersatz des exozyklischen Stickstoffs durch ein Schwefel-Atom
3.5.4.1 Design

Ein Grund dafir, dass sich durch die bisherigen Variationen der Substituenten keine deutliche
Affinitatssteigerung erreichen lieB, konnte die relativ groRe Desolvatationsenergie sein, die
benotigt wird, um einen bei dem vorliegenden pH-Wert von 5,5 zweifach positiv geladenen
Liganden in der Bindetasche zu vergraben. Auch weist die Wechselwirkung des exo-
zyklischen sekunddren Amins zu dem Aspartat 25, wie in Abbildung 46 gezeigt, einen
ungunstigen Winkel auf. Deshalb sollte der exozyklische Stickstoff durch ein Schwefel-Atom
ersetzt werden (Abbildung 62). Durch die raumliche Ndhe zum Aspartat 25 eignet sich ein
Schwefelatom, welches weniger elektronegativ ist und eine héhere Polarisierbarkeit aufweist,

besser als ein Sauerstoffatom.

Ile50/50' 1le50/50'
T Pt
N N
(0] h 1
S2 S2' S2' ; H S2
FaC ¥ P FaC i 7

59 S S
Q H \\SII N H 2 O\\SIIO N H 2
| |
NN — s, N

/ ": 4,
H ( , (
N N
PN CFs H H CFs
[ ~O_ O_l' ‘\O_

St % s1 s1 s1'
L(go OJHI ngo o)ﬁf

Asp25/25' Asp25/25'

Abbildung 62: Schematische Darstellung des Ersatzes des exozyklischen Stickstoffs (links)
durch ein Schwefel-Atom (rechts)

Zur Synthese wurden fur R3 der CFs-Substituent (Verbindung 54) und der Carboxamid-Sub-
stituent (Verbindung 55), sowie ein unsubstituierter und dadurch kleinerer Benzyl-Rest (Ver-
bindung 53) ausgewéhlt. Dockingexperimente zeigten, dass ein Austausch des exozyklischen
Stickstoffs durch ein Schwefel-Atom bei gleicher Taschenbesetzung grundsétzlich moglich
sein sollte. Da Schwefel groier als Stickstoff ist kommt R3 nicht genau an derselben Position
zum Liegen, findet aber dennoch bei entsprechender Dekoration Wasserstoffbriickenpartner
(Abbildung 63). Das Carboxamid konnte in der S2-Tasche zudem ein konserviertes Wasser-

molekdl verdrangen.
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Abbildung 63: Mdgliche Interaktionen der Thioether-Derivate in der S2-Bindetasche
der HIV-Protease. Links: Dockinglésung fir Verbindung 54 in Violett.
Rechts: Dockinglésung fiir Verbindung 55 in Grun. Das moglicherweise
von Verbindung 55 verdrangte Wasser ist als Kreuz dargestellt.

Die Dockinglosungen der Thioether-Derivate werden generell schlechter bewertet als die der
Vergleichsverbindungen (Tabelle 14), was aber vermutlich daran liegt, dass die Wasserstoff-
briickenbindung des exozyklischen Stickstoff-Atoms wegfallt und FlexX die Desolvatations-

energie nicht ausreichend berlcksichtigen kann.

Konstanter Molekalteil Verbindung R3 FlexX-Score

53 % -47
o
Q\§8®/I<N " 54 Q/& -41
N.

CF3
55 -45

NH,

Tabelle 14: Im zweiten Designzyklus fiir die Synthese ausgewahlte Substituenten fir R3 der
Thioether-Derivate

3.5.4.2 Synthese

Die bisher verwendete Synthese zur Desymmetrisierung ist auf unterschiedlich dekorierte

Stickstoff-Atome festgelegt. Um eine Thioether-Funktionalitat einzufligen, bedurfte es daher
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einer neuen Syntheseroute. In Zusammenarbeit mit Kerstin Linde wurde eine Methode ent-
wickelt, die es ermdglicht, mittels einer Eintopf Mitsunobu-Staudinger Reaktion einen
Alkohol in ein Amin zu tberfilhren (Schema 12). [73] Ahnlich wie bei der Umsetzung des
Bisazids 15 zum Monoazid 32 (Schema 6, Seite 43) mittels Staudinger-Reaktion, ergibt sich
hier aus der sterischen Hinderung eine Selektivitat fur die Umsetzung nur eines Sauerstoffs.
Die Ausbeuten waren allerdings mit 62 % etwas schlechter. Dennoch ist die hier entwickelte
Methode zur Darstellung des (3S,4R)-3-Amino-4-Hydroxy-Pyrrolidins (Verbindung 58) den
literaturbekannten Synthesewegen in Bezug auf die Anzahl der Stufen und die Gesamt-
ausbeute Uberlegen. Unserem Wissen nach gibt es bisher nur eine verdffentlichte Synthese-
route, welche von kommerziell erhéltlichen Edukten ausgeht. Diese sechsstufige Sequenz ver-
wendet verhaltnisméaRig teure Ausgangsmaterialien und hat eine Gesamtausbeute von nur 7 %
[74], wahrend die fur diese Arbeit entwickelte Route ausgehend von Weinséure die Zielver-
bindung 58 in vier Stufen und einer Gesamtausbeute von 26 % liefert. Weiterhin existieren in
der Literatur einige Methoden, welche das am Stickstoff ungeschiitzte Derivat, Verbindung
57, ergeben. Die effizienteste Route liefert Verbindung 57 flinf Schritten mit einer Ausbeute
von 33 %. [75] Allerdings waren fur die selektive Schitzung des sekundaren Amins zwei
weitere Schritte notwendig [76, 77], die fir dieses Molekil bisher nicht beschrieben sind.
Schema 11 fasst die Moglichkeiten zur Darstellung des (3S,4R)-3-Amino-4-Hydroxy-

Pyrrolidins nochmal zusammen.

O

~( % HOZCIO H
N _ _ HO” “CO,H
BOC 6 Schritte 4 Schritte o
D-(-)-Weinsaure
24 / 0 10
7% 26%
HO  NH,

N

BOC

58

TT 2 Schritte
(@ HO  NH,

NH 5 Schritte Z—§
—_—
)/ 33% N
56 57
Schema 11: Mdéglichkeiten zur Darstellung von Verbindung 58
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Im ndchsten Schritt wurde der Alkohol mit TBDMSCI geschitzt und das primare Amin
analog Schema 7 (Seite 45) dekoriert. AnschlieBend wurde der Alkohol entschutzt und mittels
Mesylchlorid in eine Abgangsgruppe uberfihrt. Diese Abgangsgruppe wurde gewahlt, da sie,
wie in der Literatur beschrieben, bei ahnlichen Reaktionen bereits erfolgreich eingesetzt
wurde. [78] Die Ausbeuten dieser Route waren bis zu diesem Punkt durchgehend zufrieden-
stellend. Die letzten beiden Schritte stellen die Substitution der gebildeten Abgangsgruppe
durch ein Thiol und die Entschutzung dar. Leider konnte trotz mehrerer Versuche unter
Variation der Temperatur, des Lésungsmittels und der Base die Ausbeute dieser Schritte nicht
signifikant verbessert werden. Sie liegt bei 5-17 % uber zwei Stufen. Durch die lange Route
von 15 Stufen und die schlechten Ausbeuten, konnten die drei synthetisierten Verbindungen

nur mit einer Reinheit von > 80 % dargestellt werden.
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Schema 12: Syntheseroute zur Darstellung der Thioether-Derivate
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3.5.4.3 Affinitatsbestimmung

Die beiden Thioether-Derivate, zu denen ein Stickstoffanalogon existiert (Verbindung 54 und

55), weisen einen um den Faktor zwei bis drei verbesserten Affinitatswert auf. Da dies aber

keine deutliche Verbesserung darstellt und die Synthese der Thioether-Verbindungen

Schwierigkeiten bereitete, wurde diese Verbindungsklasse nicht weiter verfolgt. Die K;-

Werte, das Molekulargewicht und die Ligandeneffizienz der Thioether-Verbindungen sowie

der Stickstoff-Analoga sind in Tabelle 15 gegentibergestellt.

Name Formel Ki (uM) MW (g/mol) | LE (kcal/mol)
Ausgangsverbindungen
1 o 51 601 -0,18
7 O@/E 53 576 -0,18
Ersatz des Stickstoffatoms durch ein Schwefel-Atom
53 7 3,6 550 -0,20
O¢§,®/«NHZ
SEL
H CF3
54 o : 7 1,6 618 -0,19
55 7 3,3 593 -0,19

00
“?I/,@/(NHZ
s N
H; —Q
o CF3
NH,

Tabelle 15: Ergebnisse der Affinitatsbestimmung fur die Thioether-Verbindungen gegentiber

der H

IV-Protease
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Eine Kristallstruktur der Thioether-Derivate konnte trotz mehrerer Versuche bisher leider

nicht erhalten werden.

3.5.5 Kombination der besten Arme
3.5.5.1 Design

Da weitere Optimierungen der einzelnen Substituenten wenig vielversprechend erschienen,
wurden die besten Substituenten der ersten beiden Designzyklen ausgewéhlt und in einem Li-
ganden kombiniert. Da der Hydroxy-Substituent an Position R3 zu der mit Abstand grof3ten
Affinitatssteigerung gefuhrt hatte, sollte dieser Rest in jedem Fall inkooperiert werden.
Dockingexperimente zeigten weiterhin, dass die Kombination mit dem Nitril-Substituenten
fir R2 und dem Chlor-Substituenten fiir R1 gut geeignet sein sollte (Abbildung 64). Auch der
Score ist mit -56 gegentber -51 flr Verbindung 9 deutlich besser (Tabelle 16).

s N1e50/50

‘ Asp25/25 Y
D> '
Abbildung 64: Dockinglésung fur Verbindung 66 als Kombination der besten Substituenten

Verbindung FlexX-Score

9 O -51

0 9
\‘S"/O/KNHQ
e 0
NH; N
Hod [N+;
Hy
CF3
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66 cl o] -56
o O

e Nb

Tabelle 16: Im dritten Designzyklus fir die Synthese ausgewahlte Verbindung als
Kombination der besten Substituenten

Die Substituenten kommen in der Dockinglésung etwa dort zu liegen, wo sie sich auch in der
Kristallstruktur befinden (Abbildung 65). Man beachte, dass hier nicht in die Struktur von
Verbindung 1 sondern in die Struktur von Verbindung 9 gedockt wurde. Hier fand FlexX auf

Rang 2 die L6sung, in der der Chlorsubstituent zum 11e84° gedreht ist.

S2

%

Abbildung 65: Dockinglésung fur Verbindung 66 in Orange (berlagert mit den entsprechenden
Kristallstrukturen von Verbindung 45, 5 und 9 (PDB-Code: 3QPJ) in Grau.

Um sicher zu gehen, dass sich der Chlorsubstituent und der Nitril-Substituent gegenseitig
nicht storen, etwa weil eine minimal andere Ausrichtung des Grundgerists fir die Reste er-
forderlich ist, wurden auch die Inhibitoren dargestellt, die jeweils nur den Hydroxy-Rest mit
einem der beiden Substituenten kombinieren. Somit wurden folgende drei Kombinationen

dargestellt:

cl 0 O Cl 0

o}?/@J( o OO’O/K
ddb dfﬁb ddb

65
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Sollte die SAR additiv sein, wie im Fall der Verbindungen von Andreas Blum [52], missten
sich Affinitatswerte von etwa 0,36 puM, 0,44 uM und 0,18 uM fir diese drei Verbindungen
ergeben (Abbildung 66).

o

o, '('),@/KN H,
HoS
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Fol CFs
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O D//(N H, OeS'I,Q/(N H,
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N, N, v,
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Berechnet: 0,36 uM Berechnet: 0,44 pM Berechnet: 0,18 pM

Abbildung 66: Berechnung der K;-Werte der kombinierten Inhibitoren bei Annahme einer
additiven SAR.
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3.5.5.2 Synthese

Die Synthese erfolgte analog zur Syntheseroute fir die Variation an R3 (Schema 8, Seite 47).

O 0]
OS”/R’I OS”’R1 OS”/R’I
R1-SOCI R2-Br H202
", gNHZ pPEA §NH _Gs:C0s Ns, ; “R2 K:COs Na, N-R2
N MeCN DMSO N
BOC BOC BOC
32 67 68 69
(0] (0]
. L TN o Os'um
Staudinger i reduktive N 2
Reduktion H2N¢_ N-R2 Amm|erung R3— : ~R2 DCM R3/
BOC
70 71 72

Schema 13: Syntheseroute zur Einfiihrung der besten Substituenten

Da zur Kombination der besten Substituenten aller drei Reste (R1-R3) von Anfang an variiert
werden muss (Schema 13), sind in Tabelle 17 aus Griinden der Ubersichtlichkeit lediglich die

Gesamtausbeuten aufgefthrt.

Inhibitor Gesamtausbeute
64 cl o 3,1 %
O, o Z N
_ Q? (Ober 12 Stufen)
65 O 0,8 %
O oM
S
§ ”‘% (Uber 12 Stufen)
HO:
66 cl [o] 0,5 %

F (ber 12 Stufen)
o 5 e

Tabelle 17: Gesamtausbeuten der Darstellung flr die Verbindungen 64 bis 66
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3.5.5.3 Affinitatsbestimmung

Leider ergab die Affinitatsbestimmung, dass die SAR nicht additiv ist (Tabelle 18).

Name Formel Ki (uM) MW (g/mol) | LE (kcal/mol)
Ausgangsverbindung
9 P 0,86 549 -0,22
. Oes'(?,@/(NHz
',
Kombinationen aus Verbindung 45, 5 und 9
64 ¢l 7 3,7 583 -0,19
H os\?&O/«NHZ
S E D
H CF3
65 7 7,3 506 -0,20
H Oﬁo @/KNHZ
HO«d Qb—CN
66 cl i 4,0 540 -0,20

O“S//O/O/KN H,
H I

N, N
o5 6 e
H

Tabelle 18: Ergebnisse der Affinitatsbestimmung fir die Verbindungen 64 bis 66 gegenuber
der HIV-Protease

Um einen Fehler bei der Affinitdtsmessung mittels kompetitiven Fluoreszenz-basierten Assay

auszuschlielen, wurden die Verbindungen 65 und 66 im Vergleich zu Verbindung 1 und 9

von Maren Kuhnert mittels Thermal Shift Assay vermessen (Abbildung 67). Auch hier zeigte

sich eine deutliche Erniedrigung der Denaturierungs-Temperatur von Verbindung 65 und 66

gegenuber Verbindung 9 und eine etwa gleiche Denaturierungs-Temperatur gegentber Ver-

bindung 1. Diese Ergebnisse bestétigen die Messwerte aus dem kompetitiven Fluoreszenz-ba-

sierten Assay.
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Abbildung 67: Ergebnisse des Thermal Shift Assays flr die HIV-Protease ohne Inhibitor
(DMSO) und mit Zusatz der Verbindungen 1, 9, 65 und 66.

Eine Erklarung fur die nicht vorhandene Additivitat der SAR koénnte in dem Auftreten ver-
schiedener Bindungsmaodi liegen, die allerdings nur bei Verbindung 45 in der Rontgenstruktur
beobachtet werden konnten. Es ist unklar, welcher Bindungsmodus tatséchlich zur Affinitét
beitragt oder ob gerade die Moglichkeit zwei unterschiedliche Bindungsmodi einnehmen zu
kdnnen, zu einer guten Affinitat fuhrt. Bisher konnte leider keine Kristallstruktur der Ver-
bindungen 64 bis 66 erhalten werden, mit deren Hilfe sich diese Uberraschenden Ergebnisse

vielleicht erklaren lieRen.

3.6 Zellassays

Aus der Serie der dreiarmigen Pyrrolidin-basierten Inhibitoren wurden drei Verbindungen fur
einen Zellassay ausgewdhlt, welcher von Abbas Raza an der University of Minnesota durch-
gefuhrt wurde. Die vermessenen Inhibitoren waren Verbindung 1, 9 und 54. Auch AB111

wurde getestet. In nachfolgender Tabelle sind die Ergebnisse aus dem Zellassay aufgefiihrt.

Name Formel Ki [uM] HIV- % Inhibition von | % (berlebende
Protease HIV bei 10 uM Zellen bei 10 uM
(Enzymaffinitat) | (Zellaktivitat) (Toxizitat)
AB111 3 0,07 5,8 14,8
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1 7 5.1 36 %8
O ”,O/«NHZ

Ho§
N N
iNj
H
FaC

CF3

9 { 0,86 25 100

o~~9/®/«r\m2
WS
NN
o) &
H
CF3

54 o [ 1,6 0 64
_ °‘~§//®/«NHZ
T

CF3

Tabelle 19: Ergebnisse des HIV-Zellassays fir die Verbindungen AB111, 1, 9 und 54

Zuerst einmal fallt auf, dass die Affinitatswerte zur HIV-Protease nicht mit den Zellassay-
Ergebnissen korrelieren. Obwohl Verbindung 1 und Verbindung 9 eine geringere Affinitéat zur
HIV-Protease haben als die Ausgangs-Verbindung AB111, zeigen sie eine bessere Aktivitat
im Zellassay und sind im Gegensatz zu AB111 nicht toxisch.

3.7 Zusammenfassung und Ausblick: Dreiarmige Pyrrolidin-basierte Inhibitoren der
HIV-Protease

Insgesamt kann der Schluss gezogen werden, dass die VVorhersage des Beitrags einer neu aus-
gebildeten Wechselwirkung zur Bindungsenergie sehr komplex ist und dass viele Faktoren
wie die Entropie, die Desolvatationsenthalpie und die Neuordnung von Wassernetzwerken im
Designprozess nur unzureichend vorhergesagt werden kénnen. In Kombination mit weiteren
Kristallstrukturen konnte hier ITC-Messungen helfen, die beobachteten Effekte besser er-
klaren zu kdnnen.

Fur das Grundgerist der dreiarmigen Pyrrolidin-basierten Inhibitoren erwies es sich als
schwierig, in den gewinschten zweistellig nanomolaren Affinitatsbereich zu gelangen und

somit eine Ligandeneffizienz von -0,29 kcal/mol zu erreichen.

Obwohl die meisten der zur Synthese ausgewéhlten Verbindungen von dem Programm FlexX
deutlich besser bewertet wurden, als die Ausgangsverbindung 1, konnte keine deutliche Ver-
besserung der Affinitat gegendber dieser Verbindung erreicht werden. Tragt man die Scoring-

Ergebnisse gegen die Messwerte auf (Grafik 2), wird deutlich, dass keine gute Korrelation be-
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steht und dass auch wesentlich verbesserte Bewertungen keinen deutlichen Anstieg der
Affinitat bedeuten. Die Verbindung mit der hochsten Affinitat (Verbindung 9) liegt mit der
Bewertung durch FlexX im Mittelfeld. Lasst man die experimentell bestimmten Kristall-
strukturen durch FlexX bewerten, wird das Ergebnis insgesamt sogar noch schlechter. Die
Scoringfunktion FlexX kann die dreiarmigen Inhibitoren also nicht in eine mit dem Experi-
ment vergleichbare Rangfolge bringen, obwohl es bei den strukturell &hnlichen Verbindungen
von Andreas Blum hervorragend gelingt. Der Hauptgrund wird die insgesamt geringere
Affinitat im unteren uM Bereich der dreiarmigen Inhibitoren sein. Erst im nM Bereich scheint
FlexX fir die Pyrrolidin-basierten HIV-Protease-Inhibitoren gute Ergebnisse zu liefern.
Dieser Effekt wurde bereits bei der Validierung des FlexX-Scores unter Verwendungen der
Inhibitoren von Andreas Blum beobachtet. Hier wurde der Inhibitor mit der geringsten

Affinitat ebenfalls zu gut bewertet (vergleiche Seite 29).

7,5
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6,5 Mdung‘ﬂ
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Grafik 2: Der FlexX-Score (*-1) aufgetragen gegen -log K; der Inhibitoren von Andreas Blum
in Rot (Score der Kristallstrukturen) und der dreiarmigen Pyrrolidin-basierten
Inhibitoren in Blau (Score der Dockinglésung) und in Griin (Score der
Kristallstrukturen).

Verbindung 9 mit einem K; von 0,86 puM besitzt die hochste Affinitat der dreiarmigen
Pyrrolidin-basierten Inhibitoren gegeniber der HIV-Protease. Im Vergleich zu AB111 konnte
die Ligandeneffizienz somit von -0,19 kcal/mol auf -0,22 kcal/mol verbessert werden. Her-
vorzuheben ist, dass Verbindung 1 und Verbindung 9, trotz geringerer Affinitét, eine bessere

Aktivitat im Zellassay sowie eine geringere Toxizitat als AB111 zeigen.

Um herauszufinden, weshalb die SAR nicht additiv ist, sollen mit den Verbindungen 64 bis

66 1TC-Messungen durchgefihrt und die Kristallstruktur aufgeklart werden.
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Nach dem bisherigen Kenntnisstand scheint jedoch mit diesem Grundgerist die gewinschte
Ligandeneffizienz von -0,29 kcal/mol nicht erreichbar zu sein. Deshalb wurde im weiteren

Verlauf dieser Arbeit an einem effizienteren Grundgerust geforscht.
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4 PYRROLIDIN-BASIERTE BICYCLEN ALS INHIBITOREN DER HIV-PROTEASE

4.1 Design

Ausgehend von den 4-armigen Pyrrolidin-basierten Inhibitoren, welche von Andreas Blum
entwickelt wurden, wurde in Kapitel 3 durch Eliminierung einer der beiden Sulfon-Reste die
Ligandeneffizienz leicht verbessert. Allerdings konnte sowohl die Ligandeneffizienz als auch
die Affinitat der dargestellten dreiarmigen Pyrrolidine durch Optimierung der Seitenketten
nicht bis in den gewinschten Bereich gesteigert werden. Deshalb sollte unter Beibehalt der
zentralen Interaktion des sekundaren Amins mit den katalytischen Aspartaten ein neues
Grundgerust entworfen werden, mit dem sich sowohl die Flap als auch die Spezifitatstaschen
der HIV-Protease auf eine effizientere Weise adressieren lassen.

Sl £ O v
o327 d“b ¥

AB111 Verbindung 9 Ziel:
Ki= 0,07 uM Ki= 0,86 uM Ki: Zweistellig nM
Ag= -0,19 kcal/mol Ag= -0,22 kcal/mol Ag < -0,29 kcal/mol

Abbildung 68: Entwurf neuartiger Pyrrolidin-basierter Inhibitoren ausgehend von AB111

Da sowohl AB111 als auch die Verbindung 9 sehr viele freidrehbare Bindungen enthalten,
sollte die neue Struktur rigider sein, um bei der Bindung an das Enzym mdoglichst wenige
Freiheitsgrade zu verlieren. Beispiele fir HIV-Protease Inhibitoren, welche mit einem rigiden
Grundgerust ausgestattet sind, sind Tipranavir und die zyklischen Harnstoffe. Mit ihrem star-
ren Grundgerust adressieren sie sowohl die katalytische Diade, als auch die Isoleucin 50 und
50° der Flap und verdrangen dabei das Flap-Wasser (vergleiche Abbildung 16). Dieses Was-
ser sollte von der neu zu entwerfenden Inhibitorklasse ebenfalls verdrangt werden, da sich die
Freisetzung eines solchen Wassermolekils h&ufig gunstig auf den entropischen Beitrag zur
Bindungsenergie auswirkt. [56]

Betrachtet man die Strukturen von Tipranavir, den zyklischen Harnstoffen und den pepti-
dischen Inhibitoren, wird deutlich, dass der Akzeptor zur Adressierung der Isoleucine 50 und
50° etwa 5-6 A von dem Donor zur Interaktion mit der katalytischen Diade entfernt sein
sollte. Im Fall der peptidischen Inhibitoren erfolgt die Adressierung der Flap tber ein Wasser-
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Molekiil, welches als Akzeptor mit den Isoleucinen 50 und 50° in Wechselwirkung tritt. Der
Spielraum von etwa einem Angstrém begriindet sich in der Flexibilitat der Flap-Region.

Abbildung 69: Vergleich der Abstéande zwischen den Interaktionspartnern fir die
Adressierung der katalytischen Diade und der beiden Isoleucinen 50 und 50°.
Orange: Ausschnitt aus der Struktur eines zyklischen Harnstoffs (PDB-Code:
1HWR). Violett: Ausschnitt aus einer Ritonavir-Struktur (PDB-Code: 1HXW).
Gelb: Ausschnitt aus einer Tipranavir-Struktur (PDB-Code: 204P)

Gesucht war demnach eine rigide, Pyrrolidin-basierte Struktur mit einem Akzeptor in 5-6 A
Entfernung zum Pyrrolidin-Stickstoff. Diesen Anforderungen entsprechend wurden Oxal-
sédureamid- und Harnstoff-basierte Bizyklen entworfen, welche ausgehend von dem 3,4-Di-
aminopyrrolidin (Verbindung 16) durch eine Zyklisierung mit Oxalylchlorid oder Triphosgen
darstellbar sein sollten. (Schema 15).

Abbildung 70: Entworfene rigide, Pyrrolidin-basierte Strukturen mit einem Akzeptor in 5-6 A
Entfernung zum Pyrrolidin-Stickstoff

In Schema 14 ist der, diesen Designiiberlegungen entsprechende Bindungsmodus noch einmal

veranschaulicht.
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Schema 14: Mdglichkeit zur effizienten Adressierung der Isoleucine 50 und 50" ausgehend
vom Pyrrolidin-Grundgerist durch Harnstoff- und Oxalsdureamid-basierte
Bizyklen

4.1.1 Docking

Dockingexperimente sollten zeigen, ob sich das bizyklische Ringsystem in silico als Grund-
gerust zur Inhibition der HIV-Protease eignet und die Auswahl der Substituenten, die sich am
besten zur Adressierung der Spezifitatstaschen eignen unterstiitzen. Obwohl zur Adressierung
der katalytischen Diade wie bisher ein Pyrrolidin eingesetzt wird, eignen sich die Rontgen-
strukturen der Sulfonamid-substituierten Pyrrolidine nicht fur die Dockingexperimente, da
hier, wie in Abbildung 71 links gezeigt, die Flap in Richtung der interagierenden Sulfon-
Gruppe verschoben ist.

Die zyklischen Harnstoffe binden hingegen ann&hernd symmetrisch ohne Verzerrung der
Flap-Region und unter Verdrangung des Flap-Wassers an die HIV-Protease (Abbildung 71
rechts).

Deshalb wurde die Bindetasche einer Protein-Struktur, welche die HIVV-Protease in Komplex
mit einem zyklischen Harnstoff abbildet, fur das Docking ausgewahlt (PDB-Code: 1HWR).
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Abbildung 71: Vergleich der Flap-Regionen zwischen einer Struktur mit einem dreiarmigen
Inhibitor (links, PDB-Code: 3QRM) und einer Struktur mit einem zyklischen
Harnstoff als Inhibitor (rechts, PDB-Code: 1HWR).

Eine vollkommen gleiche Anordnung der Flap war fir das bizyklische Oxalsdureamid-
Grundgerust allerdings nicht zu erwarten, da dieses im Gegensatz zu den zyklischen Harn-
stoffen nicht eine, sondern zwei Carbonyl-Gruppen zur Adressierung der beiden Isoleucine 50
und 50° enth&lt. Zur ersten Abschatzung des mdglichen Bindungsmodus und fur das Design
erster Substituenten, sollte dieses Model jedoch ausreichend genau sein.

Um die Vorhersagekraft der Methode zu verbessern, sollten die generierten FlexX-Posen an-
schlieRend mit MiniMuDS [79] minimiert und mit Drugscore [80] bewertet werden.® Re-
docking-Experimente mit Kristallstrukturen der zyklischen Harnstoffe (PDB-Codes: 1HWR,
1DMP, 1QBS, 1HVR) zeigen, dass MiniMuDS bei allen vier untersuchten Inhibitoren den
RMSD-Wert? der Docking-Pose um bis zu 0,32 verbessern kann (siehe Abbildung 72). [81]

! In dieser Arbeit verwendete Versionen: MiniMuDS 0.3.0.1, Drugscore PDB 0.88
2 Die RMSD-Werte wurden mit fconv 1.24 bestimmt
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Abbildung 72: Verbesserung der Pose durch MiniMuDS am Beispiel eines zyklischen
Harnstoffs (PDB-Code: 1HWR). Links: Dockingldsung von FlexX in Grin
uberlagert mit der Kristallstruktur in Grau (RMSD: 0,79). Rechts: Pose nach
Minimierung mit MiniMuDS in Violett, Uberlagert mit der Kristallstruktur in
Grau (RMSD: 0,47).

Fur erste Dockingexperimente wurde fiir den Rest R zunéchst ein Benzyl-Substituent ausge-
wahlt, da ein solcher sowohl bei den dreiarmigen Inhibitoren als auch bei den zyklischen
Harnstoffen gut in die Spezifitatstaschen der HIV-Protease passt.

Verbindung Drugscore
(@] O
D
N/—_ N
alsle
H2
0}
g\N:JLNb
&
H2

Tabelle 20: Benzyl-substituierte Oxalsdureamid- und Harnstoff-Bizyklen

73 -140

74 -141

Es zeigte sich, dass die beiden entworfenen bizyklischen Grundgeriste, wie erwartet, gut ge-
eignet sind, um sowohl die katalytische Diade als auch die Isoleucine 50 und 50° der Flap zu
adressieren, wobei die Oxalsdureamid-Bizyklen bei der zum Docking verwendeten Flap-An-
ordnung mit nur einer der beiden Carbonyl-Sauerstoffe eine Wechselwirkung zur Flap ein-
gehen konnen, was zu einer erhohten Desolvatationsenergie und somit einer verringerten
Bindungsaffinitat fihren kénnte. Da die Flap-Region aber bekanntermafRen sehr flexibel ist
und sich im Experiment dadurch (berraschende Wechselwirkungsgeometrien ergeben
konnen, sollten beide Varianten synthetisiert werden.
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Abbildung 73: Links: Minimierte Dockinglésungen fir Verbindung 73 (links) und Verbindung
74 (rechts)

Es zeigte sich weiterhin, dass sich der verwendete Benzyl-Rest bei beiden Bizyklen gut in die
S2-Taschen einfligt und in beiden Fallen die meta-Position am Aromaten besonders gut ge-
eignet scheint, um kleine Substituenten (x) fir zusétzliche Wechselwirkungen in den S2-Ta-
schen einzufuhren. Es sei erwéhnt, dass sich auf niedrigeren Rangen auch Ldsungen finden,
bei denen der Benzyl-Substituent in der S1-Tasche zum Liegen kommt, die S2-Tasche wird

jedoch eindeutig bevorzugt.

Abbildung 74: Minimierte Dockingldsungen flr Verbindung 73 (links) und 74 (rechts)

Wie in Tabelle 20 gezeigt ergibt sich fiir die beiden Benzyl-substituieren Bizyklen ein Drug-
score von -140 bzw. -141. Der zyklische Harstoff aus Abbildung 72 weist bei einer Affinitét
von 5 nM [82] einen Drugscore von -166 auf. Beachtet man, dass die hier entworfenen Ver-
bindung im Gegensatz zu diesem zyklischen Harnstoff nicht vier sondern nur zwei Substi-
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tuenten zur Adressierung der Spezifitatstaschen besitzen, sind diese Scores als vielversprech-
end zu bewerten.

Dass die beiden Verbindungen von Drugscore etwa gleich gut bewertet werden, liegt daran,
dass sich das gleiche Wechselwirkungsmuster zum Protein ergibt. Eine eventuell erhohte De-
solvatationsenergie durch den zusatzlichen Carbonyl-Sauerstoff von Verbindung 73, welcher
hier nicht mit dem Protein interagiert, wird von Drugscore nicht berticksichtigt.

Um zusétzliche Wechselwirkungen in den S2-Taschen zu ermdglichen, wurden nun an das bi-
zyklische Grundgerust verschiedene in meta-Position substituierte Benzyl-Gruppen angefugt
und mit FlexX in die Bindetasche eingepasst. Nach Ermittlung der Drugscores und visueller
Auswertung der von MiniMuDS minimierten Docking-Posen, wurden zusétzlich zu dem un-
substituierten Benzyl-Rest finf weitere Substituenten fur die Synthese ausgewéhlt, wobei auf-
grund der leichteren synthetischen Zuganglichkeit zun&chst nur symmetrische Inhibitoren
dargestellt werden sollten.

Konstanter Molekalteil Verbindung R1 Drugscore

75 -149
F

76 -141

R1—N N—R1

" 77 § -150

78 -139
é_zi>—OH
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79 -145

F
80 1155

0 XL@

R1\N)LN,R1
q& 81 g -102
H2

Br
82 -143

OH

Tabelle 21: Zur Synthese ausgewahlte Substituenten flir R1 der bizyklischen Inhibitoren

Wie Tabelle 21 zeigt, wurden fir die Synthese neben dem meta-Hydroxybenzyl-Substituenten
auch meta-Halogenbenzyl-Substituenten ausgewéhlt. Die Halogenide kdnnen auf zwei unter-
schiedliche Weisen in der S2-Tasche zum Liegen kommen. Entweder sie interagieren mit den
Aspartaten 29/29¢ und 30/30° in den beiden S2-Bindetaschen oder sie zeigen, &hnlich wie der
Chlor-Substituent aus Verbindung 45 (Abschnitt 3.5.1), in Richtung der Seitenkette von Iso-
leucin 48/48°. Bei der in Abbildung 75 gezeigten Dockinglésung bildet der Fluor-Substituent
in der S2-Tasche eine Wasserstoffbrickenbindung zur Seitenkette von Aspartat 29 aus,
wahrend der andere Fluor-Substituent in der S2°-Tasche eine Van-der-Waals-Wechsel-
wirkung zur Seitenkette des Isoleucins 48¢ eingeht. Mit dem Chlor-Substituenten verhalt es
sich analog.

) ;’///I/Ie48‘ \v}j

Abbildung 75: Minimierte Dockingldsung fir Verbindung 75. Links: Ausrichtung in der S2-
Tasche. Rechts: Ausrichtung in der S2'-Tasche

Asp29
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Bei dem Brom-Substituent zeigen beide Brom-Atome in Richtung der Aspartate 29/29¢ und
30/30¢, die Abstande sind aber fir eine gewinnbringende Wechselwirkung in der S2°-Tasche
mit 4,1 A etwas zu groR (Abbildung 76).

\ Asp30°
Abbildung 76: Minimierte Dockingl6sung der Verbindung 77

Da der Hydroxy-substituierte Oxalsdureamid-Bizyklus (Verbindung 78) gleichzeitig ein Was-
serstoffbriickendonor ist, ergibt sich fir diese Gruppe zusatzlich zu der Wechselwirkung mit
der Seitenkette von Aspartat 30 in der S2-Tasche die Mdglichkeit, mit dem Rickgrat von
Glycin 48° in der S2°-Tasche in Interaktion zu treten:

)
A

Abbildung 77: Minimierte Dockinglosung fir Verbindung 78. Interaktionen in der S2- und
der S2-Tasche

Nach visueller Auswertung der minimierten Docking-Ldsungen erschien dieser Substituent
am vielversprechendsten, obwohl der Score mit -139 verhaltnismaRig niedrig ist. Der Grund
daflr ist, dass die OH-Gruppe der Seitenkette von Isoleucin 47¢ etwas zu nahe kommt
(Abbildung 78, links). Durch Minimierung dieser Seitenkette mit MiniMuDS vergroRert
sich der Abstand leicht, sodass sich der Score auf -141 verbessert (Abbildung 78, rechts).
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Abbildung 78: Visualisierung der Einzelbeitrage der Drugscore-Bewertung fir die
minimierte Docking-Pose von Verbindung 78. Blaue Kugeln bedeuten eine
gute Interaktion und blaue Linien einen guten Abstand, woraus sich ein
gunstiger Beitrag ergibt. Analog bedeuten Rote Kugeln eine schlechte
Interaktion und rote Linien einen schlechten Abstand woraus sich ein

ungtinstiger Beitrag ergibt. Links: Anordung des Isoleucin 47 °
entsprechend der Kristallstruktur (PDB-Code: 1HWR), rechts: Mit
MiniMuDS minimierte Seitenkette.

In der Praxis sollte die Flexibilitat des Isoleucinds 47' durch die Nachbarschaft zu ebenfalls
beweglichen Seitenketten noch héher sein, weshalb die Verbindung trotz des niedrigen Scores

zur Synthese ausgewahlt wurde.

Die Docking-Ldésungen der Harnstoffderivate sind jenen der Oxalylsaureamid-Bizyklen sehr
ahnlich. Relevante Unterschiede ergeben sich fiir die Hydroxy-Verbindung, die wegen des
verdnderten Winkels in der S2-Tasche zusatzlich mit dem Ruckgrat-Stickstoff des Aspartats
29 interagiert und in der S2°-Tasche anstelle der Wechselwirkung mit Glycin 48° nun auch
hier den Riickgrat-Sticksoff des Aspartats 29¢ adressiert.

Abbildung 79: Minimierte Dockinglosung fir Verbindung 82
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Betrachtet man die Scores der Harnstoff-Verbindungen in Tabelle 20 und 21 féllt auf, dass
sich fir den Brom-Substituenten ein besonders niedriger Score ergibt. Das liegt daran, dass
FlexX das Brom zu Isoleucin 84 hin ausrichtet und Drugscore diese Position wegen des
geringen Abstands zur Seitenkette als nachteilig bewertet. In der Struktur des Chlor-sub-
stituierten dreiarmigen Inhibitors (Verbindung 45, Abschnitt 3.5.1) wurde jedoch die gleiche
Position fir ein Chlor-Atom beobachtet, wobei sich die entsprechenden Seitenketten von
Valin 32 und Isoleucin 84 etwas zur Seite drehen. Deshalb wurde auch diese Verbindung,
trotz des niedrigeren Scores fur die Synthese ausgewahit.

S

Abbildung 80: Minimierte Dockinglosung fur Verbindung 81 in Violett (Protein in Beige),
uberlagert mit der Kristallstruktur von Verbindung 45 in Grau (Protein in
Grau)

4.2 Synthese

Insgesamt sollten also die in Tabelle 20 und 21 gezeigten 10 Inhibitoren dargestellt werden,
deren Synthese im Folgenden erlautert wird.

Synthese der Oxalsdureamid-Bizyklen:

Ausgehend von 3,4-Diaminopyrrolidin (Verbindung 16), dessen Synthese von Andreas Blum
bereits entwickelt wurde, boten sich grundsatzlich zwei Wege zur Darstellung der Oxalsaure-
amid-Bizyklen an.

Der Ringschluss zum Oxalsaureamid-Bizyklus kann entweder als letzter oder als vorletzter
Schritt vor der Entschiitzung des die katalytischen Aspartate adressierenden Stickstoffs durch-
gefihrt werden. Die zweite Variante, bei der als Edukte Benzylhalogenide benétigt werden,
bietet den Vorteil, dass die Einflihrung der verschiedenen Substituenten mdglichst spét in der
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Synthese erfolgt. Der Vorteil des ersten Wegs ist, dass fir die Einfuhrung der Substituenten
neben Benzylhalogeniden auch die entsprechenden Aldehyde verwendet werden kénnen und
die Anzahl kommerziell erhéltlicher Syntheseedukte dadurch erheblich steigt. Ein weiterer
Vorteil besteht darin, dass Verbindung 83 ebenfalls zur Synthese der Harnstoff-Bizyklen ver-
wendet werden kann. Aus diesen Griinden wurde der erste Weg fiir die Synthese ausgewadhlt.

reduktive
Aminierung H
H,N oder R1—N —R1

H
NH, - L N
’Z_§ Alkylierung L—g
RS ,
Ring-
N A N schluss
BOC BOC \
(o] O O O

16 83 B \ ¢
RN N-RT o RI-N N-Ri
[
iNj iNj
BOC H
o o - 86
H,N  NH,  Ring- HN  NH /

/ schluss / Alkylierung

. .

BOC BOC

16 84

Schema 15: Zwei verschiedene Synthesewege zur Darstellung der Oxalsdureamid-Bizyklen

Fur Schritt A ist die reduktive Aminierung der Alkylierung vorzuziehen, da bei der Alkyl-
ierung auch tertidaren Amine als Nebenprodukt entstehen kénnen. Die reduktive Aminierung
verlief unter Verwendung von NaBH, als Reduktionsmittel mit guten Ausbeuten. Fiir den
Ringschluss wurden verschiedene Zyklisierungs-Reagenzien (Oxalylchlorid, bis(4-Nitro-
phenyl)oxalat, Methyloxals&urechlorid), verschiedene Ldsungsmittel (DCM, Toluol, THF,
Aceton, DMSO, DMF, MeOH) und verschiedene Basen (NaH, DBU, DIPEA, Kaliumtert-
butanolat) bei verschiedenen Temperaturen (-78 bis 100 °C) getestet [83-86]. Die beste Aus-
beute (68 %) wurde mit bis(4-Nitrophenyl)oxalat erzielt, unterlag aber auch bei Verwendung
der gleichen Edukte sehr groRen Schwankungen. Etwas besser liel sich die Bedingung mit
Oxalylchlorid und DIPEA in DCM bei -10 °C reproduzieren. Allerdings schwanken auch hier
die Ausbeuten und liegen relativ niedrig bei 14 bis 57 %. Der Grund fir die schlechten
Ausbeuten der Ringschluss-Reaktionen liegt vermutlich in der relativ hohen Ringspannung
des Oxalsaureamid-Bizyklus. Da die Carbonyl-Kohlenstoffe und die Stickstoff-Atome sp?-
hybridisiert und somit bevorzugt planar vorliegen, die beiden Stickstoff-Atome aber trans
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zueinander stehen, ergeben sich ungtnstige und vom Tetraederwinkel abweichende Winkel
fir die Brucken-Kohlenstoffe (Abbildung 81). [87]

Abbildung 81: Bindungswinkel der Oxalsareamid-Bizyklen nach Minimierung durch MOE
2011.10 (beige) im Vergleich zu den Bindungswinkeln des Pyrrolidins bei den
dreiarmigen Verbindungen (grin)

Dennoch konnten alle gewiinschten Verbindungen dargestellt werden. In Tabelle 22 sind die
verwendeten Reagenzien und Ausbeuten fiir die Schritte A-C der synthetisierten Inhibitoren
aufgefiihrt. Die Ausbeuten des letzten Syntheseschritts der insgesamt neunstufigen Synthese
wurden nicht optimiert.

R1 Schritt A Schritt B Schritt C
Reagenzien | Ausbeute | Reagenzien | Ausbeute | Reagenzien | Ausbeute
73 Benzaldehyd, 59 % Oxalylchlorid, 20 % HCI in Et,0, 91 %
Molsieb 4A, DIPEA, DCM DCM
NaBH,,
MeOH
75 3-Fluor- 77 % bis(4-Nitro- 68 % HCI in Et,0, 68 %
F benzaldehyd, phenyl)oxalat, EtOAC
Molsieb 4A, DBU, DMF
NaBHy,,
MeOH
76 3-Chlor- 75 % Oxalylchlorid, 57 % HCI in Et,0, 28 %
al benzaldehyd, DIPEA, DCM DCM
Molsieb  4A,
NaBH,,
MeOH
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77 3-Brom- 73 % Oxalylchlorid, 53 % HCI in Et,0, 25 %
s | benzaldehyd, DIPEA, DCM DCM

Molsieb 4A,
NaBH,,
MeOH

on | (dimethyl)- DIPEA, DCM DCM
silylJoxybenz-
aldehyd,
Molsieb 4A,
NaBH,,
MeOH

78 g 3-[tert-Butyl- 97 % Oxalylchlorid, 14 % HCI in Et,0, 36 %

Tabelle 22: Reagenzien und Ausbeuten der letzten drei Stufen der Oxalsdureamid-Bizyklen-
Synthese

Da schon die Synthese des neun-gliedrigen Oxalsaureamid-Bizyklus Schwierigkeiten be-
reitete, erschienen die Erfolgsaussichten fir den achtgliedrigen, vermutlich noch starker
gespannten bizyklischen Harnstoff gering. Wie die mit MOE gezeichnete und minimierte
dreidimensionale Struktur zeigt, ergeben sich hier noch starker vom Tetraederwinkel
abweichende Werte fur die Briickenkohlenstoffatome (Abbildung 82). Dadurch konnten
anstelle des sonst beglinstigten Ringschluss, intermolekulare Reaktionen bevorzugt auftreten.

Abbildung 82: Mit MOE 2011.10 berechnete Bindungswinkel der Harnstoff-Bizyklen

Es wurde dennoch versucht, das Bisamin mit Triphosgen oder Chlorameisensauremethyl-
esther umzusetzen. Hier wurden ebenfalls verschiedene Basen (Imidazol, DIPEA) und
Losungsmittel (Dimethoxyethan, Chloroform, DCM) verwendet. Leider bildete sich jedoch
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unter keiner der verwendeten Bedingungen das Produkt aus, weshalb dieses Grundgerdist in

der vorliegenden Arbeit nicht weiter verfolgt wurde. Im Folgenden werden deshalb die Oxal-

sédureamid-Bizyklen nur noch als Bizyklen bezeichnet.

4.3 Testung der Enzymhemmung

Der Enzymassay zur Affinitatsbestimmung wurde analog zu den dreiarmigen Inhibitoren

durchgefihrt. Tabelle 23 zeigt die Ergebnisse der Affinitatsbestimmung, die molare Masse

der Verbindungen und die Ligandeneffizienz.

Name Formel Ki (uM) MW (g/mol) | LE (kcal/mol)
Bizyklische Inhibitoren der ersten Serie
73 Q P 35 335 -0,24
P
N," N
afsle
H
75 QR 21 371 -0,24
bt
N? N
Salsles
H
76 QP 23 404 -0,24
b
NN
N
77 A P 7,3 493 -0,26
3
) L s
H
78 6,4 367 -0,26

H
o5 15 Do

Tabelle 23: Ergebnisse der Affinitatsbestimmung fiir Verbindung 73 bis 78 gegentber der

HIV-Protease

Es fallt sofort auf, dass die Ligandeneffizienz im Vergleich zu den dreiarmigen Inhibitoren

stark verbessert werden konnte. Mit einem Wert von -0,26 kcal/mol sind die Verbindungen 77
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und 78 nicht mehr weit von dem Zielwert von -0,29 kcal/mol entfernt. Es ist bemerkenswert,
dass die relativ kleinen und nur zwei Spezifitatstaschen adressierenden Inhibitoren 77 und 78
die HIV-Protease, trotz der Grolie der Bindetasche, im einstellig uM Bereich hemmen. Ver-
bindung 78 stellt den besten Inhibitor dieser Serie dar, obwohl diese im Docking von den aus-
gewdhlten Oxalsaureamid-Bizyklen am schlechtesten bewertet wurde. Dieses Beispiel zeigt,
dass der Score alleine kein ausreichendes Kriterium zur Auswahl von Verbindungen sein
sollte. Die visuelle Auswertung, wie sie fiir Verbindung 78 in Abbildung 77 und 78 gezeigt
ist, stellt ein ebenso wichtiges Kriterium dar und sollte immer gemeinsam mit dem Score zur
Selektion geeigneter Verbindungen herangezogen werden. Die Hauptursache fir die ver-
gleichsweise hohe Affinitat von Verbindung 77 und 78 liegt wahrscheinlich in der Rigiditat
des bizyklischen Grundgerists und in der exakten Passform der Inhibitoren. Deshalb sollte
dieses Grundgerist weiter verfolgt und die Inhibitoren in einem zweiten Designzyklus opti-
miert werden.

4.4 Rontgenstrukturanalyse

Ina Lindemann und Martin Stieler gelang es, von den Verbindungen 77 und 78 eine Kristall-
struktur mit beiden Monomeren der HIV-Protease in der assymetrischen Einheit zu lésen. [70,
71] Die wegen der hohen Affinitat bereits vermutete gute Passform der Inhibitoren bestatigt
sich in der Rontgenstruktur.

Auf den ersten Blick weicht der Bindungsmodus nicht stark von der generierten Docking-
I6sung ab. Die beiden Benzylsubstituenten besetzen wie vorhergesagt die S2-Bindetaschen
des Enzyms.

Abbildung 83: Die bizyklischen Inhibitoren 77 (links) und 78 (rechts, PDB-Code 3QN8), wie
sie in der HIV-Protease zum Liegen kommen, Uberlagert mit den jeweiligen
Dockinglésungen in Grau.

Dadurch, dass die Bizyklen in der Kristallstruktur im Vergleich zur Dockinglésung etwas im
Uhrzeigersinn gedreht sind, ergeben sich verdnderte Wechselwirkungen in der S2/S2°-
Bindetasche (Abbildung 84). Der gréRRere Brom-Substituent kann sowohl mit dem Ruckgrat-
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Stickstoff als auch mit der Seitenkette von Aspartat 30/30° interagieren, wobei die Grof3e und
die hohe Polarisierbarkeit des Bromsubstituenten fur diese Interaktion entscheidend sind. Zu-
sétzlich koordiniert der Brom-Substituent an ein Wassermolekiil, welches wiederum mit
Aspartat 29 in Wechselwirkung tritt. Die Wechselwirkungen in der S2- und der S2°-Tasche
sind dabei nahezu identisch. Der kleinere Hydroxy-Substituent interagiert ebenfalls mit dem
Ruckgrat-Stickstoff von Aspartat 30/30° als Wasserstoffbriickenakzeptor, der Abstand zur
entsprechenden Seitenkette ist hingegen zu grof? fiir eine Wechselwirkung. Stattdessen bildet
sich eine Wasserstoffbriickenbindung zu einem Wassermolekiil aus, welches seinerseits sehr
gut in ein Wassernetzwerk integriert ist. Auch hier ergibt sich fur die S2- und die S2°-Tasche

AR 4
P /

nahezu das gleiche Bild.

£

0
v - 273
. \%\21,6 2'6
\ ‘

Abbildung 84: In der Rontgenstruktur beobachtete Wechselwirkungen der bizyklischen
Inhibitoren Verbindung 77 (links) und Verbindung 78 (rechts, PDB-Code:
3QN8) mit der S2-Tasche der HIV-Protease

Den interessantesten Unterschied zur Dockinglésung stellen aber nicht die Wechselwirkungen
in den Spezifitatstaschen dar, sondern die Interaktion mit der Flap.

Es ist bekannt, dass die Peptidbindung zwischen Isoleucin 50/50° und Glycin 51/51°¢ einen
Backbone-Flip vollziehen kann. In den meisten Strukturen zeigt das Rickgrat-Stickstoffatom
des einen Glycin 51 in die Bindetasche und der des anderen von der Bindetasche weg, so dass
sich eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem Carbonyl-Kohlenstoff des einen Glycins
51 und dem Amid-Stickstoff des Anderen ausbilden kann. Diese Anordnung ist in Abbildung
85 links gezeigt und wird zum Beispiel in den Kristallstrukturen von Ritonavir, Tipranavir,
dem naturlichen Substrat, den dreiarmigen und den vierarmigen Pyrrolidin-basierten
Inhibitoren beobachtet. In Abbildung 85 in der Mitte ist die Anordnung gezeigt, welche die
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Flap bei einem zyklischen Harnstoff in Komplex mit der HIV-Protease einnimmt. Die Peptid-
bindung ist hier so angeordnet, dass beide Carbonyl-Sauerstoffe zur Bindetasche hin zeigen.
Bei den bizyklischen Inhibitoren findet sich nun eine neuartige Anordnung der Flap. In der
Kristallstruktur ist die Peptidbindung so angeordnet, dass beide Amid-Stickstoffe der Glycine
51 und 51° zur Bindetasche zeigen und Uber ein verbriickendes Wassermolekil mit den
beiden Carbonyl-Sauerstoffen des bizyklischen Inhibitors interagieren. Dieses Wassermolekiil
zeigt einen mit seiner Umgebung vergleichbaren B-Faktor von 35. Zuséatzlich wird eine
direkte Wasserstoffbriicke von einem der beiden Carbonyl-Sauerstoffe zu dem Isoleucin 50°
ausgebildet. Das Isoleucin 50 kann keine Wechselwirkung zum Inhibitor ausbilden, fixiert je-
doch ebenfalls ein Wassermolekiil mit einem vergleichsweise niedrigen B-Faktor von 27.
Dieses hat seinerseits allerdings keine weiteren Wasserstoffbriickenpartner.

Geflippte
Peptidbindung

Abbildung 85: Unterschiedliche Konformationen der HIV-Protease-Flap, welche in
verschiedenen Kristallstrukturen beobachtet wurden. Links: Struktur mit
Ritonavir (PDB-Code: 1HXW). Mitte: Struktur mit einem zyklischen
Harnstoff (PDB-Code: 1HWR). Rechts: Struktur mit einem bizyklischen
Inhibitor.

Diese Anordnung von Isoleucin 50/50° und Glycin 51/51° kommt bei der HIV-Protease nur
sehr selten vor und die Komplexierung eines Wassers durch die beiden Stickstoff-Atome von
Glycin 51 und 51° wurde nach unserem Wissen in Komplexstrukturen der HIV-Protease bis-
her noch nicht beobachtet. Das Flap-Wasser, welches bei den peptidischen Inhibitoren und
dem natirlichen Substrat beobachtet wird, wechselwirkt nicht mit den Glycinen 51/51° son-
dern mit den Isoleucinen 50 und 50°, befindet sich somit wesentlich naher an der Bindetasche
und wird von den bizyklischen Inhibitoren verdréngt. Dieses ,,klassische* Flap-Wasser ist in
Abbildung 85 links als Sticks représentiert.
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Die Rontgenstruktur der Bizyklen zeigt weiterhin, dass entgegen der Docking-Vorhersage,
welche mit einem starren Protein erzeugt wurde, beide Carbonyl-Sauerstoffe direkt oder Gber
ein Wassermolekul in Wechselwirkung zum Protein treten. Die erhaltenen Erkenntnisse tber
den Bindungsmodus des Grundgerists sollten nun zur Optimierung der Substituenten des
bizyklischen Grundgerists herangezogen werden.

4.5 Adressierung der S1-Bindetasche
4.5.1 Design

Betrachtet man die Taschenbesetzung der ersten Serie der bizyklischen Inhibitoren wird er-
sichtlich, dass die S1- und die S1‘-Tasche unbesetzt bleibt. Das groRte Potential zur Ver-
besserung der Affinitat lag daher in der Besetzung dieser Taschen, wobei es prinzipiell drei
verschiedene Maglichkeiten gab, diese Taschen zu adressieren.

Anknupfungspunkte flr die neuen Substituenten ergeben sich am Benzylkohlenstoff (AP1),
und an den beiden nicht dquivalenten ortho-Positionen des Aromaten (AP2 und AP3), wie in
Abbildung 86 verdeutlicht.

Abbildung 86: Mdglichkeiten von dem vorliegenden bizyklischen Inhibitor aus, die S1/S1'-
Bindetasche zu adressieren

Bei Einfiihrung eines Substituenten am Anknlpfungspunkt 3 wiirde dieser dem bizyklischen
Grundgertst raumlich sehr nahe kommen und kénnte dadurch zu einer ungewollten Drehung
des Aromaten um 180° fiihren, weshalb diese Variante nicht ndher in Betracht gezogen
wurde. Fir die beiden Anknupfungspunkte 1 und 2 wurden, unter Beriicksichtigung der kom-
merziellen Erhaltlichkeit der Synthese-Edukte, Substituenten entworfen, gedockt und fir die
Synthese ausgewahlt. Das Docking wurde analog des ersten Designzyklus durchgefuhrt, aller-
dings wurde diesmal, um die neue Flap-Konformation zu berticksichtigen, in die Struktur von
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Verbindung 78 gedockt. Um dreiarmige Verbindungen mit einem geringen Molekulargewicht
zuganglich zu machen, wurden diesmal auch unsymmetrische Inhibitoren berucksichtigt.

Die vier ausgewéhlten Verbindungen sind mit ihrem Molekulargewicht und den Drugscores
in Tabelle 24 gezeigt.

Konstanter Molekdilteil Verbindung | R1 R2 Drugscore
87 -169
88 -168

R1—N N—R2

-184

e
g

90

g

3,0/ A0 O] O

OH
/
OH
-191

Tabelle 24: Zur Synthese ausgewdhlte Substituenten fir R1 und R2 der bizyklischen
Inhibitoren

Der Benzhydryl-Substituent erschien besonders vielversprechend, da er ausgesprochen ef-
fizient die S1- und die S2- Taschen besetzen kann, deshalb findet er sich auch in allen vier fir
die Synthese ausgewahlten Verbindungen mindestens einmal wieder.

Die einzelnen Docking-Posen seien im Folgenden kurz vorgestellt:

Verbindung 87 sollte vor allem synthetisiert werden, um anhand der Messwerte exakt fest-
stellen zu kénnen, ob die Hydroxy-Gruppe der Verbindung 88 einen Beitrag zur Affinitat des
Liganden liefert. In der Dockingldsung ergibt sich, analog zu den zweiarmigen Bizyklen, eine
Wechselwirkung dieser Hydroxy-Gruppe mit dem Aspartat 30.
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Abbildung 87: Minimierte Dockinglésungen der Verbindung 87 (links) und 88 (rechts) in
Komplex mit der HIV-Protease

Die Verbindungen 89 und 90 konnen alle vier Taschen der HIV-Protease besetzen. Ver-
bindung 89 ausgehend von der Position 2 des Aromaten mit einem Allyl-Substituenten und
Verbindung 90 ausgehend von der Benzyl-Position, mittels eines zweiten Phenyl-Rests (Ab-
bildung 88). Bei Verbindung 89 war es synthetisch moglich, die Hydroxy-Gruppe beizu-
behalten, wahrend ein Hydroxy-substituierter Benzhydryl-Rest aus Grinden der schlechten
synthetischen Zuganglichkeit nicht ausgewahlt wurde.

Abbildung 88: Minimierte Dockinglosungen der Verbindung 89 (links) und 90 (rechts) in
Komplex mit der HIV-Protease

4.5.2 Synthese

Zur Einfohrung des Benzhydryl-Substituenten wurde das Amin 16 mit Benzhydrylbromid
versetzt. Je nachdem ob beide oder nur einer der exozyklischen Stickstoff-Atome alkyliert
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werden sollten, wurden 1,0 oder 2,0 Aquivalente des Bromids eingesetzt. Die Ausbeuten
waren mit 56 und 57 % zufriedenstellend, wenn man berlcksichtigt, dass drei und vierfach
Alkylierungen als Nebenreaktionen auftreten kdénnten. Fur die unsymmetrischen Inhibitoren
wurde nun der zweite Substituent mittels reduktiver Aminierung eingefiihrt. Im Anschluss
wurden alle vier Verbindungen wie bisher zyklisiert und entschiitzt. Die gesamte Reaktions-
sequenz ist in Schema 16 gezeigt.

H H H
N NH, N N—R2
~, A 3
—_—
axs axs
BOC BOC
91 92
1leq.
Ph2CHBr B
CSZCO3 MeCN
56 %
w O O Oy
Ph2CHBr H H M
HoN, NH,  Cs,CO3 N N B N N—R2
Z, ”, 3
w OGS0 O
Y st ) y
BOC BOC BOC
16 93 94

o
OXW:

N N—R2

axs
H

95

Schema 16: Syntheseroute zur Darstellung symmetrischer und unsymmetrischer Benzhydryl-
substituierter Bizyklen
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Tabelle 25 zeigt die verwendeten Reagenzien und Ausbeuten.
R2 Schritt A Schritt B Schritt C
Reagenzien | Ausbeute | Reagenzien | Ausbeute | Reagenzien | Ausbeute
87 Benzaldehyd, 83 % Oxalylchlorid, 36 % HCI in Et,0, 28 %
Molsieb 4A, DIPEA, DCM DCM
NaBHy,,
MeOH
88 3-[tert-Butyl- 72 % Oxalylchlorid, 9% HCI in Et,0, 63 %
oy | (dimethyl)- DIPEA, DCM DCM
silylJoxybenz-
aldehyd,
Molsieb 4A,
NaBH,,
MeOH
89 / 2-Allyl-3- 88 % Oxalylchlorid, 18 % HCI in Et,0, 60 %
[tert-Butyl- DIPEA, DCM DCM
ot | (dimethyl)silyl
Joxybenz-
aldehyd,
Molsieb 4A,
NaBHg,,
MeOH
90 - - Oxalylchlorid, 41 % HCI in Et,0, 52 %
DIPEA, DCM DCM

Tabelle 25: Reagenzien und Ausbeuten der letzten drei Stufen zur Darstellung Benzhydryl-
substituierter Bizyklen

4.5.3 Testung der Enzymhemmung

Die Verbindungen wurden wie bisher in einem kompetitiven Fluoreszenz-basierten Enzym-

assay vermessen (Tabelle 26).
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Verbindung Formel Ki (uM) MW (g/mol) | LE (kcal/mol)
Ausgangsverbindungen
73 o o 35 335 -0,24
NMN—:
78 o o 6,4 367 -0,26
S5
Bizyklische Inhibitoren der zweiten Serie
87 o 0,90 412 -0,27
L
alefe'
88 o 0,21 428 -0,29
& NH‘N)
89 0,024 468 -0,30
3L
G &5 e
90 0,007 488 -0,30

axeRe

Tabelle 26: Ergebnisse der Affinitatsbestimmung fiir die Verbindungen 87 bis 90

Die Ergebnisse zeigen, dass mit dem neu entworfenen bizyklischen Grundgertst und den im

zweiten Designzyklus optimierten Substituenten, das Ziel eine Ligandeneffizienz von -0,29

kcal/mol zu erhalten, erreicht (Verbindung 88) oder sogar ubertroffen werden konnte (89 und

90).

Die beiden besten Inhibitoren Verbindung 89 und 90 sind ein- und zweistellig nanomolar und

haben ein Molekulargewicht von unter 500 g/mol. Damit erflllen sie die Kriterien fir

Affinitat und Molekulargewicht eines Arzneistoffs. Da sie einen protonierbaren Stickstoff
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besitzen, stellte die Loslichkeit der Verbindungen im leicht sauren pH-Bereich unter den
Enzymassay-Bedingungen ebenfalls kein Problem dar. Wegen dieser Eigenschaften wurden
die Verbindungen 89 und 90 fir die Aktivitatsbestimmung in einem Zellassay ausgewahlt
(siehe Kapitel 4.7).

4.5.4 Kristallstrukturanalyse

Martin Stieler gelang es, von dem aktivsten der Inhibitoren der 2. Serie, Verbindung 90, eine
Kristallstruktur zu lésen. [71] Betrachtet man die Anordnung des Grundgerists des vier-
armigen bizyklischen Inhibitors im Vergleich zu der eines zweiarmigen Inhibitors ergeben
sich interessante Unterschiede (Abbildung 89). Da die sowohl die Raumgruppen als auch die
Packungen bei beiden Strukturen identisch sind, kann ausgeschlossen werden, dass diese
Unterschiede durch die Kristallgeometrie erzwungen werden.

Abbildung 89: In Komplex mit der HIV-Protease beobachteter Bindungsmodus des vier-
armigen bizyklischen Inhibitors 90 in Orange, Uberlagert mit dem eines
zweiarmigen bizyklischen Inhibitors 78 in Gelb (PDB-Code 3QN8). Links:
Aufsicht. Rechts: Seitenansicht

In der Aufsicht erkennt man, dass der vierarmige Inhibitor um ein bis zwei A in seiner
Position verschoben ist. Grinde dafiir werden auf Seite 128 diskutiert. In der Seitenansicht
erkennt man, dass das sekunddare Amin sich etwas ndher an den katalytischen Aspartaten
befindet, vor allem aber sind die Carbonyl-Gruppen um 1,3 bis 1,6 A verschoben. Auch in der
Flap-Region zeigen sich interessante VVerdnderungen. (Abbildung 90).
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Abbildung 90: Durch Kristallstrukturanalyse beobachtete Flap-Anordnung bei Verbindung
90 (rechts) im Vergleich zu Verbindung 78 (links, PDB-Code 3QN8)

Der vierarmige Inhibitor fuhrt also dazu, dass die HIV-Protease die bei diesem Enzym am
haufigsten beobachtete Flap-Konformation einnimmt. Dabei interagieren beide Isoleucine 50
und 50° direkt mit dem Inhibitor ohne dass es zu einer Komplexierung eines Wassermolekils
durch die Glycine 50 und 50° und dem Inhibitor kommt. Der vierarmige Inhibitor verdrangt
das Wassermolekil 1 (Abbildung 90, links) und das Isoleucin 50° richtet sich zum Inhibitor
hin aus, welcher sich dadurch ebenfalls etwas anders positioniert. Die so veranderte Flap- und
Inhibitor-Anordnung fithrt dazu, dass die Glycine 50 und 50° und der Inhibitor das
Wassermolekil 2 nicht mehr komplexieren koénnen. Insgesamt werden somit zwei
Wassermolekile gegentiber der Struktur von Verbindung 78 frei gesetzt, was fir diesen
Bindungsmodus einen glinstigen Beitrag bedeuten konnte. Hinsichtlich der direkten
Wechselwirkungen musste allerdings der Bindungsmodus von Verbindung 78 begunstigt sein,
da insgesamt mehr Wasserstoffbriickenbindungen ausgebildet werden und beide Carbonyl-
Sauerstoffe des Inhibitors einen Interaktionspartner besitzen. Bei Verbindung 90 bleibt der
eine Carbonyl-Sauerstoff des Inhibitors hingegen ohne typische Wasserstoffbriicken-Partner.
Er befindet sich jedoch in einem Abstand von 2,3 A zu dem a-Kohlenstoff-Atom des Glycins
49 (Abbildung 91).
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Abbildung 91: Nicht-klassische Wasserstoffbriickenbindung der Verbindung 90 zum o-
Kohlenstoff des Glycins 49°

Diese Interaktion stellt eine nicht-klassische Wasserstoffbriickenbindung dar und sollte im
Vergleich zu einer konventionellen Wasserstoffbriicke nur einen verhéltnismagig kleinen Bei-
trag zu Bindungsaffinitat leisten. [88]

4.6 Eliminierung einer der beiden Carbonyl-Funktion
4.6.1 Design

Auf Grund der Beobachtung, dass bei dem aktivsten Inhibitor, Verbindung 90, der Bindungs-
modus gegenuber den Vorgangern (Verbindung 77 und 78) veréndert ist und eine der beiden
Carbonyl-Gruppen dadurch keine starke Wechselwirkung zur Flap mehr eingeht, erschien es
aussichtsreich, diese Gruppe zu entfernen. Da friihere Versuche anstelle des Oxalsdureamids
ein Harnstoff-Derivat darzustellen erfolglos geblieben waren (vergleiche Kapitel 4.2), sollte
nun versucht werden, ein Glycin-Derivat zu synthetisieren, in dem der Carbonly-Sauerstoff,
welcher keine klassische Wasserstoffbriicke zum Protein eingeht, nicht mehr vorhanden ist.
Dadurch wird aus einem der, bei den Oxalsaureamid-Bizyklen vorhandenen, Amid-
Stickstoffen ein tertiares Amin, welches protonierbar ist. Dies hat zwar den Nachteil einer
erhohten Desolvatationsenergie, fuhrt daftr aber zu einem geringeren Molekulargewicht.
Letztendlich war es beim Entwurf des Glycin-verbrickten Bizyklus das Ziel, die Affinitét
beizubehalten und gleichzeitig das Molekulargewicht zu verringern, um eine weitere
Verbesserung der Ligandeneffizienz zu erreichen.

Beim Docking der Verbindung 96 in die Rontgenstruktur von Verbindung 90 verbessert sich
der Score gegeniber Verbindung 90 nicht, vermutlich, da beide Verbindungen die Gleiche
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Anzahl und Art von Wechselwirkungen zum Protein ausbilden. Die Desolvatationsenthalpie
wird bei der Bewertung mit Drugscore nicht bertcksichtigt.

Verbindung Drugscore

90 OMO 211
axeRe

96 Oy_\H -207
SRRy

Tabelle 27: Strukturformel und Drugscore fir die zur Synthese ausgewahlte Verbindung 96

Die Dockingpose von Verbindung 96 gleicht der Kristallstruktur von Verbindung 90, abge-
sehen von dem fehlenden Sauerstoff-Atom. Folglich ergeben sich auch die gleichen Wechsel-

wirkungen zu den katalytischen Aspartaten und den Isoleucinen 50 und 50°.

Asp25/25°

Abbildung 92: Minimierte Dockinglésung fiir Verbindung 96 in Violett. Links: Uberlagert mit
der Kristallstruktur von Verbindung 90 in Grau. Rechts: Wechselwirkungen mit
der HIV-Protease



4 PYRROLIDIN-BASIERTE BICYCLEN ALS INHIBITOREN DER HIV-PROTEASE 111

4.6.2 Synthese

Die Synthese wurde analog der Synthese von Verbindung 90 (Abschnitt 4.5.2) durchgefihrt.
Anstelle von Oxalylchlorid wurde allerdings Chloracetylchlorid verwendet. Die Ausbeuten
der letzten beiden Stufen der insgesamt neun-stufigen Route wurden nicht optimiert.

Chlor- HCI
acetyl- Et.O O ) O
chlorld DCM %
N N

DIPEA 6 % K

Q DCM Uber 2 Q O

Stufen ”
BOC BOC

93 97 96

Schema 17: Syntheseroute zur Darstellung der Verbindung 96

4.6.3 Testung der Enzymhemmung

Die Ergebnisse der Affinitatsbestimmung gegentiber der HIV-Protease sind in Tabelle 28
gezeigt.

Name Formel K (uM) MW (g/mol) | LE (kcal/mol)

Ausgangsverbindung

90 CN)MCN) 0,007 488 -0,30
axoRe

Eliminierung des Carbonyl-Sauerstoffs

96 0»_\ 0,16 474 -0,26
axeRe

Tabelle 28:Ergebnisse der Affinitatsbestimmung fir die Verbindung 96

Leider fiihrte die Eliminierung des einen Carbonyl-Sauerstoffs, trotz nur schwacher Inter-
aktion dieser Gruppe mit dem Enzym, zu einer starken Verschlechterung des Hemmwerts um
den Faktor 23. Die Hauptursachen liegen vermutlich in der bereits angesprochenen erhdhten
Desolvatationsenergie durch den zweiten basischen Stickstoff und dem Wegfall der nicht-
klassischen Wasserstoffbriickenbindung. Ein zusatzlicher Faktor, der zu der Abnahme an
Affinitat beitragen konnte, ist die veranderte Hybridisierung des modifizierten Kohlenstoff-
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Atoms und damit eine veranderte Geometrie des Glycin-verbrickten Bizyklus. Das kénnte zu
einer verschlechterten Passform des Inhibitors fuhren. Eine Rontgenstruktur sollte helfen
diese Frage zu kléaren.

4.6.4 Kristallstrukturanalyse

Dr. Holger Steuber gelang es durch Austauschsoaking mit Co-Kristallen eines schwach
affinen Peptids und der HIV-Protease eine Kristallstruktur der Verbindung 96 zu I6sen. Auch
hier befinden sich beide Monomere in der assymetrischen Einheit. Wie man in der
Uberlagerung mit der Struktur von Verbindung 90 erkennt, bleibt der Bindungsmodus
erhalten, sodass eine verschlechterte Passform nicht die Ursache fir den Affinitatsverlust
darstellt. Auch das Protein zeigt keine Verdnderung in der Flap-Region gegenuber der
Struktur von Verbindung 90.

/§
/Asp25/25°

Abbildung 93: In Komplex mit der HIV-Protease beobachteter Bindungsmodus des Glycin-
verbrickten Bizyklus 96 in Grin. Links: Uberlagert mit Verbindung 90 in
Orange. Rechts: Wechselwirkungen mit der katalytischen Diade und der Flap.

Es ist bemerkenswert, dass der starke Affinitatsverlust um einen Faktor von 23 allein durch
den Unterschied der Desolvatationsenthalphie eines tertidren Amins zu dem Amid und der
vergleichsweise schwachen, nicht-konventionellen C,H~O=C Bindung verursacht zu werden
scheint. Unabhangig von den Einzelbeitrdgen zur Bindungsenergie, kann aus den Ergebnissen
geschlossen werden, dass obwohl nur eine der beiden Carbonyl-Gruppen in direktionale
Wasserstoffbrickenbindungen involviert ist, beide Carbonyl-Gruppen der Oxalsdureamid-
Bizyklen fiir die Bindugsaffinitat nicht abtraglich sind.
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4.7 Zellassay

4.7.1 Bestimmung der Zellaktivitat

Analog zu den dreiarmigen Verbindungen wurden die interessantesten Bizyklen zur Zell-

aktivitatsmessung ausgewahlt und von Abbas Raza untersucht. Die Ergebnisse finden sich in

Tabelle 29.
Name Formel Ki [uM] HIV- % Inhibition von | % Uberlebende

Protease HIV bei 10 uM Zellen bei 10 uM
(Enzymaffinitat) | (Zellaktivitat) (Toxizitat)

77 ZHO 7,3 2 100

78 o o 6,4 2 98

89 O VL ¢ 0,024 0 92

Q (:g OH
90 0,007 0 66

axoRe

Tabelle 29: Ergebnisse des HIV-Zellassays flr die Verbindungen 77, 78, 89 und 90

Leider zeigen alle getesteten Bizyklen, trotz ihrer zum Teil hohen Affinitat zur HIV-Protease,

praktisch keine Zellaktivitat. Das konnte an einer mangelnden Membrangéngigkeit liegen.

Um den bizyklischen Inhibitoren eine Membranpassage zu ermdglichen, sollte in einem Pro-

drug-Ansatz der positiv geladene Pyrrolidin-Stickstoff maskiert werden.
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4.7.2 Carbamat-Prodrugs

Um ein ungeladenes Molekil zu generieren, aber auch die Spaltung zum aktiven Inhibitor
innerhalb der Zelle zu ermdglichen, wurde das sekundare Amin in ein Methyl- und ein Ethyl-
carbamat Uberfuhrt. Die Carbamate konnten durch zelleigene Esterasen gespalten werden,
wodurch das freie Amin im Zellinneren freigesetzt wirde. Ein Beispiel fiir einen Stoff der zur
Zellpenetration verestert wurde und innerhalb der Zelle durch Esterasen zum freien Alkohol
wird, ist DAF-2 DA, ein Fluoreszenz-Marker fur Stickstoffmonoxid. [89] In unserem Fall
sollte durch Esterasen zun&chst die Carbaminséure entstehen, welche dann spontan zum freien
Amin zerfallen sollte. Im Organismus wirde diese Reaktion mit der Spaltung durch Plasma-
Esterasen konkurrieren. Abbildung 94 zeigt die zwei genannten Mdoglichkeiten zur Frei-

setzung der freien Base 90 aus dem Prodrug.
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Abbildung 94: Moglichkeiten zur Freisetzung der freien Base 90 aus einem Carbamat-
Prodrug

4.7.2.1 Synthese

Fur die Synthese der Prodrugs war lediglich ein Schritt ausgehend von Verbindung 90 not-
wendig. Diese wurde mit Chlorameisensduremethylester sowie dem entsprechenden
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Ethylester in DCM mit Natriumcarbonat als Base umgesetzt und die Carbamate in guten Aus-
beuten von 82 und 87 % erhalten (Schema 18).

& FS O

Methyl- Ethyl-
chloroformat chloroformat
82 % Na>CO3 87 %
DCM
98 99

Schema 18: Syntheseroute zur Darstellung von Verbindung 98 und 99

4.7.2.2 Bestimmung der Zellaktivitat der Carbamat-Prodrugs

Die Ergebnisse der Zellaktivitatsbestimmung durch Abbas Raza sowie die Enzymaktivitat der
Prodrugs sind in folgender Tabelle gezeigt.
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Name Formel Ki [uM] HIV- % Inhibition von | % Uberlebende
Protease HIV bei 10 uM Zellen bei 10 uM
(Enzymaffinitat) | (Zellaktivitat) (Toxizitat)
Ausgangsverbindung
90 0,007 0 66
(o] o]
H
N," N
axeRe
H
Prodrugs
98 O OHO O Keine 42 98
O G
o)\o/
99 O OMO O Keine 35 94
N N Aff i
d initéat
O LW
o)\o/\

Tabelle 30: Ergebnisse des Enzymassays und des HIV-Zellassays fur die Verbindungen 98
und 99

Sowohl fur das Methyl- als auch fir das Ethyl-Derivat ergibt sich eine bessere Zellaktivitét
als fir das analoge freie Amin. Das Prodrug 98 stellt die Verbindung dieser Arbeit dar,
welche im Zellassay die besten Ergebnisse zeigte. Im Vergleich mit der Enzymaffinitat der
freien Base (Verbindung 90) ist die Zellaktivitat der Verbindung 98 jedoch relativ gering. Das
kdnnte daran liegen, dass die Prodrugs durch den Verlust des protonierbaren Stickstoffs eine
schlechtere Wasserloslichkeit besitzen. Ein weiterer Grund kdnnte sein, dass nur ein Teil des
Prodrugs zum aktiven Inhibitor gespalten wird. Letzteres passt zu der Beobachtung, dass das
leichter zu spaltende Methylcarbamat-Prodrug eine bessere Zellaktivitdt aufweist als das
Ethylcarbamat-Prodrug. Aullerdem konnen natirlich auch die Prodrugs noch eine einge-
schrankte Membran-Géngigkeit besitzen.
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4.8 Zusammenfassung und Ausblick: Bizyclische Inhibitoren der HIV-Protease

In dieser Arbeit wurde ein Pyrrolidin-basierter Oxalsdureamid-Bizyklus als neuartiges und
sehr effizientes Grundgerist fur HIV-Protease-Inhibitoren entworfen. Passende Substituenten
fir dieses Grundgerist wurden durch Docking-Experimente ausgewahlt, die resultierenden bi-
zyklischen Inhibitoren dargestellt und auf ihre Enzymaffinitat hin untersucht. Dabei wurden
vier Verbindungen (88, 89, 90 und 96) im unteren nanomolaren Bereich und einem Mole-
kulargewicht zwischen 428 und 488 g/mol identifiziert. Die Verbindungen 88 bis 90 erreichen
oder ubertreffen dabei den Zielwert der Ligandeneffizienz von -0,29 kcal/mol.

Fur die bizyklischen Inhibitoren erwiesen sich die Ergebnisse aus Docking, Minimierung und
Scoring als sehr zuverldssig, obwohl die Flexibilitdt der Flap-Region nicht berlcksichtigt
werden konnte. Folgende Grafik zeigt die Zuverléssigkeit der Methode anhand der Drug-
score-Ergebnisse nach Docking mit FlexX in die Struktur von Verbindung 90 und Mini-
mierung mit MiniMuDS aufgetragen gegen den negativen dekadischen Logarithmus der K;-
Werte. Das Quadrat des Korrelations-Koeffizienten betrégt hier 0,89, was fur die Bewertung
von Dockinglésungen ein gutes Ergebnis darstellt.
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Grafik 3: Der Drugscore (*-1) der minimierten Dockinglésungen, aufgetragen gegen -log
Ki der bizyklischen Inhibitoren

Leider erwiesen sich die im Zellassay untersuchten bizyklischen Inhibitoren als nicht pro-
tektiv, vermutlich, da sie die Zellmembran nicht passieren koénnen. Deshalb wurde ein
Prodrug-Ansatz verfolgt, in dem ein Methyl- und ein Ethyl-Carbamat der Verbindung 90 dar-
gestellt wurde. Wie erhofft verbesserte sich die Zellaktivitat auf eine Prozent-Inhibition von
42 % bei 10 uM fir das Methylcarbamat-Derivat. Dieses Ergebnis zeigt, dass es grundsatzlich
moglich ist, zellgdngige bizyklische Pyrrolidine darzustellen und l&sst hoffen, dass durch
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weitere Optimierung auch eine Zellaktivitat im unteren nanomolaren Bereich zu erreichen ist.
Genau hier ergeben sich auch Ansétze flr weitere Forschungsarbeiten.

Es bleibt aufzuklaren, warum die Carbamat-Prodrugs eine im Vergleich zur Enzymaffinitat
schwache Zellprotektion zeigen. Hierfur sollte in Zukunft die Loslichkeit der Verbindungen,
ihre Membran-Géngigkeit und die Geschwindigkeit der Freisetzung der freien Base innerhalb
der Zelle ermittelt werden. Je nachdem, welche Ergebnisse sich hier ergeben, resultieren ver-
schiedene VVorgehensweisen fur die chemische Modifikation der Inhibitoren.

Bevor die Verbindungen in die Zelle eindringen kdnnen, mussen sie gelost vorliegen, was vor
allem fur die ungeladenen Carbamat-Prodrugs eine Herausforderung darstellt. Zur Verbes-
serung der Loslichkeit konnen polare Gruppen eigeflihrt werden. Es bietet sich zum Erhalt der
Enymaffinitat an, eine der Benzhydryl-Gruppen beizubehalten und auf der anderen Seite
polare Gruppen einzufuhren, welche Wasserstoffbriickenbindungen in der S2-Tasche des
Enzyms ausbilden. Unter Beriicksichtigung der Loslichkeit der entsprechenden Carbamat-
Prodrugs, welche zum Beispiel mit MOE berechnet werden konnte und der Enzymaffinitat
der freien Base, welche durch Docking und Scoring abgeschétzt werden konnte, sollten in Zu-
kunft neue Substituenten ausgewahlt werden. Die dargestellten Inhibitoren und deren Pro-
drugs mussten anschlieend auf ihre Lslichkeit hin untersucht werden.

Fur eine gute Zellaktivitdt missen die gelosten Verbindungen nun die Zellmembran moglichst
vollstandig passieren. Es ist aktuell unklar, welcher Mechanismus der Membranpassage fur
die Carbamat-Prodrugs vorherrscht. Auf der einen Seite l4sst der Erfolg des Prodrug-An-
satzes, bei dem aus einem geladenen Molekl eine ungeladene und lipophilere Verbindung
entsteht, auf einen passiven Membrantransport schlieen. In der Vergangenheit konnte zum
Beispiel fir die Flourchinolone ein solcher, vorwiegend passiver, Membrantransport nachge-
wiesen werden. [90]

Auf der anderen Seite ist die Bedeutung dieses Transportwegs fur die Mehrheit der Arznei-
stoffe umstritten. So erlautern Kell et al. in einem Ubersichtartikel, warum der passive, nicht
Transporter vermittelte Weg in die Zelle vermutlich nur eine untergeordnete Rolle bei der
Aufnahme von Arzneistoffen spielt und die meisten Verbindungen ber noch unbekannte
Transporter in die Zelle gelangen. [91] Auch die in dieser Arbeit gemachte Beobachtung, dass
die wesentlich polareren dreiarmigen Inhibitoren eine Zellaktivitat zeigen, nicht aber die un-
polareren und im Enzymassay potenteren freien Bizyklen, kdonnte zumindest bei den drei-
armigen Pyrrolidinen, flr eine Transporter-vermittelte Membranpassage sprechen.

Aus diesem Grund sollten fur die Verbesserung der Membrangéngigkeit parallel verschiedene
Ansétze verfolgt werden. Eine gezielte Optimierung der physikochemischen Eigenschaften,
wie eine Erhdhung des logP, wirde bei einem passiven Transport die Aufnahme in die Zelle
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steigern, wobei die Loslichkeit der Verbindungen ebenfalls beachtet werden muss. Falls unbe-
kannte Transporter die Hauptrolle bei der Aufnahme der Pyrrolidine spielen, ist eine gezielte
Optimierung auf Grund der unbekannten Struktur der Transporter nicht méglich und es mis-
sten durch die Testung der Membrangangigkeit von moglichst diversen Abwandlungen der
Inhibitoren, bevorzugt transportierte Strukturelement ermittelt werden. In jedem Fall ware es
notwendig, fir alle potenten Inhibitoren sowie fir die entsprechenden Prodrugs, die Mem-
branpermeabilitit zu untersuchen.

Sollten sich die Carbamat-Prodrugs als zu stabil erweisen, kénnen andere Prodrug-Ansatze
verfolgt werden. Ein Beispiel fir labilere Prodrugs waren gemischte Carboxylat-Carbamat-
Anhydride. Diese konnen metallkatalysiert unter Verwendung von Kohlendioxid und dem
entsprechenden Saurechlorid dargestellt werden. [92] Allerdings besteht hier die Gefahr einer
zu geringen Plasmastabilitat, weshalb diese ebenfalls bestimmt und die Stabilitat der An-
hydride durch Veranderung des eingesetzten Saurechlorids gesteuert werden sollte. Als Bei-
spiel ist das Carboxylat-Carbamat-Anhydrid der Verbindung 90 in Abbildung 95 gezeigt. Als
Rest sollten zunédchst kurze Aliphaten verwendet werden und die Stabilitat der Verbindung
untersucht werden.
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Abbildung 95: Carboxylat-Carbamat-Anhydrid der Verbindung 90

Durch moglichst diverse Modifikation der Substituenten im Hinblick auf die Loslichkeit und
die Membrangangigkeit, unter Beibehaltung der nanomolaren Enzymaffinitit, oder durch
weitere Prodrug-Ansétze konnte also die Zellaktivitat der bizyklischen Inhibitoren in Zukunft
weiter verbessert werden.

Ein weiterer wichtiger Aspekt fur zukiinftige Arbeiten an den hier entwickelten bizyklischen
Inhibitoren ist die Bestimmung der Affinitat gegeniber resistenten Mutanten der HIV-Pro-
tease. Wie in Abbildung 18 gezeigt, gibt es eine enorme Vielfalt an Mutationen in der HIV-
Protease, welche zu Resistenzen gegen die zugelassenen Arzneistoffe fihren. Fir eine Weiter-
entwicklung der Pyrrolidin-basierten Bizyklen wére ein Screening gegen verschiedene Mu-
tanten der HIV-Protease deshalb von hochstem Interesse. Die Pyrrolidin-basierten Bizyklen
konnten insbesondere gegen die innerhalb der Flap mutierten HIV-Protease-Varianten eine
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gute Affinitat beibehalten, da in den hier beschriebenen Kristallstrukturen bereits drei unter-
schiedliche Modi, mit der Flap zu interagieren beobachtet wurden (Abbildung 103). Das kon-
nte auf eine gute Adaptivitat der Inhibitoren fir diesen Bereich hindeuten. Im Bereich der
Flap haufig auftretende und zu Resistenzen gegen die zugelassenen Arzneistoffe fuhrende
Mutationen sind: M46L, 147V, 154M, 154V, 150V und G48V. Abbildung 96 zeigt am Beispiel
der Mutation 154M, die bei der Resistenz gegen Amprenavir, Darunavir und Saquinavir ein
wichtige Rolle spielt, [93, 94] wie die Adaptivitdt der Bizyklen einen Vorteil fir den
Affinitatserhalt gegen diese Mutante darstellen konnte. Gezeigt ist links der Bindungsmodus
der Verbindung 78 in Komplex mit der HIV-Protease (PDB-Code: 3QN8) Uberlagert mit der
mutierten Aminosaure Metionin 54 aus einer Darunavir Struktur (PDB-Code: 2D1Z). Man er-
kennt, dass dieser Bindungsmodus fur die Mutante 154M nicht mdglich wére, da das
Methionin 54 dem Isoleucin 50° zu nahe kommt. Rechts ist die Struktur von Verbindung 78
mit einem Fragmenten in der S1-Tache, welche der Ubersichtlichkeit halber in der Abbildung
nicht dargestellt sind, gezeigt (ODB-Code: 3QIH). Auf diese Struktur wird im ndchsten Ka-
pitel ausflhrlich eingegangen. Auch hier wurde mit der mutierten Aminoséure Metionin 54
uberlagert. Wie der Abstand dieser Seitenkette zu dem Isoleucin 50° zeigt, héatte bei diesem
Bindungsmodus die Mutation 154M vermutlich keine Konsequenzen.

Abbildung 96: Bindungsmodus der Verbindung 78 in Komplex mit der HIV-Protease (PDB-
Code: 3QN8, links) und von Verbindung 78 mit den Fragmenten in der S1-
Tache, welche der Ubersichtlichkeit halber nicht dargestellt sind (PDB-Code:
3QIH, rechts), Gberlagert mit der mutierten Aminosaure Metionin 54 aus einer
Darunavir Struktur (PDB-Code: 2D17).

Es bleibt offen, wie sich die Anderung im Bindungsmodus, welche den Kristallstrukturen zu-
folge fir Verbindung 78 gut moglich ist, auf die Affinitat gegenlber den verschiedenen Mu-
tanten auswirkt und auch, wie sich die unterschiedlichen Substituenten auf die Adaptivitét der
Bizyklen auswirken. Ob die in dieser Arbeit entwickelten bizyklischen Inhibitoren tatséchlich
eine Uberdurchschnittliche Adaptivitdt aufweisen und gegen géngige Mutanten der HIV-
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Protease aktiv bleiben, kann letztendlich nur durch Experimente mit entsprechend mutierten
HIV-Protease-Varianten geklart werden.

Zusammenfassend lasst sich schlielen, dass die Affinitatsbestimmung gegen resistente HIV-
Protease-Mutanten und die Verbesserung der Zellaktivitat der bizyklischen Inhibitoren die
nachsten wichtigen Schritte flir weitere Arbeiten an den Pyrrolidin-basierten HIV-Protease-
Inhibitoren darstellen.
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5 FRAGMENTE IN DER HIV-PROTEASE

5.1 Ausgangspunkt und Idee

Das fragmentbasierte Wirkstoffdesign ist eine zunehmend etablierte VVorgehensweise bei der
Suche nach neuen Arzneistoffen. Dabei werden kleine (Molekulargewicht unter 300 g/mol)
und in der Regel schwach affine Molekiile zusammen mit ihrem Zielenzym kristallisiert und
dann miteinander zu einem hochaffinen Inhibitor verbunden oder sukzessive weiter
vergroRert. [95] Dieses Vorgehen wirde sich prinzipiell auch fir das Design neuer HIV-
Protease-Inhibitoren eignen. Leider wurde aber nach unserem Wissen bis heute kein Fragment
in der Substrat-Bindetasche der HIV-Protease kristallisiert. Die einzigen bisher kristallisierten
Fragmente finden sich in sogenannten Exo-Sites, die aulerhalb der Bindetasche liegen und
uber einen allosterischen Mechanismus fur eine Inhibition relevant sein konnten. Bei diesen
Fragment-Strukturen findet sich ein bekannter und potenter Inhibitor in der Bindetasche der
HIV-Protease. [95, 96]

Das liegt vermutlich daran, dass sich die HIVV-Protease, ohne affinen Inhibitor, nicht in der
biologisch aktiven Form mit geschlossener Flap kristallisieren lasst. Die in dieser Arbeit syn-
thetisierten Inhibitoren lassen eine oder beide der S1-Taschen unbesetzt. Die Idee, diese Ge-
gebenheit fur die Kristallisation von Fragmenten in der Bindetasche der HIV-Protease zu
nutzen, fulBt auf der Beobachtung, dass sich in der Kristallstruktur von Verbindung 1
Dithiandiol (DTD), welches aus den Kristallisationsbedingungen stammt, direkt in der S1°-
Tasche findet.

2.6
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Abbildung 97: Kristallstruktur von Verbindung 1 in Komplex mit der HIV-Protease. DTD (in
Grin gezeigt) befindet sich in der S1'-Tasche
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Da die zweiarmigen bizyklischen Inhibitoren besonders gut kristallisieren, sollten HIV-
Protease-Kristalle mit dem kleinen zweiarmigen Bizyklus, Verbindung 78, mit Fragmenten
gesoakt werden. Die Fragmente sollten in den, von dem Inhibitor unbesetzten, S1-Taschen
zum Liegen kommen, um dort besonders giinstige Interaktionen aufzudecken.

5.2 Dockingexperimente

Zunachst wurden aus einer internen Bibliothek aus 364 Fragmenten, welche von Tobias Craan
zusammengestellt wurde [97], die Fragmente ausgewéhlt, welche ein Molekulargewicht unter
170 g/mol besitzen und somit die Mdoglichkeit bieten, in die kleine S1-Tasche zu passen.
Diese 59 Fragmente wurden dann mit FlexX in die S1-Tasche gedockt, wobei der bizyklische
Inhibitor zusammen mit dem Protein als Rezeptor und das Fragment als Ligand behandelt
wurde. Es wurde die S1-Tasche ausgewdhlt, in welcher das Isoleucin 50 keine Wechsel-
wirkung zum Inhibitor sondern lediglich zu einem Wasser eingeht. Fir die Wechselwirkung
mit diesem Isoleucin wurde ein Pharmakophor gesetzt, da es sinnvoll erschien, dass die Frag-
mente hier eine Wechselwirkung ausbilden und somit das Wasser verdrangen (siehe Ab-
bildung 98).

Abbildung 98: Kristallstruktur von Verbindung 78 in Komplex mit der HIV-Protease (PDB-
Code 3QNS8) mit leerer S1-Tasche und einem zu verdrangenden Wasser-
Molekul

Um auch Fragmente zu finden, welche andere gewinnbringende Wechselwirkungen eingehen,
wurde das Docking einmal mit und einmal ohne Pharmakophor durchgefiihrt. Docking-Posen,
bei denen das Fragment auflerhalb der S1-Tasche zu liegen kam, wurden hingegen nicht
berticksichtigt. Die so generierten Dockingldsungen wurden mit MiniMuDS minimiert und
mit Drugscore bewertet. Nach visueller Auswertung der minimierten Dockingposen und
Berucksichtigung des Drugscores wurden acht vielversprechende Fragmente fir die
Kristallisation ausgewéhlt, welche in Abbildung 99 gezeigt sind.
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Abbildung 99: Fir Soaking-Experimente ausgewahlte Fragmente
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Als Beispiel sind in Abbildung 100 die Dockinglésungen der Verbindungen 101, 103 und 105
gezeigt.

Abbildung 100: Minimierte Dockinglésungen fur die Verbindungen 101 (links), 103 (mitte)
und 105 (rechts)

Wie die Dockingldsungen zeigen, kénnen die Fragmente, abgesehen von der Wechselwirkung
mit dem Ruckgrat von Isoleucin 50, noch mit dem Rickgrat von Glycin 27 und 48 sowie mit
den Seitenketten der Aspartate 25 und 29 in Interaktion treten.

5.3 Affinitatsbestimmung

Parallel zu den Soaking-Experimenten, welche mit den ausgewdhlten Fragmenten von Ina
Lindemann durchgefiihrt wurden [70], wurde die Affinitat der Fragmente bei 1 mM zur HIV-
Protease in einem kompetitiven fluoreszenzbasierten Assay mit und ohne Zusatz von Ver-
bindung 78 gemessen. Verbindung 78 wurde bei einer Konzentration von 10 UM zugesetzt,
was in etwa dem IC50 entspricht. Es sollte untersucht werden, ob sich ein mehr als additiver
Effekt durch gleichzeitige Bindung der Fragmente und des Inhibitors ergibt.

100

80

60

40 -

% Inhibition

100 101 102 103 104 105 106 107 Blank

Grafik 4: %-Inhibition fur die Verbindungen 100 bis 107 bei 1 mM in Blau und fiir die
Verbindungen 100 bis 107 bei 1 mM unter Zusatz von Verbindung 78 (10 uM) in Rot
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Wie Grafik 4 zeigt, kdnnen alle Fragmente fir sich die HIV-Protease zumindest schwach bei
1 mM inhibieren. Bei keinem Fragment lasst sich aber ein deutlich mehr als additiver Effekt
bei Zusatz von Verbindung 78 erkennen. Die Messwerte konnten entweder bedeuten, dass
Fragmente und Inhibitor gleichzeitig an das Enzym binden, der gesamte Enzym-Inhibitor-
Komplex dadurch aber nicht mehr als additiv stabilisiert wird, oder dass ein Teil der Protease-
Molekiile von Verbindung 78 und eine anderer Teil von dem entsprechenden Fragment
inhibiert wird. Flr das Platzieren der Fragmente in der S1-Tasche lieRen sich hier also keine
weiteren Informationen gewinnen. Sehr interessant ist aber die relativ starke Inhibition der
HIV-Protease durch das Fragment 106 mit 78 %. Uberlegungen und Dockingexperimente zu
diesem Fragment sowie Ideen fur weitere Arbeiten mit dieser Verbindung finden sich in
Abschnitt 5.5.

5.4 Kiristallstrukturanalyse

Ina Lindemann gelang es, durch Soaking-Experimente eine Struktur der HIV-Protease in
Komplex mit Verbindung 78 und zwei vollstandig populierten Molekulen des Fragments,
Verbindung 105, zu l6sen. [70]

Wie erwartet besetzt das Fragment die S1-Tasche, kommt aber hier anders zum Liegen, als im
Docking vorhergesagt wurde. Anstatt mit dem Rickgrat von Isoleucin 50 und dem von
Glycin 48 zu interagieren, bilden sich Wasserstoffbriickenbindungen zu der Seitenkette von
Aspartat 25¢, zum Ruckgrat von Glycin 27 und zur Seitenkette von Arginin 8 aus, welches in
zwei Konformationen mit in etwa gleicher Besetzung vorliegt.

Abbildung 101: Dockinglosung (links) und Kristallstruktur (rechts) des Fragments 105 in
Komplex mit Verbindung 78 und der HIV-Protease (PDB-Code: 3QIH )
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Die Lage des bizyklischen Inhibitors bleibt durch das Fragment-Soaking praktisch unver-
andert, wie Abbildung 102 zeigt.

Abbildung 102: Uberlagerung der Verbindung 78 aus der Kristallstruktur in Komplex mit der
HIV-Protease (PDB-Code: 3QN8, violett) und der Verbindung 78 aus der
Kristallstruktur in Komplex mit der HIV-Protease und den Fragmenten
(PDB-Code: 3QIH, gelb).

Da nun das Isoleucin 50 nicht mehr mit einem Wasser in Wechselwirkung treten kann und
sich auch kein anderer Wechselwirkungspartner an dieser Position findet, verandert sich er-
neut die Anordnung der Flap und eine dritte Mdglichkeit, mit der Flap zu interagieren, wird
sichtbar. Bei dieser Anordnung ist, wie bei den meisten Strukturen der HIV-Protease, das eine
Glycin 49 nach innen und das andere nach auBlen gedreht. Die Isoleuine 50 und 50° drehen
sich beide zum Inhibitor hin, wobei jeweils ein Isoleucin 50 mit jeweils einem Carbonyl-
Sauerstoff interagiert. Zum Vergleich sind alle drei beobachteten Anordnungen in Abbildung
103 gezeigt. Alle drei dargestellten Strukturen zeigen die gleiche Raumgruppe sowie die
gleiche Packung und enthalten das gesamte Dimer in der asymmetrischen Einheit, sodass die
Kristallsymmetrie als Ursache fur die verschiedenen Anordnungen der Flap ausgeschlossen
werden kann.
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Abbildung 103: Durch Kristallstrukturanalyse beobachtete Flap-Anordnung bei Verbindung 78
(links, PDB-Code: 3QN8), Verbindung 78 mit 105 (mitte, PDB-Code: 3QIH) und
Verbindung 90 (rechts)
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Das Fragment 105 sowie das DTD kommen in der S1-Tasche etwa an derselben Stelle zum
Liegen, in der sich bei Verbindung 90 der zweite Aromat befindet. An dieser Position sind
aromatische und lipophile Gruppen vermutlich bevorzugt. Eine Position an der bevorzugt
bestimmte Gruppen zum Liegen kommen, nennt man Hotspot (Abbildung 104).

Hotspot fur aromatische und
lipophile Gruppen

Abbildung 104: Uberlagerung der Kristallstrukturen von Verbindung 78 in Gelb) und
Verbindung 105 in Orange (PDB-Code: 3QIH), DTD (in Grau, PDB-Code:
3QRO) und Verbindung 90 (in Griin). Der Ubersicht halber ist der Inhibitor
der DTD-Struktur nicht dargestelit.

Die experimentelle Beobachtung fir giinstige aromatische und lipophile Wechselwirkungen
innerhalb der S1-Tasche wurde durch eine computergestiitzte Hotspot-Analyse mit dem Pro-
gramm GRID 1.2.2 [98] bestatigt. Unter Verwendung einer Sonde fur aromatische Wechsel-
wirkungen konnte gezeigt werden, dass sich vor allem dort gilinstige Bereiche fur aromatische
Interaktionen finden, wo das Fragment zum Liegen kommt. Die hydrophobe Sonde ergibt ein
ahnliches Bild. Um diese bevorzugte Position besetzen zu kénnen, muss sich Verbindung 90
gegenilber Verbindung 78 etwas drehen, was den leicht veranderten Bindungsmodus, fir den
es zun&chst keinen ersichtlichen Grund zu geben schien, plausibel erklart.

In Abbildung 105 sind die ermittelten aromatischen Hotspots als blaue Konturkarten gezeigt.
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Abbildung 105: Hotspotanalyse fir Aromaten mit dem Programm GRID 1.2.2 generiert.
Hotspots sind als blaue Konturkarten gezeigt und mit den Kristallstrukturen
von Verbindung 78, 105 (in Grin und Grau, PDB-Code: 3QIH) und
Verbindung 90 (in Orange) uberlagert.

5.5 Fragment 106

Zwar gelang es nicht das Fragment 106, welches im Docking durch eine gute Passform flr die
S1-Tasche auffiel, in diese Tasche zu soaken, jedoch zeigte das Fragment eine vergleichs-
weise hohe Prozent-Inhibition von 78 % bei 1 mM im Enzymassay. Da die Struktur dem
Grundgerust von Tipranavir dhnelt, erschien es wahrscheinlich, dass dieses Fragment nicht
nur sinnvolle Wechselwirkungen in der S1-Tasche, sondern auch mit der katalytischen Diade
ausbilden kann.

Besonders deutlich wird diese Ahnlichkeit, betrachtet man den exakt gleichen Abstand
zwischen dem Akzeptor-Sauerstoff und der Hydroxy-Gruppe der beiden Verbindungen.

Abbildung 106: Vergleich des Abstands zwischen dem Akzeptor-Sauerstoff und der Hydroxy-
Gruppe von Tipranavir (links, PDB-Code: 1D4Y) und Verbindung 106 (rechts)

Um diese Vermutung zu prifen, wurde die Verbindung 106 in die leere HIV-Protease-Binde-
tasche der Tipranavir Struktur ohne Verwendung eines Pharmakophors gedockt. Die
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Ergebnisse zeigen, dass eine sinnvolle Wechselwirkung sowohl mit den katalytischen Aspar-
taten als auch mit der Flap moglich ist. In Abbildung 111 ist die am besten bewertete Losung
gezeigt. Es sei erwahnt, dass sich unter den besten 10 Losungen auch solche finden, bei denen
das Ringsystem um 180° gedreht vorliegt. Zusétzlich unterliegt die Carbonyl-Gruppe am
Furan einer Keto-Enol-Tautomerie. Die Dockinglésungen der Enol-Form werden jedoch
leicht schlechter bewertet und &hneln jenen der Keto-Form, weshalb sie hier nicht extra ge-
zeigt sind.
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Abbildung 107: FlexX Dockinglésung fir die Verbindung 106
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Leider konnte bisher keine Struktur dieses Fragments mit der HIV-Protease Co-kristallisiert
werden. Sollte dies noch gelingen, kdnnte erstmals mittels Fragment-basierten Wirkstoff-
designs, Inhibitoren mit Verbindung 106 als neuem Grundgerist fir HIVV-Protease entwickelt
werden.

5.6 Zusammenfassung und Ausblick: Fragmente in der HIV-Protease

In diesem Teil der Arbeit konnte gezeigt werden, dass es mdglich ist, Fragmente in die Binde-
tasche der HIV-Protease zu Soaken, wenn zuvor Co-Kristalle mit einem potenten Inhibitor,
welcher einen Teil der Bindetasche unbesetzt 1asst, generiert wurden. Beobachtet wurde dies
zuerst zufallig durch die Anwesenheit von DTD in der S1-Bindetasche eines dreiarmigen
Inhibitors und konnte dann durch gezielte Soaking-Experimente mit dem Fragment 105 in die
S1-Bindetaschen eines zweiarmigen bizyklischen Inhibitors erfolgreich Gbertragen werden.
Somit ist es nach unserem Wissen erstmalig gelungen, ein Fragment in die Substrat-Binde-
tasche der HIV-Protease zu soaken. Das Fragment 105 mit dem in dieser Arbeit dargestellten
bizyklischen Grundgerist zu verbinden, um zu hdochstwahrscheinlich affineren Inhibitoren zu
gelangen, ist synthetisch sehr schwierig. Fragment-Verknipfung (Englisch fragment linking)



5 FRAGMENTE IN DER HIV-PROTEASE 131

ist im Allgemeinen eine groRe Herausforderung, da beim Verbinden die rdumliche Lage der

Fragmente nicht veréndert werden darf.

Wie Abbildung 106 zeigt, kann der planare Aromat des Fragments in der S1-Tasche nicht
uber den bereits verwendetet Anknupfungspunkt 1 (Abbildung 101) mit dem zweiarmigen Bi-
zyklus in der S2-Tasche verbunden werden, da die Verknupfungslinie (rot) fast orthogonal zu
dem Aromaten des Fragments steht. Die notwendige Drehung des Aromaten um etwa 90° bei
einer solchen Verknupfung, wirde einen Verlust der in Abbildung 101 gezeigten Wechsel-

wirkungen mit sich bringen.

@/\‘ﬂ

Abbildung 108: Das Fragment kann nicht auf diese Art mit dem bizyklischen Inhibitor
verknupft werden.

Eine chemisch sinnvolle Verknupfung ergibt sich von dem Aromaten des Bizyklus in der S2-
Tasche aus zu dem Fragment in der S1°-Tasche (Abbildung 107). Sowohl der mit einem
Fragment verknipfte Bizyklus als auch der mit beiden Fragmenten verbundene Bizyklus
wurde mit dem Programm FlexX in die HIV-Protease eingepasst, mit MiniMuDS minimiert

und mit Drugscore bewertet.

Abbildung 109: Minimierte Dockingldsung fur den mit einem Fragment verkniipften
bizyklischen Inhibitor in Grin. Die Kristallstruktur ist in Grau tberlagert
(PDB-Code: 3QIH).
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Drugscore bewertet den mit einem Fragment verknipften Bizyklus mit einem Score von -
212,4 sehr gut, obwohl der Linker dem bizyklischen Grundgerst recht nahe kommt und der
Ligand zusétzliche freidrehbare Bindungen aufweist. Beide Fragmente kénnen den Docking-
experimenten zufolge nicht gewinnbringend mit dem Bizyklus verknupft werden. Die Dar-
stellung des fir die Synthese benétigten, nicht kommerziell erhéltlichen Aldehyds (Abbildung
108) erfordert eine mehrstufige Syntheseroute.

Abbildung 110: Benétigtes Synthese-Edukt zur Darstellung des Fragment-verkniipften
bizyklischen Inhibitors.

Die Besetzung der Spezifitatstaschen erfolgt hier, dhnlich wie bei den drei- und vierarmigen
Pyrrolidinen, von der S2- zu S1°-Tasche und nicht, wie bei den Benzhydryl-Derivaten von der
S2 zu S1-Tasche. Durch diese Anordnung kommt, wie in Abbildung 109 gezeigt, der Ethyl-
Linker dem Isoleucin 84 sehr nahe. Bei den 4-armigen Pyrrolidin-basierten Inhibitoren konnte
gezeigt werden, dass die beobachtete H-férmige Anordnung (Vergleiche Abbildung 32) durch
die Nahe zu Isoleucin 84 dazu fuhrt, dass diese Inhibitoren, im Gegensatz zu vielen
zugelassenen Inhibitoren, besonders gegen die hdufig auftretende Mutation 184V aktiv sind.
[54] Dieser vorteilhafte Effekt ware hier ebenfalls zu erwarten. Wegen der aufwendigen
Synthese der Seitenkette, empfiehlt es sich, zu Beginn die in Abbildung 109 gezeigt,
einfacher darzustellende Verbindung zu synthetisieren, auf ihre Affinitdt gegenuber dem
Wildtyp und der 184V-Mutante hin zu untersuchen und die Rontgenstruktur zu Losen.
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Abbildung 111: Minimierte Dockingldsung flr eine einfacher darzustellende Verbindung in
Violett, Uberlagert mit der Fragmentstruktur in Grau (PDB-Code 3QIH). Das
bei resistenten Stdmmen haufig zu einem Valin mutierte Isoleucin ist mit
einem roten Kreis gekennzeichnet.
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Um durch das fragmentbasierte Wirkstoffdesign noch weitere Ideen fiir neue Inhibitoren zu
erlangen, mussten noch mehr Fragmente in die S1-Tasche gesoakt werden. Vor allem musste
die Methode auf andere Inhibitoren, welche die S2-Tasche nicht besetzen, wie zum Beispiel
die kleineren Vertreter der Hydroxycoumarin-Derivate tbertragen werden. [99] Die gefun-
denen Fragmente konnten dann nicht nur mit dem bizyklischen Grundgerist, sondern auch
miteinander und mit verschiedenen funktionellen Gruppen zur Adressierung der katalytischen
Diade verkniipft werden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ausgehend von dem sehr potenten aber relativ grof3en
Inhibitor AB111 kleinere Inhibitoren der HIV-Protease mit einer verbesserten Liganden-
effizienz zu entwerfen, darzustellen und auf ihre Enzymaffinitéat hin zu untersuchen.

Der erste Ansatz bestand in der Synthese von dreiarmigen Pyrrolidin-basierten-Inhibitoren,
welche mit zwei protonierbaren Stickstoffen die katalytische Diade adressieren. Die
Ligandeneffizienz konnten gegentiber der Ausgangsverbindung zwar verbessert werden, aller-
dings ist der K; der besten Verbindung mit 0,9 UM nur moderat. Als nicht additiv und auch
mit Dockingexperimenten schwer vorhersagbar erwies sich die SAR dieser Verbindungs-
klasse, weshalb ITC Experimente nétig sind um hier weiter rational optimieren zu kénnen.

Im zweiten Ansatz wurde mit den bizyklischen Inhibitoren ein effizienteres Grundgerust ent-
wickelt. Bereits die zweiarmigen Bizyklen erwiesen sich mit einer Ligandeneffizienz der bes-
ten Verbindung von -0,27 kcal/mol als ausgesprochen vielversprechend. In einem weiteren
Optimierungszyklus wurden drei- und vierarmige bizyklische Inhibitoren synthetisiert, von
denen drei Verbindungen den Zielwert flr die Ligandeneffizienz erreichen oder sogar ber-
treffen. Mit einem K; von 7 nM liegt die beste der dargestellten Verbindungen zudem in
einem sehr guten Affinitatsbereich fur einen potentiellen Arzneistoff.

Im Zellassay zeigten die bizyklischen Inhibitoren allerdings keine Aktivitat, weshalb hier ein
Prodrug-Ansatz verfolgt wurde. Die im Zellassay aktivste Verbindung dieser Arbeit stellt ein
Methylcarbamat-Prodrug eines vierarmigen bizyklischen Inhibitors dar, welcher eine Zell-
aktivitat von 42 % bei 10 uM aufweist. Abbildung 112 veranschaulicht nochmal die wichtig-
sten Eckpunkte der vorliegenden Arbeit.
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Abbildung 112: Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse der vorliegenden Arbeit (Der
Ki bezieht sich auf den Enzymassay und ist in UM angegeben, Ag ist in
kcal/mol angegeben. %lnh. bezieht sich auf den Zellassay bei einer Inhibitor-
konzentration von 10 uM)
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7 EXPERIMENTAL TEIL

7.1 Allgemeine Anmerkungen

In Abschnitt 7 wird, wie in der Analytik tblich, der Punkt als Dezimaltrennzeichen
verwendet.

NMR-Spektroskopie

Die Verbindungen wurden geldst in kommerziell erhéltlichen deuterierten Losungsmitteln, an
einem supraleitenden Multiresonanzspektrometer der Firma Jeol Inc. USA vom Typ ECX
(1H: 400 MHz, 13C: 100 MHz) in der NMR-Abteilung des Fachbereichs Pharmazie der
Philipps-Universitat Marburg vermessen. Die entsprechenden Kopplungskonstanten J werden
in Hz angegeben. Die 13C-Spektren wurden je nach Substanz entweder als COM- (engl.
Single Pulse Complete Decoupling Experiment) oder als APT-Spektrum (engl. Attached
Proton Test) aufgenommen. Die Spektren-Bearbeitung erfolgte mit Hilfe der Software Delta
5.0.0 der Firma Jeol Inc. USA. Die Interpretation wurde durch die Programme NMRShiftDB
[100]1.4.1 und nmrdb [101] zur Berechnung von Verschiebungen unterstitzt.

Fur die Auswertung der Spektren wurde die chemischen Verschiebungen in ppm angegeben
und das eingesetzte Losungsmittel als interner Standard verwendet (CDCI3 1H: & = 7.26 ppm,
13C: 6 =77.2 ppm; DMSO-d6: 6 = 2.50 ppm, 13C: 6 = 39.5 ppm).

Die Signamultiplizitaten der Spektren wurden folgendermalRen abgekdirzt:
s Singulett

d Dublett

t Triplett

g Quartett

gn Quintett

m Multiplett

s symmetrisches Signal

d doppeltes Signal

br breites Signal

ps pseudo Signal
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Massenspektrometrie

Zur Bestimmung der Masse wurden die Verbindungen in Methanol gelést und in der
Abteilung fur Massenspektrometrie am Fachbereich Pharmazie der Phillips-Universitat
Marburg vermessen. Die lonisierung erfolgte entweder Uber ElektronenstoR-Methode (EI)
woflr ein doppelfokussierendes Sektorfeld-Spektrometer vom Typ VG 7070 der Firma
Generators verwendet wurde, oder Uber ES+ (zu Englisch: Electron spray ionisation) wobei
ein doppelfokussierendem Sektorfeld-Spektrometer mit EBE-Geometrie vom Typ VG-
Autospec der Firma Micromass zum Einsatz kam.

Elementaranalyse

Die Elementaranalyse wurde in der entsprechenden Abteilung am Fachbereich Pharmazie der
Philipps-Universitat Marburg unter Verwendung eines Micro Cube der Firma Elementar
Analysen GmbH bestimmt.

Schmelzpunkt

Die Schmelzpunkte wurden an einem Schmelzpunktgerét des Typs KSP1N der Firma A.Kriss
Optronic GmbH bestimmt und sind unkorrigiert.

MPLC

Die sdulenchromatografische Aufreinigung mittels MPLC erfolgte an einem Sepacore-MPLC
der Firma Bichi mit kommerziell erhéltlichen Kartuschen (puriFlash 15 oder 30 pum) der
Firma Interchim.

Reaktionsfihrung

Die eingesetzten Losungsmittel besitzen p.a.-Qualitat und wurden ohne weitere Aufreinigung
verwendet. Falls erforderlich wurden diese iber Molsieb nach einer Vorschrift von Williams
et al. getrocknet. [102]

Alle feuchtigkeitsempfindlichen Reaktionen wurden in ausgeheizten Glasgeraten unter
Argon-Atmosphare und in wasserfreien Losungsmitteln durchgefihrt.

Fluoreszenz-basierter Enzymassay der HIV-Protease

4ul des in DMSO gel6sten Inhibitors in unterschiedlichen Konzentrationen, 4 pl einer 20 pM
Substratlosung und 172 ul Assaypuffer (100 mM MES, 300 mM KCI, 5 mM EDTA, 1 mg/ml
BSA, pH 5,5) wurden mit in Assaypuffer verdunnter HIV-Protease (20 pl) versetzt. Als
Substrat wurde das fluorogene Anthranilyl-HIV-Protease-Substrat (Abz-Thr-lle-Nle-(p-NO2-
Phe)-GIn-Arg-NH2) verwendet, das bei Bachem kommerziell erhaltlich ist. Die Spaltung des
Substrats durch die HIV-Protease wurde durch einen Anstieg der Fluoreszenzintensitat
(Anregungswellenldnge: 337 nm; Emissionsbereich: 410 nm) Uber einen Zeitraum von
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mindestens 10 min mit dem Fluoreszenz-Plattenleser der Marke Safire 11 (Tecan) bestimmt.
[103] Aus dem Fluoreszenzanstieg bei verschiedene Inhibitorkonzentrationen wurde mit Hilfe
des Programms Grafit 4.09 der Firma Erithacus Software Limited der IC50 ermittelt. Dieser
konnte unter Einbeziehung des Km-Werts und der Substratkonzentration mit Hilfe der Cheng-
Prusoff Gleichung in den K; umgerechnet werden. [104]

Der Km wurde flr dieses System nach Lineweaver Burk mit 21,4 uM bestimmt. [105]
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7.2 Arbeitsvorschriften und Charakterisierung der synthetisierten Verbindungen

AAV1: BOC-Entschitzung

Das BOC-geschiitzte Pyrrolidin wurde in DCM gel6st und anschliel3end unter Rihren
2M HCI in Et;O hinzu getropft. Nach 48 h wurde die Uberstehende Losung
abpippettiert, eingeengt und anschlieBend mittels MPLC (DCM/MeOH/NH;) als
aufgereinigt.

AAV2: BOC-Entschitzung

Das BOC-geschutzte Pyrrolidin wurde in DCM und/oder EtOAc geldst und
anschlieBend unter Rihren 2M HCI in Et,O hinzu getropft. Nach 48 h wurde die
Uberstehende Loésung abpippettiert, mit wenig DCM gewaschen und das
Hydrochlorid im Vakuum getrocknet.

AAV3: Reduktive Aminierung

Das Amin wurde in trockenem MeOH gelést, mit pulverisiertem Molsieb (4 A)
versetzt, unter Rihren der Aldehyd zugegeben und 1.5 h bis 12 h bei
Raumtemperatur gertihrt. AnschlielBend wurde die Reaktion auf 0 °C gekihlt, NaBH,4
portionsweise zugegeben und weitere 1 h bis 2 h bei 0 °C gerihrt. Nach Erwarmen
auf Raumtemperatur, wurde der Ansatz mit NaHCOg3; versetzt, anschlieBend mit
EtOAc extrahiert, mit MgSO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel am Rotavapor
entfernt. Aufreinigung mittels MPLC fuhrte zu dem gewlnschten Produkt.

AAV4: Ringschluss mit Oxalylchlorid

Das Amin wurde in trockenem DCM gel6st, mit DIPEA versetzt, auf -10 °C gekuhlt,
tropfenweise Oxalylchlorid zugegeben und die Reaktion innerhalb von 2 h auf
Raumtemperatur erwarmt. Der Vorgang wurde noch zwei Mal mit jeweils der halben
Menge DIPEA und Oxalylchlorid wiederhohlt. Dabei wurde jede Stunde Uberprift, ob
sich der pH-Wert im basischen Bereich befindet. AnschlieRend wurde der Ansatz mit
einer eiskalten wassrigen Losung von NaHCOj; versetzt, dreimal mit EtOAc
extrahiert, mit MgSO, getrocknet, filtriert und das Ldsungsmittel am Rotavapor
entfernt. Aufreinigung mittels MPLC (Cyclohexan/EtOAc) fuhrte zu dem gewiinschten
Produkt.

AAV5: Kondensation zu Sulfonamiden

Das Amin wurde in DCM geldst, mit DIPEA versetzt und auf O °C gekuhlt. Unter
Ruhren wurde das Sulfonylchlorid portionsweise zugegeben, die Suspension auf
Raumtemperatur erwarmt und 2 h bis 6 h bei Raumtemperatur gertihrt. Anschliel3end
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wurde das Losungsmittel am Rotavapor entfernt. Aufreinigung mittels MPLC flhrte
zu dem gewiinschten Produkt.

AAV6: N-Alkylierung von Sulfonamiden

Das Sulfonamid wurde in trockenem Acetonitril oder Aceton geldost und mit Cs,CO3
und in einigen Fallen zusatzlich mit Kl versetzt. Bei 0 °C wurde das Bromid
zugegeben und die Mischung 10 min lang geruhrt. Im Anschluss wurde 1 h bis 24 h
unter Ruckfluss erhitzt. Das Losungsmittel wurde am Rotavapor entfernt und der
Ansatz mit H,O versetzt (50 ml), mit EtOAc extrahiert (3 x 50 ml), mit gesattigter
Kochsalzlosung gewaschen (1 x 50 ml), tber MgSO, getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel am Rotavapor entfernt. Aufreinigung mittels MPLC fuhrte zu dem
gewinschten Produkt.

AAVT: Hydrolyse von Nitrilen zu Amiden

Das Nitril wurde in DMSO gel6st und bei 0 °C mit K,CO3; und 30% aq. H,O, versetzt.
Die Reaktion wurde auf Raumtemperatur erwarmt und 0.5 bis 6 h gerihrt.
Anschlieend wurde das Produkt mit dem zehnfachen Volumen an H,O bei 0 °C
gefallt und filtriert. Der Filterriickstand wurde in 50 ml EtOAc geldst und mit H,O (3 x
50 ml) und gesattigter Kochsalzlésung (1 x 50 ml) gewaschen. Die organische Phase
wurde Uber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel am Rotavapor entfernt.

AAVS8: N-Alkylierung von primaren Aminen

Das Amin wurde in trockenem DMF gel6st und mit K,CO3 versetzt. Bei 0 °C wurde
das Bromid portionsweise zugegeben und die Mischung auf Raumtemperatur
erwarmt. Im Anschluss wurde 12-36 h gertuhrt. H,O wurde zugegeben (50 ml), mit
EtOAc extrahiert (3 x 50 ml), die vereinigten organischen Phasen mit Wasser (3 x 50
ml) und gesattigter Kochsalzlésung (1 x 50 ml) gewaschen, Gber MgSO, getrocknet,
filtriert und das Ldsungsmittel am Rotavapor entfernt. Aufreinigung mittels MPLC
fuhrte zu dem gewilnschten Produkt.
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4-[[4-(Trifluoromethyl)phenyllmethyl-[(3S,4S)-4-[[4-(trifluoromethyl)phenyl]-
methylamino]pyrrolidin-3-ylJsulfamoyl]benzamid (1)

)

O=¢
HoOoY
N N
ol
H
F3C CF3

Unter Verwendung der AAV1 mit 250 mg tert-Butyl-(3S,4S)-3-[(4-carbamoyl-phenyl)-
sulfonyl-[[4-(trifluoromethyl)-phenyl]methyl]-amino]-4-[[4-(trifluoromethyl)-phenyl]-

methylamino]pyrrolidin-1-carboxylat 127 (0.36 mmol) in 2 ml DCM, 2 ml EtOAc und 2
ml 2M HCI in Et,O wurden 0.19 g (88%) von 1 in Form eines farblosen Feststoffs

erhalten.
Ausbeute: 0.19 g (88%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 166 °C (DCM/MeOH/NH3meoH))
EA: Cz7H26F6N403S*1H20 (61859 g/mol)
Ber.. C:52.42 H:4.56 N:9.06
Gef: C:52.02 H:494 N:8.92
MS (ES+):

m/z (%) = 601 (100, [M+H]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fur C,7H27FsN4O3S - 601.170807
gefunden X 601.173976

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz):
On (ppm) = 8.22 brs, 1H, CONH.
8.09 d, 2H, 3J=8.7 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
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7.99
7.65
7.63
7.60
7.57
7.37
4.65
4.51
4.37
3.65
3.49
3.08
3.02-2.90
2.61
2.52-2.44

d, 2H, 3J=8.7 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
brs, 1H, CONH;

d, 2H, 3J=8.0 Hz CH,-C-CH-CH-C-CF;

d, 2H, 3J=9.2 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF;

d, 2H, 3J=8.9 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF;

d, 2H, 3J=8.0 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3

d, 1H, 2J=17.4 Hz, S-N-CH,-Ar

d, 1H, 2J=17.4 Hz, S-N-CH,-Ar

ddd, 1H, %3=8.2 Hz, *J=7.3 Hz, CHpyrrolidin)
d, 1H, 2J=14.4 Hz, NH-CH,-Ar

d, 1H, 2J=14.2 Hz, NH-CH,-Ar

dd, 1H, 2J=10.9 Hz, 3J=6.8 Hz, CHa(pyroidin)
m, 2H, CHpyrrolidiny, CH2(@yrrolidin)

dd, 1H, 2J=10.5 Hz, J=7.8 Hz, CHa(pyrroidin)
1H, CHapyrroiding (Overlayed with DMSO-dg)

13C-NMR (DMS0-d6, 21.2 °C, 100.53 MHz):

Oc (ppm) = 166.5
145.3
143.6
141.3
138.3
128.6
128.4
127.8,127.6
127.8
127.3
124.9
124.4,124.3
62.5
59.2
50.2
48.8
46.9
45.3

CONH>

CH,-C-CH-CH-C-CF3
CH,-C-CH-CH-C-CF3
S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;
S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;
S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;
CH,-C-CH-CH-C-CF3

q, 2Jc=31.3Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
CH,-C-CH-CH-C-CF3
S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;

d, 3JC,,::3.9 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
q, }Jc=272.1 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
CHpyrrolidin)

CHpyrrolidin)

NH-CH,-Ar

CHa(pyrrolidin)

S-N-CH,-Ar

CHo(pyrrolidin)
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4-[(4-Bromophenyl)methyl-[(3S,4S)-4-[[4-(trifluoromethyl)phenyl]-
methylamino]pyrrolidin-3-yl]sulfamoyl]benzamid (2)

O

O=%
HooS
N/ N
N
H
F3C Br

Unter Verwendung der AAV7 wurden 0.31 g tert-Butyl-(3S,4S)-3-[tert-butoxy-
carbonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyljmethyllamino]-4-[(4-carbamoylphenyl)sulfonyl-[(3-
cyanophenyl)methyllJamino]pyrrolidine-1-carboxylat 108 (0.39 mmol) in 25 ml DMSO
mit 27 mg K>CO3 (0.20 mmol) und 2 ml 30% ag. H,O, 1 h gerthrt. Nach der gemaf
AAV7 durchgefuhrten Aufreinigung wurde ein weiler Feststoff erhalten, welcher
direkt nach der AAV1 unter Verwendung von 2 ml EtOAc und 2 ml 2M HCI in Et,O

weiter umgesetzt wurde. Die Ausbeute von 2 Uber beide Stufen betrug 0.14 g (59%).

Ausbeute: 0.14 g (59%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 87 °C (DCM/MeOH/NH3meoH))
EA: CZ6H26BFF3N403S*2H20 (64751 g/mol)

Ber.: C:48.23 H:4.67 N:8.65
Gef: C:48.59 H:4.65 N:8.79

MS (ES+):
m/z (%)= 611 (88, [M™*®*+H]"), 613 (100, [M**®"+H]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fur CysH,7BrFzN4O3S: 611.093934
gefunden X 611.092739
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'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz):

Oy (ppm) = 8.21
8.07
7.97
7.64
7.45
7.37
7.31
4.50
4.35
4.26
3.63
3.53
3.03-2.90
2.85
2.64-2.51
2.38

brs, 1H, CONH.

d, 2H, 3J=8.5 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
d, 2H, J=8.5 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
d, 3H, 3J=8.0 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3, CONH,
d, 2H, J=8.5 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3

d, 2H, 3J=7.8 Hz, CH,-C-CH-CH-C-Br

d, 2H, J=8.5 Hz, CH,-C-CH-CH-C-Br

d, 1H, 2J=17.2 Hz, S-N-CH,-Ar

d, 1H, 2J=17.2 Hz, S-N-CH,-Ar

ddd, 1H, 3J=7.1 Hz, S-N-CHpyrrolidin)

d, 1H, 2J=13.7 Hz, NH-CH.-Ar

d, 1H, 2J=14.0 Hz, NH-CH,-Ar

m, 2H, CHa(pyroliding, NH-CHpyrrolidin

dd, 1H, 2J=11.7 Hz, 3J=8.7 Hz, CHa(pyrroidin)
1H, CHapyrroiidiny (Uberlagert mit DMSO-d6)
dd, 1H, 2J=11.5 Hz, J=6.6 Hz, CHa(pyrroldin)

13C-NMR (DMS0-d6, 22.7 °C, 100.53 MHz):

Oc (ppm) = 166.7
145.4
141.6
138.3
131.1
129.4
128.7
128.5
127.5
127.3
125.0
124.5
120.2
63.3
59.6
50.4
49.7

CONH>

CH,-C-CH-CH-C-CF3
S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;
CH,-C-CH-CH-C-Br, SO,-C-CH-CH-C-C-NH>
CH,-C-CH-CH-C-Br
CH,-C-CH-CH-C-Br
S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;
CH,-C-CH-CH-C-CF3

d, 2Jc;,|::32.6 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
S0O,-C-CH-CH-C-C-NH>

d, 3Jc,|::2.9 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
q, 2Jc=273.6 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
CH,-C-CH-CH-C-Br

S-N-CH pyrrolidiny

NH-CH pyrrolidin)

CH,-Ar

CH,-Ar
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46.9 QHZ(PyrroIidin)
46.3 QHZ(PyrroIidin)

Methyl-4-[[(4-carbamoylphenyl)sulfonyl-[(3S,4S)-4-[[4-
(trifluoromethyl)phenyllmethylamino]pyrrolidin-3-ylJamino]methyl]benzoat
Dihydrochlorid (3)

o)
NH2
HCI 08
Ho oS
N N
N
H /
FsC HCl O

O

Unter Verwendung der AAV2 mit 100 mg tert-Butyl-(3S,4S)-3-[tert-butoxycarbonyl-
[[4-(trifluoromethyl)phenyl]methyl]amino]-4-[(4-carbamoylphenyl)sulfonyl-[(4-methoxy-
carbonylphenyl)methyllamino]pyrrolidin-1-carboxylat 110 (0.13 mmol), 1 ml EtOAc
und 1 ml 2M HCI in Et;O wurden 81 mg (94%) von 3 in Form eines farblosen

Feststoffs erhalten.

Ausbeute: 81 mg (94%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 187 °C (DCM/EtOAC/EL,0)
EA: 028H29F3N405S*2HC| (66354 g/mol)

Ber.: C:50.68 H:4.71 N:8.44
Gef: C:50.44 H:4.86 N:8.41

MS (ES+):
miz (%) = 591 (100, [M+H]")

HRMS (ES+):
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m/z berechnet fir CogH3gF3N4Os5S 591.188902

gefunden

591.190964

'H-NMR (DMS0-d6, 30.0 °C, 500.16 MHz):

Oy (ppm) = 10.53
10.22
9.56
8.28
8.14
8.05
7.93
7.76
7.68
7.60
5.31
4,71
4.13
4.09
3.86
3.73
3.58
3.46
3.17
2.88

brs, 2H, NH,"

brs, 1H, NH,"

brs, 1H, NH,"

brs, 1H, CONH.

d, 2H, 3J=8.3 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
d, 2H, 3J=8.3 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
d, 2H, 3J=8.3 Hz, CH,-C-CH-CH-C-C-O-CH3
d, 2H, J=8.0 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3

brs, 3H, CONH,, CH,-C-CH-CH-C-C-O-CH3
d, 2H, J=8.0 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3

brs, 1H, NH2"-CHpyrrolidin)

s, 2H, S-N-CH,-Ar

brs, 1H, S-N-CHpyrrolidin)

brs, 1H, NH,"-CH,-Ar

s, 3H, CH,-C-CH-CH-C-C-O-CHs

brs, 1H, NH,"-CH,-Ar

brs, 1H, CH(pyrrolidin)

brs, 1H, CHapyrrolidin)

dd, 1H, 2J=11.9 Hz, 3J=9.7 Hz, CHa(pyrroiidin)
dd, 1H, 2J=11.6 Hz, J=6.6 Hz, CHa(pyrroiidin)

3C-NMR (DMSO0-d6, 30.0 °C, 125.77 MHz):

Oc (ppm) = 166.2
165.9
142.9
140.0
138.8
130.5
129.2
128.9
128.7
127.9

CONH
CH,-C-CH-CH-C-C-O-CHs

CH,-C-CH-CH-C-CF3, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
CH,-C-CH-CH-C-C-O-CHs
S0,-C-CH-CH-C-C-NH
CH,-C-CH-CH-C-C-O-CHs
S0,-C-CH-CH-C-C-NH
CH,-C-CH-CH-C-C-O-CHs

CH,-C-CH-CH-C-CF3, CH,-C-CH-CH-C-C-O-CHs
CH,-C-CH-CH-C-CF5
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127.4 S0,-C-CH-CH-C-C-NH,

125.3 q, 3JcF=3.6 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
124.0 q, 3JcF=273.5 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
58.9 NH,*-CH

57.4 S-N-CH

52.0 O-CHs

48.3 CHa(pyrrolidin)

47.8 CHa(pyrrolidin)

45.3 S-N-CH,

44.3 NH,*-CH,

4-[3-Phenylpropyl-[(3S,4S)-4-[[4-(trifluoromethyl)phenyllmethylamino]-
pyrrolidin-3-yl]sulfamoyl]benzamid Dihydrochlorid (4)
0

HCI o NH2
\
‘T’

Jag-get

Unter Verwendung der AAV2 mit 450 mg tert-Butyl-(3S,4S)-3-[tert-butoxycarbonyl-
[[4-(trifluoromethyl)phenyl]methyl]lamino]-4-[(4-carbamoylphenyl)sulfonyl-[(3-methoxy-
phenyl)methyllamino]pyrrolidin-1-carboxylat 115 (0.59 mmol), 2 ml EtOAc und 2 ml
2M HCI in Et,O wurden 360 mg (96%) von 4 in Form eines farblosen Feststoffs

erhalten.

Ausbeute: 360 mg (96%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 153 °C (DCM/EtOAC/Et,0)
EA: CagH31F3N4O3S*2HCI*1H,0 (651.57 g/mol)

Ber.: C:51.61 H:5.41 N:8.60
Gef: C51.75 H:b.34 N:8.48
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MS (ES+):

m/z (%) = 561 (100, [M+H]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fir CogH3,F3N4O3S 561.214723
gefunden 561.217745

'H-NMR (DMS0-d6, 30.0 °C, 500.16 MHz):

Oy (ppm) = 10.58
10.28
9.64
8.26
8.10
7.92
7.80
7.65
7.30
7.23-7.18
5.28
441
4.07
3.71
3.49
3.42-3.33
3.24-3.15
2.84
2.65

2.58-2.51
2.03-1.85

brs, 2H, NH,"

brs, 1H, NH,"

brs, 1H, NH,"

brs, 1H, CONH.

d, 2H, 3J=8.6 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
d, 2H, 3J=8.3 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
s, 4H, CH,-C-CH-CH-C-CF5

brs, 1H, CONH.

dd, 2H, 3J=7.5 Hz, CH,-CH,-CH,-C-CH-CH-CH
m, 3H, CH,-CH,-CH,-C-CH-CH-CH

brs, 1H, NH2"-CHpyrrolidin)

brs, 2H, NH,"-CH,-Ar

brs, 1H, S-N-CHpyrrolidin)

dd, 1H, 2J=11.2 Hz, 3J=7.4 Hz, CHa(pyroidin)
brs, 1H, CHa(pyrrolidin)

sm, 1H, CH,-CHy-CH,-C-CH-CH-CH

sm, 2H, CH,-CH,-CH,-C-CH-CH-CH, CHapyrrolidin)

dd, 1H, 2J=12.0 Hz, 3J=7.2 Hz, CHa(pyroidin)
ddd, 1H, 2J=14.0 Hz, 3J=9.2 Hz, %J=5.7 Hz,
CHa-CH,-CH,-C-CH-CH-CH

m, 1H, CH,-CH,-CH,-C-CH-CH-CH

m, 2H, CH,-CH,-CH,-C-CH-CH-CH

3C-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 125.77 MHz):

Oc (ppm) = 166.3
141.0
140.1
138.6

CONH;
CHy-C-CH-CH-C-CF3, SO,-C-CH-CH-C-C-NH
CH,-CH,-CH,-C-CH-CH-CH
S0,-C-CH-CH-C-C-NH
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130.8 S0,-C-CH-CH-C-C-NH,
129.4 q, 2Jc,F=32.4 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
128.8 CHa-CH,-CH,-C-CH-CH-CH

128.25 CH,-CH,-CH,-C-CH-CH-CH

128.19 CH,-C-CH-CH-C-CF3

127.1 S0,-C-CH-CH-C-C-NH;

125.8 CHa-CH,-CH,-C-CH-CH-CH

125.5 q, 3JcF=2.4 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
124.0 q, 2JcF=272.3 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
58.2 NH2"-CHpyrrolidin)

57.2 S-N-CHpyrrolidin)

48.0 CHa(pyrrolidin)

44.9, 44.8 CH,-CHy-CH,-C-CH-CH-CH

44.1 NH,*-CH,-Ar

32.1 CHa-CH,-CH,-C-CH-CH-CH

32.0 CH»2-CH2-CH,-C-CH-CH-CH
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4-[(3-Cyanophenyl)methyl-[(3S,4S)-4-[[4-
(trifluoromethyl)phenyllmethylamino]pyrrolidin-3-yl]sulfamoyl]benzamid (5)

O

O=*
HooY
N N
(5 Ly
H
F3C

Unter Verwendung der AAV1 mit 180 mg tert-Butyl-(3S,4S)-3-[tert-butoxycarbonyl-
[[4-(trifluoromethyl)phenyl]methyl]amino]-4-[(4-carbamoylphenyl)sulfonyl-[(3-cyano-

phenyl)methyllamino]pyrrolidin-1-carboxylat 113 (0.24 mmol), 2 ml EtOAc und 2 ml
2M HCI in Et;O wurden 73 mg (55%) von 5 in Form eines farblosen Feststoffs

erhalten.
Ausbeute: 73 mg (55%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 86 °C (DCM/MeOH/NH3zwmeon))
EA: Cz7H26F3N503S*1.5H20 (58461 g/mol)
Ber.: C:55.47 H:5.00 N:11.98
Gef: C:55.35 H:5.11 N:11.69
MS (ES+):

m/z (%) = 558 (100, [M+H]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fur C,7H27F3Ns03S 558.178672
gefunden X 558.176182

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz):
Ou (ppm) = 8.20 brs, 1H, CONH,
8.07 d, 2H, 3J=8.5 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
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7.97
7.80
7.70
7.63
7.62
7.48
7.40
4.58
4.42
4.26
3.63
3.54
2.95
2.87
2.81
2.46
2.31

d, 2H, 3J=8.5 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
s, 1H, NC-C-CH-CH-CH-C-CH

d, 2H, NC-C-CH-CH-CH-C-CH

brs, 1H, CONH.

d, 2H, 3J=8.2 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
dd, 1H, J=7.7 Hz, NC-C-CH-CH-CH-C-CH
d, 2H, 3J=8.0 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3

d, 1H, 2J=17.6 Hz, S-N-CH,-Ar

d, 1H, 2J=17.2 Hz, S-N-CH,-Ar

ddd, 1H, 3J=8.0 Hz, J=6.6 Hz, S-N-CHpyroiin)
d, 1H, 2J=14.0 Hz, NH-CH,-Ar

d, 1H, 2J=14.0 Hz, NH-CH.-Ar

dd, 1H, 2J=10.3 Hz, J=6.9 Hz, CHa(pyroidin)
sm, 1H, NH-CH pyrroiidin)

dd, 1H, 2J=11.5 Hz, J=8.7 Hz, CHa(pyrroidin)
dd, 1H, 2J=10.4 Hz, J=7.3 Hz, CHa(pyroidin)
dd, 1H, 2J=11.6 Hz, J=6.4 Hz, CHapyrrolidin)

13C-NMR (DMS0-d6, 30.0 °C, 100.53 MHz):

Oc (ppm) = 166.4
145.3
141.3
140.6
138.2
131.9
130.7
130.5
129.3
128.5
128.3
127.3
127.2
124.9
124.3
118.7
1111

CONH,
CH,-C-CH-CH-C-CF3
S0,-C-CH-CH-C-C-NH,
CH,-C-CH-C-CN
S0,-C-CH-CH-C-C-NH,
NC-C-CH-CH-CH-C-CH
NC-C-CH-CH-CH-C-CH
NC-C-CH-CH-CH-C-CH
NC-C-CH-CH-CH-C-CH
S0,-C-CH-CH-C-C-NH,
CH,-C-CH-CH-C-CF3

q, 2Jc =30.8 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF;
S0,-C-CH-CH-C-C-NH,

q, 3Jc=3.9 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF5
q, YJcr=271.6 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
NC-C-CH-CH-CH-C-CH
NC-C-CH-CH-CH-C-CH
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63.8 S-N-CHx-Ar
60.3 NH-CH»,-Ar
50.5 CHpyrrolidin)
50.1 CHpyrrolidin)
46.7 CHapyrrolidin)
46.6 CHa(pyrrolidin)

4-[(3-Methoxyphenyl)methyl-[(3S,4S)-4-[[4-
(trifluoromethyl)phenyllmethylamino]pyrrolidin-3-yl]sulfamoyl]benzamid
Dihydrochlorid (6)

0
NH,
HCI 08/©)\
Ho oS
N N
/
<N§ 0
H
FsC HCI

Unter Verwendung der AAV2 mit 330 mg tert-Butyl-(3S,4S)-3-[tert-butoxycarbonyl-
[[4-(trifluoromethyl)phenyl]methyl]lamino]-4-[(4-carbamoylphenyl)sulfonyl-[(3-methoxy-
phenyl)methyllamino]pyrrolidin-1-carboxylat 112 (0.43 mmol), 2 ml EtOAc und 2 ml
2M HCI in Et,O wurden 260 mg (95%) von 6 in Form eines farblosen Feststoffs

erhalten.

Ausbeute: 260 mg (95%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 165 °C (DCM/EtOAC/EL,0)
EA: Ca7H29F3N404S*2HCI (635.52 g/mol)

Ber.: C:51.03 H:4.92 N:8.82
Gef: C:50.81 H:4.96 N:8.63
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MS (ES+):

m/z (%) = 563 (100, [M+H]")

HRMS (ES+):

m/z berechnet fur Co7H30F3N4O4S 563.193987
gefunden : 563.190821

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 500.16 MHz):

54 (ppm) = 10.53 brs, 2H, NH,"
10.34 brs, 1H, NH,"
9.54 brs, 1H, NH,"
8.28 brs, 1H, CONH,
8.13 d, 2H, 3J=8.3 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
8.06 d, 2H, 3J=8.3 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
7.78 d, 2H, J=8.0 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
7.67 brs, 1H, CONH,
7.64 d, 2H, J=6.9 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
7.28 t, 1H, 3J=8.0 Hz, CH3-O-C-CH-CH-CH-C-CH
7.07 d, 2H, J=7.5 Hz, CH3-O-C-CH-CH-CH-C-CH
6.89-6.85 m, 1H, CH3-O-C-CH-CH-CH-C-CH
5.24 brs, 1H, NH,"-CH pyrroiidin)
4.68 d, 1H, 2J=16.6 Hz, S-N-CH,-Ar
4.56 d, 1H, 2J=16.6 Hz, S-N-CH,-Ar
4.03 brs, 1H, S-N-CHpyrrolidin)
3.89 d, 2H, 2J=11.7 Hz, NH,"-CHy-Ar
3.73 s, 3H, O-CHs
3.62-3.40 m, 2H, CHa(pyrrolidin)
3.20 dd, 1H, 2J=11.6 Hz, J=9.7 Hz, CHa(pyrroidin)
2.93 dd, 1H, 2J=11.2 Hz, 3J=7.5 Hz, CHa(pyrroiidin)

3C-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 125.77 MHz):

¢ (ppm) = 166.2 CONH;
159.3 CH3-O-C-CH-CH-CH-C-CH
140.6 S0,-C-CH-CH-C-C-NH,, CH,»-C-CH-CH-C-CFs3
138.7 CH3-O-C-CH-CH-CH-C-CH
138.6 S0,-C-CH-CH-C-C-NH

130.5 CH3-O-C-CH-CH-CH-C-CH
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129.7
129.3
128.8
127.4
125.4
124.0
120.2
113.7
113.3
58.7
57.3
55.0
48.2
45.3
44.5

S0O,-C-CH-CH-C-C-NH>

q, 2Jc £=32.4 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF;
CH»-C-CH-CH-C-CF3
S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;

q, 3Jc=3.6 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF5
q, 1JcF=272.3 Hz, CHyp-C-CH-CH-C-CF4
CH3-O-C-CH-CH-CH-C-CH
CH3-O-C-CH-CH-CH-C-CH
CH3-O-C-CH-CH-CH-C-CH
NH2"-CHpyrrolidin)

S-N-CH pyrrolidiny

O-CHj3

CHapyrrolidin)

S-N-CH,-Ar

NH,"-CH,-Ar

4-[[(3S,4S)-4-[(4-Carbamoylphenyl)methylamino]pyrrolidin-3-yl]-[[4-
(trifluoromethyl)phenyllmethyl]sulfamoyl]benzamid (7)

0
O/O)‘\NHZ
O="
HooY
N N
iNj
H
o) CFs
NH,

Unter Verwendung der AAV7 wurden 0.60 g tert-Butyl-(3S,4S)-3-[(4-carbamoyl-
phenyl)sulfonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyllmethyl]-amino]-4-[(4-cyanophenyl)methyl-
amino]pyrrolidin-1-carboxylat 128 (0.90 mmol) in 15 ml DMSO mit 0.10 g K,CO3
(0.70 mmol) und 5 ml 30% aqg. H,O, 2 h gerthrt. Nach der gemall AAV7

durchgefuhrten Aufreinigung wurde ein weil3er Feststoff erhalten, welcher direkt nach

der AAV1 weiter umgesetzt wurde. Hierfir wurden 6 ml EtOAc und 4 ml 2M HCl in
Et,O verwendet. Die Ausbeute von 7 Gber beide Stufen betrug 0.12 g (24%).
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Ausbeute: 0.12 g (24%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 113°C (DCM/MeOH/NH3meoH))
EA: Cy7H25F3N50,45*0.5H,0 (58461 g/mol)

Ber.: C:55.47 H:5.00 N:11.98
Gef: C:55.12 H:5.43 N:11.79

MS (ES+):
miz (%) = 576 (100, [M+H]"), 598 (34, [M+Na]"), 614 (27, [M+K])

HRMS (ES+):
m/z berechnet fur Cy7H29F3N504S 576.189236
gefunden ; 576.192503

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz):

Oy (ppm) = 8.21 brs, 1H, CONH,
8.07 d, 2H, 3J=8.7 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
7.98 d, 2H, 3J=8.5 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
7.88 brs, 1H, CONH,
7.81 d, 2H, 3J=8.5 Hz, CH,-C-CH-CH-C-C-NH,
7.61 d, 3H, 2J=8.5 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3, CONH,
7.53 d, 2H, 3J=8.0 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
7.28 d, 3H, J=8.0 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CONH,
4.59 d, 1H, 2J=17.6 Hz, S-N-CH,-Ar
4.43 d, 1H, 2J=17.4 Hz, S-N-CH,-Ar
4.19 ddd, 1H, 3J=7.6 Hz, *J=5.72 Hz, CHpyrrolidin)
3.60 d, 1H, 2J=14.0 Hz, NH-CH,-Ar
3.54 d, 1H, 2J=14.0 Hz, NH-CH,-Ar
2.87-2.75 m, 2H, CHyrroliding, CHayrrolidin)
2.69 dd, 1H, 2J=11.5 Hz, J=8.2 Hz, CHa(pyrroiidin)
2.38-2.29 sm, 1H, CHapyrrolidin)
2.18 dd, 1H, 2J=11.5 Hz, 3J=5.5 Hz, CHa(pyrroiidin)

13C-NMR (DMS0-d6, 30.0 °C, 100.53 MHz):
Sc (ppm) = 167.8 CONH;
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166.6
144.0
141.5
138.2
132.7
128.5
127.6
127.6
127.5
127.4
127.2
124.9
124.3
65.0
61.4
51.7
50.8
48.1
47.2

CONH,
CH,-C-CH-CH-C-CF3

S0O,-C-CH-CH-C-C-NH>

CH,-C-CH-CH-C-C-NH;, SO2-C-CH-CH-C-C-NH,
CH,-C-CH-CH-C-C-NH>

S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;

CH»-C-CH-CH-C-CF3

q, 2Jc F=31.8Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF4
CH,-C-CH-CH-C-C-NH>

CH,-C-CH-CH-C-C-NH;

S0O,-C-CH-CH-C-C-NH>

d, 3Jc,|::2.9 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3

q, }Jc=272.6 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF;

CH pyrrolidin)

CH pyrrolidin)

010 10 10 |
I I T
NS NN

I
N

4-[[(3S,4S)-4-(2-Naphthylmethylamino)pyrrolidin-3-yl]-[[4-
(trifluoromethyl)phenyllmethyl]sulfamoyl]benzamidhydrochlorid (8)

O

NH
0 2

\
0<%

H i
N N
U *HCI
() S
H
CF3

Unter Verwendung der AAV1 mit 230 mg tert-Butyl-(3S,4S)-3-[(4-carbamoylphenyl)-

sulfonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyllmethyl]-amino]-4-(2-naphthylmethylamino)-
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pyrrolidin-1-carboxylat 129 (0.30 mmol) in 3 ml DCM, 6 ml EtOAc und 4 ml 2M HCl in
Et,O wurden 0.14 g (75%) von 8 in Form eines farblosen Feststoffs erhalten.

Ausbeute: 0.14 g (75%)

(farbloser Feststoff)

Smp.: 229 °C (Zersetzung) (DCM/MeOH/NH3meoH))
MS (ES+):
m/z (%) = 583 (100, [M+H]"), 605 (13, [M+Na]")
HRMS (ES+):
m/z berechnet fur C3oH3oF3N4O3S 583.199073
gefunden 583.196942

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz):

On (ppm) = 9.21
8.24
8.10
8.02
7.91-7.80
7.70-7.53

7.54-7.46
7.32

4.68
4.57
4.53
3.68-3.45
3.25-3.06
2.81
2.73-2.64
2.53

brs, 2H, NH,"

brs, 1H, CONH.

d, 2H, %J=8.7 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
d, 2H, J=8.7 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
m, 3H, CONH,, CH,-C-CH-CH-C-CF;

m, 6H, 3J=10.1 Hz, CH,-C-CH-C-CH-CH-CH-CH-C-CH-
CH

sm, 2H, CH,-C-CH-CH-C-CF;

dd, 1H, 3J=8.5 Hz, *J=1.3 Hz, CH,-C-CH-C-CH-CH-CH-
CH-C-CH-CH

d, 1H, 2J=17.4 Hz, S-N-CH,-Ar

d, 1H, 2J=17.6 Hz, S-N-CH,-Ar

ddd, 1H, 2J=8.2 Hz, CHpyrrolidin)

m, 2H, CH,-Ar

m, 3H, CHpyrolidiny, CH2@yrrolidin)

dd, 1H, 2J=10.7 Hz, 3J=8.1 Hz, CHapyrrolidin)
m, 1H, CHzpyrrolidin)

brs, 1H, NH (Uberlagert mit DMSO-d6)

13C-NMR (DMS0-d6, 30.0 °C, 100.53 MHz):

Oc (ppm) = 166.4

CONH;
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143.3
141.2
138.4
137.6
132.8
132.2
128.7
127.9
127.7
127.7
127.5
127.4
127.2
126.5
126.1
126.0
125.6
124.9
124.2
60.8

58.0

51.1

47.0

46.9

43.2

CH,-C-CH-CH-C-CF3
S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;
S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;
CH,-C-CH-C-CH-CH-CH-CH-C-CH-CH
CH,-C-CH-C-CH-CH-CH-CH-C-CH-CH
CH,-C-CH-C-CH-CH-CH-CH-C-CH-CH
S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;
CH,-C-CH-CH-C-CF3

q, 2Jc,=31.8Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
CH,-C-CH-C-CH-CH-CH-CH-C-CH-CH
CH,-C-CH-C-CH-CH-CH-CH-C-CH-CH
CH,-C-CH-C-CH-CH-CH-CH-C-CH-CH
S0O,-C-CH-CH-C-C-NH.
CH,-C-CH-C-CH-CH-CH-CH-C-CH-CH
CH,-C-CH-C-CH-CH-CH-CH-C-CH-CH
CH,-C-CH-C-CH-CH-CH-CH-C-CH-CH
CH,-C-CH-C-CH-CH-CH-CH-C-CH-CH
d, 3\]0,,::2.9 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
q, }Jc=271.7 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF;
CH pyrrolidin)

CHpyrrolidin)

NH-CH.,-Ar

CHa(pyrrolidin)

S-N-CH,-Ar

CHa(pyrrolidin)
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4-[[(3S,4S)-4-[(3-Hydroxyphenyl)methylamino]pyrrolidin-3-yl]
-[[4-(trifluoromethyl)phenyllmethyl]sulfamoyl]benzamid (9)

(0]

O:\\
H oS
N N
-3 50
H
CFs

Unter Verwendung der AAV1 mit 220 mg tert-Butyl-(3S,4S)-3-[(4-carbamoylphenyl)-
sulfonyl-[[4-(trifluoromethyl)-phenyl]methyl]lamino]-4-[(3-hydroxyphenyl)methylamino]-
pyrrolidin-1-carboxylat 130 (0.34 mmol) in 2 ml DCM, 2 ml EtOAc und 2 ml 2M HCl in

Et,O wurden 0.11 g (59%) von 9 in Form eines farblosen Feststoffs erhalten.

Ausbeute: 0.11 g (59%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 133 °C (DCM/MeOH/NH3meoH))
EA: C26H27F3N404S*0.5H20 (55759 g/mol)

Ber.. C:56.01 H:5.06 N:10.05
Gef: C:55.80 H:5.48 N:9.64

MS (ES+):
miz (%) = 549 (100, [M+H]), 1097 (14, [2M+H]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fur CogHogF3sN4O4S 549.178337
gefunden : 549.183294

IH-NMR (DMS0-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz):
84 (ppm) = 9.25 s, 1H, OH-C-CH-CH-CH-C-CH
8.20 brs, 1H, CONH,
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8.07
7.98
7.64
7.56
7.05
6.70
6.64-6.59
4.59
4.42
4.17
3.46
3.41
2.86-2.77
2.72-2.65
2.37-2.29
2.18

d, 2H, 3J=8.5 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
d, 2H, J=8.5 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
d, 3H, 3J=8.2 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3, CONH,
d, 2H, 3J=8.2 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3

t, 1H, 3J=7.8 Hz, OH-C-CH-CH-CH-C-CH
t, 1H, *J=1.8 Hz, OH-C-CH-CH-CH-C-CH
m, 2H, OH-C-CH-CH-CH-C-CH

d, 1H, 2J=17.4 Hz, S-N-CH,-Ar

d, 1H, 2J=17.4 Hz, S-N-CH,-Ar

ddd, 1H, 3J=7.8 Hz, J=5.3 Hz, CHpyrrolidin)
d, 1H, 2J=13.3 Hz, NH-CH,-Ar

d, 1H, 2J=13.5 Hz, NH-CH.-Ar

m, 2H, CHpyrrolidiny, CH2(pyrrolidin)

m, 1H, CHzpyrroiidin)

m, 1H, CHzpyrrolidin)

dd, 1H, 2J=11.3 Hz, 3J=5.4 Hz, CHa(pyrroidin)

3C-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 100.53 MHz):

Oc (ppm) = 166.4
157.4
143.4
141.0
138.5
129.0
128.7
127.9
127.7
127.2
125.0
124.3
118.4
114.9
113.9
60.7
58.1
51.0

CONH,
OH-C-CH-CH-CH-C-CH

CH,-C-CH-CH-C-CF5

S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;

S0,-C-CH-CH-C-C-NH,, OH-C-CH-CH-CH-C-CH
OH-C-CH-CH-CH-C-CH

S0,-C-CH-CH-C-C-NH;

CH,-C-CH-CH-C-CF5

q, 2Jc=32.8Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;

q, 3Jc=2.9 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3

q, 2Jcr=271.7 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
OH-C-CH-CH-CH-C-CH

OH-C-CH-CH-CH-C-CH

OH-C-CH-CH-CH-C-CH

CHpyrrolidin)

CHpyrrolidin)

CH>
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46.8 CH,
46.7 CH,
42.8 CH,

tert-Butyl-6-oxa-3-azabicyclo[3.1.0]hexan-3-carboxylat (24)

o]

.
O/J§O

be

0.61 g TPP (2.32 mmol) und 0.45 ml DIAD (2.32 mmol) wurden in 20 ml THF 30
Minuten bei Raumtemperatur gerihrt und anschlieBend auf 0 °C gekuhlt. Zu dieser
Losung wurden 0.39 g tert-Butyl-(3R,4R)-3,4-dihydroxypyrrolidin-1-carboxylat 13 [52]
(2.94 mmol) hinzu gegeben, langsam auf Raumtemperatur erwdrmt und tber Nacht
geruhrt. Im Anschluss wurde die Reaktion mit Wasser (20 ml) gestoppt, das THF am
Rotavapor entfernt, mit EtOAc extrahiert (3 x 20 ml), mit gesattigter Kochsalzlésung
(1 x 20 ml) gewaschen, uber MgSO, getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel am
Rotavapor entfernt. Aufreinigung mittels MPLC (Cyclohexan/EtOAc 1:1) ergab 0.21 g
(59 %) von 24 in Form eines farblosen Ols.

Ausbeute: 0.21 g (59 %) (farbloses Ol)

MS (ES+):
m/z (%) = 371 (30, [2M+H]"), 388 (46, [2M+NH,4]"), 393 (100, [2M+Na]")

HRMS (El+):
m/z berechnet fur CogH15N1O3 : 185.1052

gefunden : 185.1050

'H-NMR (DCCls, 21.0 °C, 399.79 MHz):
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ou (ppm) = 3.81 d, 1H, 23=12.8 Hz, CHapyrolidin)
3.73 d, 1H, 2J=12.8 Hz, CHapyrrolidin)
3.68-3.64 sm, 2H, CHpyrrolidin)
3.30 ddd, 2H, 2J=12.8 Hz, 3J=5.8 Hz, *J=0.9 Hz, CHapyrolidin)
1.43 s, 9H, O-C-(CHa)3

13C-NMR (DCCls, 22.9 °C, 100.53 MHz, Rotamere):

¢ (ppm) = 154.9 N-COO-C
79.8 O-C-(CHa)s
55.7,55.1 CHpyrrolidin)
47.4,47.0 CHapyrrolidin)
28.5 O-C-(CH3)s3

tert-Butyl-(3R,4R)-3-[tert-butyl(dimethyl)silyl]Joxy-4-hydroxy-pyrrolidin-1-
carboxylat (28)

Zu einer auf 0 °C gekuhlten Lésung von 0.45 g tert-Butyl-(3R,4R)-3,4-dihydroxy-
pyrrolidin-1-carboxylat 13 [52] (2.20 mmol) in 20 ml DCM wurden 0.22 g Imidazol
(3.30 mmol) gegeben und anschlieRend eine Losung von 0.33 g TBDMSCI (2.20
mmol) in 10 ml DCM Uber den Zeitraum von 20 Minuten hinzugetropft, weitere vier
Stunden bei 0 °C und dann lUber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. Im Anschluss
wurde eine gesattigte Loésung von NaHCOs; zugegeben (50 ml) und mit DCM
extrahiert (3 x 50 ml). Die vereinigten organischen Phasen wurden mit geséttigter
NH,4CI-Lésung (3 x 50 ml) und geséttigter Kochsalzlésung (1 x 50 ml) gewaschen,
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Uber MgSO, getrocknet, filtriert und im Vakuum eingeengt. Aufreinigung mittels
MPLC (Cyclohexan/TBME 6:4) ergab 0.31 g (44 %) von 28 in Form eines farblosen

Feststoffs.

Ausbeute: 0.31 g (44 %) (farbloses Pulver)

'H-NMR (DCCl5-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz, Rotamere):

On (ppm) = 4.11-4.02 m, 2H, CHpyrrolidin)
3.64-3.50 sm, 2H, CHapyrrolidiny
3.38-3.17 sm, 2H, CHapyrrolidin)
2.18 psdd, 1H, OH
1.45 s, 9H, O-C-(CH3)3
0.86 S, 9H, Si-C-(CH3)3
0.07 psd, 6H, Si-(CHa),

tert-Butyl-(3S,4S)-3-amino-4-azido-pyrrolidin-1-carboxylat (32)

HoN N

N

O)\O

Zu einer auf 0 °C gekuhlten Lésung von tert-Butyl-(3S,4S)-3,4-diazidopyrrolidin-1-
carboxylat 15 [52] (4.66 g, 18.4 mmol) in DCM (50 ml) unter Argon wurde TPP (4.35
g, 16.6 mmol) in DCM (75 ml) tber die Zeit von 1 h hinzu getropft und die Reaktion
3.5 h bei 0 °C geruhrt. Anschlie3end wurde auf Raumtemperatur erwarmt, nochmals
1 h lang geruhrt, das Lésungsmittel am Rotavapor entfernt und danach 25 ml THF
sowie 25 ml 28% NHj in H,O zugegeben. Die Emulsion wurde 24 h bei Raum-
temperatur intensiv gerthrt. Im Anschluss wurden 5 ml Toluol zugesetzt und das

Ldosungsmittel am Rotavapor  entfernt. Aufreinigung mittels MPLC
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(DCM/MeOH/NH3zmeon)y 93:7:0.1) ergab 3.11 g (82%) von 32 in Form eines farblosen

Feststoffs.

Ausbeute: 3.11 g (82%) (weil3er Feststoff)
Smp.: 35°C (DCM/MeOH/NH3)
EA: CoH17N50, (22726 g/mol)

Ber.: C:4756 H:7.54 N:30.82
Gef: C:47.82 H:757 N:30.91
MS (ES+):

miz (%) = 250 (90, [M+Na]*), 282 (100), 477 (71, [2M+Na]"), 682 (84, [3M+H]"),
909 (31, [AM+H]")

HRMS (ES+):

m/z berechnet fur CoH17NsOoNa; 250.127995
gefunden ; 250.123978

IR (KBI):

v (cm™) = 3372m, 2928s, 2108s (Azid), 1688s

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 500.16 MHz):

Oy (ppm) = 3.83 sm, 1H, CH,-CH-N3
3.59 pstd, 1H, 2J=11.5 Hz, 3J=5.7 Hz, CH,-CH-N3
3.39 pstd, 1H, 2J=10.4 Hz, *J=6.0 Hz, CH»-CH-NH,
3.30 sm, 1H, CH,-CH-NH;
3.13 psdt, 1H, 2J=10.6 Hz, J=5.2 Hz, CH»-CH-N3
2.97 psdt, 1H, 2J=10.9 Hz, %J=3.4 Hz, CH,-CH-NH,
1.86 s, 2H, CH-NH,
1.39 s, 9H, O-C-(CHs)s

3C-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 100.53 MHz, Rotamere):

Sc (ppm) = 153.4 N-COO-C
78.5 O-C-(CHs)s
65.8, 65.0 CH2-CH-N3
56.0, 55.1 CH>-CH-NH>

52.0,51.6 CH,-CH-NH3
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48.5, 48.2 CH,-CH-N3
28.1 O-C-(CHs)s

H,H-COSY (500.16 MHz : 500.16 MHz):

On (Ppm) On (ppm)

3.83 :  3.83,3.59, 3.30, 3.13
3.59 : 3.83,3.59,3.13
3.39 : 3.39,3.30, 2.97
3.30 :  3.83,3.39, 3.30, 2.97
3.13 :  3.83,3.59,3.13
2.97 : 3.39,3.30, 2.97

C,H-COSY (125.77 MHz : 500.16 MHz):

Oc (ppm) On (ppm)
65.8,65.0 : 3.83
56.0,55.1 : 3.30
52.0,51.6 : 3.39,62.97
48.5,48.2 : 3.59,3.13
28.1 » 1.39

tert-Butyl-(3S,4S)-3-azido-4-[[4-(trifluoromethyl)phenyllmethylamino]pyrrolidin-
1-carboxylat (33)

H
N N3
al®

Unter Verwendung der AAV8 wurden 2.00 g tert-Butyl (3S,4S)-3-amino-4-azido-
pyrrolidin-1-carboxylat 32 (8.80 mmol) in 20 ml DMF mit 1.21 g K,CO3 (8.80 mmol)
und 2.10 g 4-(Trifluoromethyl)benzylbromid (8.80 mmol) Gber Nacht geruhrt. Auf-
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reinigung mittels MPLC (DCM/EtOAc 9:1) ergab 2.72 g (80%) von 33 in Form eines
blassgelben Ols.

Ausbeute: 2.72 g (80%) (blassgelbes Ol)

EA: C17H22F3N50, (38538 g/mol)
Ber.: C:52.98 H:5.75 N:18.17
Gef: C:53.06 H:5.85 N:17.96

MS (ES+):
miz (%) = 231 (100), 386 (60, [M+H]"), 408 (18, [M+Na]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fur C17H23F3N50-5 : 386.180385
gefunden : 386.179616

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz, Rotamere):

Su (ppm) = 7.67 d, 2H, 3J=8.0 Hz, CF3-C-CH-CH
7.57 d, 2H, 3J=8.0 Hz, CF;-C-CH-CH
4.09 brs, 1H, N3-CHpyrrolidin)
3.84 S, 2H, CH,-Ar
3.64-3.55 sm, 1H, CHapyrrolidiny
3.46-3.36 sm, 1H, CHapyrrolidin)
3.21-3.06 m, 3H, CHz(pyrrolidiny, CH Pyrrolidin)
2.78 brs, 1H, NH
1.39, 1.38 psd, 9H, O-C-(CHa)3

13C-NMR (DMS0-d6, 30.0 °C, 100.53 MHz, Rotamere):

dc (ppm) = 153.4 N-COO-C
145.64, 145.56 CH,-C-CH-CH-C-CF5
128.5 CH,-C-CH-CH-C-CF5
127.4 q, 2Jc=31.8 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF;
124.9 q, 3Jcr=2.9 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
124.4 q, 2Jc=273.6 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3

78.6 O-C-(CH3)3
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63.2,62.5 CHpyrrolidin)
61.6, 60.6 CH pyrrolidin)
50.1 CH»-C-CH-CH-C-CF3
49.9, 49.6 CHa(pyrrolidin)
48.7, 48.4 CHapyrrolidin)
28.0 O-C-(CHs)3

tert-Butyl-(3S,4S)-3-azido-4-[tert-butoxycarbonyl-[[4-
(trifluoromethyl)phenyllmethyllamino]pyrrolidin-1-carboxylat (34)

F3C O/J§O

Tert-Butyl-(3S,4S)-3-azido-4-[[4-(trifluoromethyl)phenyllmethylamino]pyrrolidin-1-
carboxylat 33 (2.65 g, 6.88 mmol), Bocanhydrid (1.80 g, 8.26 mmol) und lod (0.18 g,
0.69 mmol) wurden ohne Verwendung eines Losungsmittels zusammen gegeben
und Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. 1 ml MeOH wurde zugegeben und
nochmals 24 h lang bei Raumtemperatur geruhrt. AnschlieBend wurde eine ge-
sattigte Losung von NaHS zugegeben (50 ml) und mit EtOAc extrahiert (3 x 50 ml),
mit gesattigter Kochsalzlésung (1 x 50 ml) gewaschen, Uber MgSO, getrocknet,
filtriert und das Losungsmittel am Rotavapor entfernt. Aufreinigung mittels MPLC
(Cyclohexan/EtOAc 7:1) ergab 2.93 g (88%) von 34 in Form eines blassgelben Ols.

Ausbeute: 2.93 g (88%) (blassgelbes Ol)

MS (ES+):
m/z (%) = 486 (100, [M+H]"), 503 (82, [M+NH4]"), 508 (55, [M+Na]")

HRMS (ES+):
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m/z

berechnet fir C,,H30F3NsO4Na : 508.214759
gefunden : 508.218423

tert-Butyl-(3S,4S)-3-amino-4-[tert-butoxycarbonyl-[[4-
(trifluoromethyl)phenyllmethyllamino]pyrrolidin-1-carboxylat (35)

Tert-Butyl-(3S,4S)-3-azido-4-[tert-butoxycarbonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyl]methyl]-

amino]pyrrolidin-1-carboxylat 34 (2.00 g, 4.12 mmol) wurde in 15 ml MeOH gel6st

und mit 320 mg Pd/C versetzt. Unter H,-Atmosphéare wurde der Ansatz 5 h lang bei

Raumtemperatur geruihrt. Der Katalysator wurde durch Filtration tber Celit abge-

trennt, der Filterkuchen mit MeOH gewaschen (100 ml) und das Ldsungsmittel am

Rotavapor entfernt. Nach Trocknung wurden so 1.72 g (91%) von 35 in Form eines

farblosen Ols erhalten.

Ausbeute: 1.72 g (91%)

(farbloses Ol)

EA: 022H32F3N304 (45950 g/mol)
Ber.. C:57.50 H:7.02 N:9.14
Gef: C:57.51 H:7.15 N:8.82

MS (ES+):

m/z (%) = 460 (100, [M+H]")
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HRMS (ES+):
m/z berechnet fur C,,H33F3N304 : 460.242317
gefunden : 460.239094

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz, Rotamere):

dn (ppm) = 7.70 d, 2H, 3J=8.0 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CFs3
7.48 pst, 2H, 3J=7.7 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF;
4.49 S, 2H, CH,-C-CH-CH-C-CF3
412 brs, 1H, CHpyrolidin)
3.51-3.31 m, 3H, CHa(pyrroiiding, CHpyrrolidin
3.05 psq, 1H, J=10.3 Hz, CHa(pyrrolidin)
2.86-2.74 sm, 1H, CHapyrrolidin)
1.57 brs, 2H, NH,
1.36 S, 9H, O-C-(CH3)3
1.34 s, 9H, O-C-(CHa)s

13C-NMR (DMS0-d6, 30.0 °C, 100.53 MHz, Rotamere):

Oc (ppm) = 155.1 N-COO-C
153.3 N-COO-C
144.9 CH,-C-CH-CH-C-CF5
127.3 d, 2Jc,r=31.3 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
127.2,127.1  CH,-C-CH-CH-C-CF;
125.1 q, 3JcF=2.9 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
124.3 d, "JcF=271.7 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
79.5 O-C-(CHs)s
78.3 O-C-(CHz3)s3
63.3-60.6 CHpyrrolidin)
53.4-51.5 CH pyrrolidin)
51.9,51.5 CHapyrrolidin
47.1 CH,-C-CH-CH-C-CF3
46.6-45.7 CHapyrrolidin
28.1 O-C-(CHs)s

27.9 O-C-(CHa)s
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tert-Butyl-(3S,4S)-3-[tert-butoxycarbonyl-[[4-
(trifluoromethyl)phenyllmethyllamino]-4-[(4-cyanophenyl)-

sulfonylamino]pyrrolidin-1-carboxylat (36)

Unter Verwendung der AAV5 wurden 1.61 g tert-Butyl-(3S,4S)-3-amino-4-[tert-
butoxycarbonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyllmethyllamino]pyrrolidin-1-carboxylat 35
(3.50 mmol) und 1.47 ml DIPEA (8.40 mmol) in 40 ml DCM mit 0.85 g 4-Cyano-
benzenesulfonyl chlorid (4.20 mmol) 2.5 h geruhrt. Aufreinigung mittels MPLC nach
Aufziehen auf Kieselgel (DCM/MeOH 98.5:1.5) ergab 2.08 g (95%) von 36 in Form

eines farblosen Feststoffs.

Ausbeute: 2.08 g (95%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 107 °C (DCM/MeOH)
EA: ngH35F3N4OGS (62467 g/mol)

Ber.: C:55.76 H:5.65 N:8.97
Gef: C:55.79 H:5.84 N:8.99

MS (ES+):
m/z (%) = 231 (100), 642 (56, [M+NH4]"), 647 (25, [M+Na]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fur CogH3zsF3N4OsSNa . 647.212712
gefunden . 647.215685
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'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz, Rotamere):

Oy (ppm) = 8.44 brs, 1H, S-NH-CH
8.09 d, 2H, 3J=8.0 Hz, SO,-C-CH-CH-C-CN
7.95 d, 2H, 3J=8.5 Hz, SO,-C-CH-CH-C-CN
7.66 d, 2H, 3J=8.2 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF;
7.33 pst, 2H, 3J=8.8 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF;
4.40 d, 1H, 2J=16.7 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF;
4.33-3.99 m, 3H, CH»-C-CH-CH-C-CF3, CHpyrrolidin)
3.25-3.12 m, 2H, CHa(pyrrolidin)
3.07-2.91 m, 1H, CHapyrrolidin)
2.71 pst, 1H, J=9.2 Hz, CHapyrrolidin)
1.27 s, 9H, O-C-(CHa)s
1.20 brs, 9H, O-C-(CH3)3

13C-NMR (DMSO0-d6, 35.0 °C, 125.77 MHz, Rotamere):

Oc (ppm) = 154.2 N-COO-C
153.0 N-COO-C
145.3 S0,-C-CH-CH-C-CN
144.2 CH,-C-CH-CH-C-CF;
133.4 S0,-C-CH-CH-C-CN
127.5 d, 2Jcr=31.2 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
127.1 CH,-C-CH-CH-C-CF3, SO,-C-CH-CH-C-CN
125.1 CH,-C-CH-CH-C-CF;
124.2 d, "JcF=272.3 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
117.5 S0,-C-CH-CH-C-CN
114.9 S0,-C-CH-CH-C-CN
80.0 O-C-(CHs)s
78.8 O-C-(CHz3)s
48.7-47.5 CH;
27.9 O-C-(CHs)s

27.7 O-C-(CHz3)3
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(3S,4S)-tert-Butyl-3-azido-4-(4-cyanophenylsulfonamido)pyrolidin-1-carboxylat
(39)

Unter Verwendung der AAV5 wurden 2.70 g tert-Butyl-(3S,4S)-3-amino-4-azido-
pyrrolidin-1-carboxylat 32 (11.88 mmol) und 2.40 ml DIPEA (14.11 mmol) in 100 ml
DCM mit 2.64 g 4-Cyanobenzenesulfonylchlorid (13.09 mmol) 4 h gerthrt. Auf-
reinigung mittels MPLC (Cyclohexan/EtOAc 6:4 - 4:6) ergab 3.54 g (76%) von 39 in

Form eines farblosen Feststoffs.

Ausbeute: 3.54 g (76%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 66 °C (Cyclohexan/EtOAC)
EA: C16H20N604S (39243 g/mol)

Ber.. C:4897 H:514 N:2141
Gef: C:48.99 H:529 N:21.27

MS (ES+):
m/z (%) = 415 (90, [M+Na]"), 807 (100, [2M+Na]"), 1199 (61, [3M+Na]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fir C15H>oNsO4SNa 415.116445
gefunden : 415.115799

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz, Rotamere):
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Ou (ppm) = 8.64
8.12
8.01
4.02
3.70
3.58
3.30

3.12-3.01
2.92
1.36, 1.35

s, 1H, S-NH-CH
d, 2H, 3J=8.2 Hz, SO,-C-CH-CH-C-CN

d, 2H, 3J=8.5 Hz, SO,-C-CH-CH-C-CN
ddd, 1H, 3J=6.0 Hz, N3-CH pyroidin)

dd, 1H, 2J=12.4 Hz, ®J=6.0 Hz, CHa(yrolidin)
dd, 1H, 2J=10.4 Hz, 3J=7.0 Hz, CHapyrolidin)

dd, 1H, 2J=10.5 Hz, %J=7.6 Hz, CHapymoidin) (Uberlagert
mit Wasser)

m, 1H, NH-CH pyrroiidin)
dd, 1H, 2J=11.2 Hz, 3J=5.5 Hz, CHapyrolidin)
psd, 9H, O-C-(CHs)3

13C-NMR (DMSO0-d6, 30.0 °C, 100.53 MHz, Rotamere):

Oc (ppm) = 153.0
144.9
133.5
127.2
117.6
115.1
79.0
63.1, 62.5
56.6, 55.9
48.9, 48.5
48.0, 47.6
28.0

N-COO-C
S0O,-C-CH-CH-C-CN
S0O,-C-CH-CH-C-CN
S0O,-C-CH-CH-C-CN
S0O,-C-CH-CH-C-CN
S0O,-C-CH-CH-C-CN
O-C-(CHs3)3

N3-CH pyrrolidin)
NH-CHpyrrolidin
CHa(pyrrolidin)

CHapyrrolidin)
O-C-(CHzs)s
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tert-Butyl-(3S,4S)-3-azido-4-[(4-cyanophenyl)-sulfonyl-[[4-
(trifluoromethyl)phenyllmethyllamino]-pyrrolidin-1-carboxylat (40)

o/go CF3

Unter Verwendung der AAV6 wurden 1.53 g (3S,4S)-tert-Butyl-3-azido-4-(4-cyano-
phenylsulfonamido)pyrolidin-1-carboxylat 39 (3.90 mmol), 1.91 g Cs,CO; (5.86
mmol), eine katalytische Menge Kl und 1.11 g 4-(Trifluoromethyl)benzylbromid (4.64
mmol) in 20 ml Aceton 2 h erhitzt. Aufreinigung mittels MPLC (Cyclohexan/EtOAc
6:4) ergab 1.98 g (91%) von 40 in Form eines farblosen Feststoffs.

Ausbeute: 1.98 g (91%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 71°C (Cyclohexan/EtOAC)
EA: Cz4H25F3NGO4S (55056 g/mol)

Ber.: C:52.36 H:4.58 N:15.26
Gef: C:52.64 H:4.82 N:15.17

MS (ES+):
m/z (%) = 573 (100, [M+Na]"), 1123 (28, [2M+Na]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fir Co4H>5F3NeO4SNa . 573.150780
gefunden : 573.147660

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz, Rotamere):



7 EXPERIMENTAL TEIL

175

Ou (ppm) = 8.14

7.74
7.64
4.80-4.57
4.46
4.05
3.59
3.20-3.00
3.00-2.77
1.34,1.30

143.3
142.8
1335
128.0
127.9
127.8
125.2
124.2
117.4
115.7
79.0, 78.9
60.4, 59.9
59.2, 58.5
47.4,47.1
46.7
44.5, 43.9
27.9,27.8

s, 4H, SO,-C-CH-CH-C-CN

d, 2H, 3J=8.2 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3

d, 2H, 3J=8.0 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3

m, 2H, CH>-Ar

ddd, 1H, N3-CHpyrrolidin)

pstd, 1H, J=15.9 Hz, J=7.6 Hz, CHapyrolidin)
dd, 1H, 2J=10.4 Hz, *J=8.1 Hz, CHa(pyroldin)
sm, 1H, S-N-CHpyrrolidin)

m, 2H, CHz(pyrrolidin)

psd, 9H, O-C-(CHa)s

13C-NMR (DMSO0-d6, 30.0 °C, 100.53 MHz, Rotamere):
Oc (ppm) = 152.9

N-COO-C
S0O,-C-CH-CH-C-CN
CH»-C-CH-CH-C-CF3
S0O,-C-CH-CH-C-CN

q, 2Jc=32.3 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF;
CH,-C-CH-CH-C-CF3
S0O,-C-CH-CH-C-CN

d, 3Jq|:23.9 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
q, 2Jc=272.0 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF;
S0O,-C-CH-CH-C-CN
S0O,-C-CH-CH-C-CN

O-C-(CHs3)3

N3-CH pyrrolidin)

S-N-CHpyrrolidin)

CHa(pyrrolidin)

CH,-Ar

CHapyrrolidin)

O-C-(CH3)3
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tert-Butyl-(3S,4S)-3-azido-4-[(4-carbamoylphenyl)-sulfonyl-[[4-
(trifluoromethyl)phenyllmethyllamino]-pyrrolidin-1-carboxylat (41)

(@)
\
Oss
N3 N
N:

Unter Verwendung der AAV7 wurden 1.82 g tert-Butyl-(3S,4S)-3-azido-4-[(4-cyano-
phenyl)-sulfonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyl]-methylJamino]-pyrrolidin-1-carboxylat 40
(3.30 mmol), 0.24 g K,CO3 (1.70 mmol) und 8 ml 30% aq. H,O, in 15 mI DMSO 0.5 h
geruhrt. Fallung mit 200 ml H,O und weitere Aufarbeitung nach der AAV7 ergab 1.62

g (86%) von 41 in Form eines farblosen Feststoffs.

Ausbeute: 1.62 g (86%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 104 °C (EtOAC)
EA: Cz4H27F3NGO5S (56857 g/mol)

Ber.: C:50.70 H:4.79 N:14.78
Gef: C:50.83 H:5.11 N:14.75

MS (ES+):
m/z (%) = 591 (100, [M+Na]"), 1159 (16, [2M+Na]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fir C,o4H>7F3NeOs5SNa : 591.161345
gefunden : 591.160655
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'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz, Rotamere):
Oy (ppm) = 8.22 brs, 1H, CONH.

8.10 d, 2H, 3J=8.2 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
8.04 d, 2H, 3J=8.2 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
7.75 d, 2H, 3J=8.2 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
7.68 d, 2H, 3J=8.2 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
7.64 brs, 1H, CONH,

4.74 d, 1H, 2J=17.4 Hz, CHx-Ar

4.65-4.53 m, 1H, CH,-Ar

4.50-4.33 sm, 1H, N3-CH pyrroiidin)

4.08-3.92 sm, 1H, CHapyrrolidin

3.58 dd, 1H, 3J=10.4 Hz, 2J=8.2 Hz, CHa(pyrroidin)
3.16-2.98 sm, 1H, S-N-CHpyrrofidin)

2.98-2.76 m, 2H, CHa(pyrrolidin)

1.34,1.28 psd, 9H, O-C-(CHs)3

13C-NMR (DMSO0-d6, 30.0 °C, 100.53 MHz, Rotamere):

Oc (ppm) = 166.4, 166.2  CONH;
152.9 N-COO-C
143.1 CH»-C-CH-CH-C-CF3
141.4 S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;
138.4 S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;
128.5 S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;
128.0 d, 2JC,F:31.8HZ, CH,-C-CH-CH-C-CF3
127.9,127.8 CH,-C-CH-CH-C-CF3
127.2 S0,-C-CH-CH-C-C-NH;
125.2 q, 3JcF=2.9 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
124.2 d, 1JC,F:272.0 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
79.1, 78.9 O-C-(CHs)s
60.5, 59.9 N3-CH pyrrolidin)
59.4, 58.7 S-N-CHpyrrolidin)
475,471 CHopyrrolidin)
46.6 CHy-Ar
44 .3, 43.7 CHopyrrolidin)
27.9,27.8 O-C-(CHs)s
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tert-Butyl-(3S,4S)-3-amino-4-[(4-carbamoylphenyl)sulfonyl-[[4-
(trifluoromethyl)phenyllmethyllamino]pyrrolidine-1-carboxylat (42)

0O
NH,
o C‘)\ /©)L
N
HoN N
N:

o’J*o CF3

Tert-Butyl-(3S,4S)-3-azido-4-[(4-carbamoylphenyl)-sulfonyl-[[4-(trifluoromethyl)-

phenyl]-methyllamino]-pyrrolidin-1-carboxylat 41 (3.35 g, 5.89 mmol) wurde unter
Argon in DCM (60 ml) gel6ést und auf 0°C gekuhlt. TPP (1.90 g, 7.25 mmol) wurde
portionsweise hinzugegeben und die Reaktion 0.5 h bei 0 °C geruhrt. AnschlieRend
wurde auf Raumtemperatur erwarmt und nochmal 5 h lang geriihrt. Das Losungs-
mittel wurde am Rotavapor entfernt und danach 30 ml THF sowie 30 ml 28% NH3 in
H,O zugegeben. Die Emulsion wurde 24 h bei 50 °C intensiv gerlihrt. Im Anschluss
wurden 5 ml Toluol zugesetzt und das Ldsungsmittel am Rotavapor entfernt.
Aufreinigung mittels MPLC (Hexan/DCM/MeOH 5:4.5:0.5 - 4:4.5:1.5) ergab 2.87 g

(90%) von 42 in Form eines farblosen Feststoffs.

Ausbeute: 2.87 g (90%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 233 °C (Hexan/DCM/MeOH)
EA: Cz4H29F3N405S (54257 g/mol)

Ber.: C:53.13 H:5.39 N:10.33
Gef: C:53.25 H:5.50 N:10.22

MS (ES+):
m/z (%) = 543 (100, [M+H]")
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HRMS (ES+):
m/z berechnet fur CosHzgF3N4O5S 543.188902
gefunden : 543.184971

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz, Rotamere):

oy (ppm) = 8.21, 8.20 brpsd, 1H, CONH.
8.07 d, 2H, 3J=8.5 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
8.01 d, 2H, 3J=8.0 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
7.72 d, 2H, 3J=8.7 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF;
7.69 d, 2H, 3J=8.9 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
7.62 brs, 1H, CONH,
4.71-4.48 sm, 2H, CH.-Ar
4.17-4.01 sm, 1H, CHpyrrolidin)
3.40-3.30 m, 1H, CHpyrrolidin)
3.21-3.00 m, 2H, CHazpyrrolidin)
2.84-2.68 sm, 2H, CHapyrrolidin)
1.61 brs, 2H, NH,
1.33,1.27 psd, 9H, O-C-(CHa)s

3C-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 100.53 MHz, Rotamere):
8¢ (ppm) = 166.5, 166.4  CONH,
153.1,153.0 N-COO-C

143.7 CH,-C-CH-CH-C-CF3
141.8 S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;

138.2 S0,-C-CH-CH-C-C-NH,

128.4 S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;

128.0,127.9  CHy-C-CH-CH-C-CF3

127.8 q, 2Jc,F=31.8Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF5
127.0 S0,-C-CH-CH-C-C-NH,

125.1 a, 3JcF=3.9 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
124.3 d, 2JcF=272.0 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
78.5, 78.4 O-C-(CHa)s

63.2, 62.6 CHpyrrolidin)

52.3,51.6 CH pyrrolidin)

51.0, 50.6 CHapyrrolidin

46.6 CH,-Ar
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45.9, 45.2 QHZ(PyrroIidin)
28.0, 27.9 O-C-(CH3)3

3-Chloro-4-[[4-(trifluoromethyl)phenyllmethyl-[(3S,4S)-4-[[4-
(trifluoromethyl)phenyllmethylamino]pyrrolidin-3-yl]sulfamoyl]benzamid (45)

o)

cl NH
(R 2
X
Ho o3
N N
N
H
F3C CF3

Unter Verwendung der AAV7 wurden 0.40 g tert-Butyl-(3S,4S)-3-[tert-butoxy-
carbonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyljmethyl]Jamino]-4-[(2-chloro-4-cyano-phenyl)-
sulfonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyljmethyl]Jamino]pyrrolidin-1-carboxylat 47  (0.49
mmol) in 30 ml DMSO mit 34 mg K,CO3 (0.22 mmol) und 3 ml 30% aqg. H,O, 1 h
geruhrt. Nach der gemall AAV7 durchgefuhrten Aufreinigung wurde ein weil3er
Feststoff erhalten, welcher direkt nach der AAV1 unter Verwendung von 2 ml EtOAc
und 2 ml 2M HCI in Et,O weiter umgesetzt wurde. Die Ausbeute von 45 Uber beide
Stufen betrug 57 mg (18%).

Ausbeute: 57 mg (18%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 87 °C (DCM/MeOH/NH3meoH))
EA: Cz7H25C|F6N403S (63502 g/mol)

Ber.: C:51.07 H:3.97 N:8.82
Gef: C:50.68 H:4.27 N:8.69

MS (ES+):
m/z (%) = 635 (88, [M+H]")
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HRMS (ES+):
m/z berechnet fur C27H26C|F6N403SZ 635.131835
gefunden 635.132999

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz):

Oy (ppm) = 8.25
8.14
8.12
7.95
7.74
7.63
7.57
7.53
7.41
4.84
4.68
4.01
3.66
3.53
2.89
2.80
2.70
2.59-2.49
2.55-2.46
2.38
2.24

brs, 1H, CONH.

d, 1H, 3J=8.3 Hz, SO,-C-CH-CH-C-CH-C-Cl
d, 1H, *J=1.6 Hz, SO,-C-CH-CH-C-CH-C-Cl
dd, 1H, 3J=8.2 Hz, “J=1.6 Hz, SO,-C-CH-CH-C-CH-C-CI
brs, 1H, CONH.

d, 2H, 3J=8.0 Hz, NH-CH,-C-CH-CH-C-CF3
d, 2H, J=8.5 Hz, S-N-CH,-C-CH-CH-C-CF;
d, 2H, 3J=8.5 Hz, NH-CH,-C-CH-CH-C-CF3
d, 2H, J=8.0 Hz, S-N-CH,-C-CH-CH-C-CF;
d, 1H, 2J=17.4 Hz, S-N-CH,-C-CH-CH-C-CF3
d, 1H, 2J=17.6 Hz, S-N-CH,-C-CH-CH-C-CF;
ddd, 1H, 3J=7.6 Hz, *J=6.0 Hz, S-N-CHpyroiidin)
d, 1H, 2J=14.4 Hz, NH-CH,-C-CH-CH-C-CF3
d, 1H, 2J=14.4 Hz, NH-CH,-C-CH-CH-C-CF3
ddd, 1H, 3J=5.7 Hz, NH-CHpyrolidin)

dd, 1H, 2J=10.5 Hz, J=6.6 Hz, CHa(pyrroiidin)
dd, 1H, 2J=11.5 Hz, J=8.2 Hz, CHa(pyroiidin)
1H, NHpymoliiginy (Uberlagert mit DMSO-d6)
1H, CHapyrroiidiny (Uberlagert mit DMSO-d6)
dd, 1H, 2J=10.7 Hz, 3J=5.8 Hz, CHa(pyrroiidin)
brs, 1H, NH-CH,-C-CH-CH-C-CF3

3C-NMR (DMSO-d6, 22.8 °C, 100.53 MH2):

Oc (ppm) = 165.2
145.5
143.8
139.5
139.2
132.2
130.8
128.4

CONH;

S-N-CH,-C-CH-CH-C-CF;
NH-CH,-C-CH-CH-C-CFs3
S0,-C-CH-CH-C-CH-C-ClI
S0,-C-CH-CH-C-CH-C-ClI
S0,-C-CH-CH-C-CH-C-ClI
S0,-C-CH-CH-C-CH-C-ClI
S0,-C-CH-CH-C-CH-C-ClI
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127.7
127.6
127.0
126.8
125.0
124.9
124.4
124.2
64.7
60.7
51.7
50.3
48.5
48.1

q, 2Jc=32.8 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF;
CH,-C-CH-CH-C-CF;

q, 2Jc=31.8 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF;
CH,-C-CH-CH-C-CF;

q, 3Jc=2.9 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF5
q, 3Jcr=3.9 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
q, }JcF=271.7 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
q, 2Jcr=271.7 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
S-N-CH pyrrolidiny

NH-CHpyrrolidiny

S-N-CHy-Ar

NH-CH,-Ar

CHapyrrolidin)

CHapyrrolidin)

tert-Butyl-(3S,4S)-3-[tert-butoxycarbonyl-[[4-

(trifluoromethyl)phenyllmethyllamino]-4-[(2-chloro-4-cyano-phenyl)-

sulfonylamino]pyrrolidin-1-carboxylat (46)

Unter Verwendung der AAV5 wurden 0.60 g tert-butyl-(3S,4S)-3-amino-4-[tert-

butoxycarbonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyllmethyllamino]pyrrolidin-1-carboxylat 35
(2.30 mmol) und 0.32 ml DIPEA (1.82 mmol) in 20 ml DCM mit 0.37 g 4-2-chloro-4-
cyano-benzenesulfonyl chlorid (1.57 mmol) 2.5 h gerihrt. Aufreinigung mittels MPLC
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nach Aufziehen auf Kieselgel (DCM/MeOH 100:0 - 97:3) ergab 0.64 g (75%) von 46
in Form eines farblosen Feststoffs.

Ausbeute: 0.64 g (75%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 118 °C (DCM/MeOH)
EA: C29H34C|F3N4OGS (65912 g/mol)

Ber.: C:52.85 H:5.20 N:8.50
Gef: C:52.84 H:5.36 N:8.30

MS (ES+):
miz (%) = 676 (100, [M*+NH.]"), 681 (21, [M+Na]*)

HRMS (EI+):
m/z berechnet fiir C25H25CIF3N4O6S [M-C4Hg]” : 601.113544

gefunden ; 601.110268

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz, Rotamere):

Oy (ppm) = 8.72 brs, 1H, S-NH-CH
8.36 s, 1H, SO,-C-CH-CH-C-CH-C-Cl
8.16 d, 1H, 3J=8.0 Hz, SO,-C-CH-CH-C-CH-C-Cl
8.08 d, 1H, 3J=8.2 Hz, SO,-C-CH-CH-C-CH-C-Cl
7.69 d, 2H, 3J=8.2 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF;
7.33 brs, 2H, CH,-C-CH-CH-C-CF3
4.42 brs, 1H, CHpyrolidin)
4.28 brs, 2H, CH,-C-CH-CH-C-CF3
4.19 ddd, 1H, 2J=7.8 Hz, CHpyrolidin)
3.35 psq, 1H, J=10.1 Hz, CHapyrrolidin)
3.22 brs, 1H, CHapyrrolidin)
3.04 psd, 1H, J=9.2 Hz, CHapyroiidin)
2.92 psd, 1H, J=8.7 Hz, CHa(pyroiidin)
1.33, 1.30 psd, 9H, O-C-(CHs)s
1.23 brs, 9H, O-C-(CHa)s

3C-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 100.53 MHz, Rotamere):
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¢ (ppm) = 154.1 N-COO-C
153.0 N-COO-C
142.3 CH,-C-CH-CH-C-CF3, SO,-C-CH-CH-C-CH-C-ClI
135.2 S0,-C-CH-CH-C-CH-C-Cl
131.8 S0,-C-CH-CH-C-CH-C-ClI
131.6 S0,-C-CH-CH-C-CH-C-Cl
131.1 S0,-C-CH-CH-C-CH-C-ClI
127.8-126.7  CH,-C-CH-CH-C-CF4
125.2 CH,-C-CH-CH-C-CF4
124.2 g, YJcF=271.7 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
116.45 NC-C
116.39 NC-C
79.9 O-C-(CH3)s
78.9 O-C-(CHa)s
49.7-47.1 CHs
27.9 O-C-(CH3)s
27.7 O-C-(CH3)s

tert-Butyl-(3S,4S)-3-[tert-butoxycarbonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyl]-
methyllamino]-4-[(2-chloro-4-cyano-phenyl)sulfonyl-[[4-
(trifluoromethyl)phenyllmethyllamino]pyrrolidin-1-carboxylat (47)

J( CN
o\( o\S

db

Unter Verwendung der AAV6 wurden 0.50 g tert-Butyl-(3S,4S)-3-[tert-butoxy-
carbonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyljmethyl]Jamino]-4-[(2-chloro-4-cyano-phenyl)-
sulfonylamino]-pyrrolidin-1-carboxylat 46 (0.76 mmol), 0.37 g Cs,CO3 (1.14 mmol)
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und 217 mg 1-Bromo-1-(bromomethyl)-4-(trifluoromethyl)benzen (0.91 mmol) in 10
ml MeCN 2 h erhitzt. Aufreinigung mittels MPLC (Cyclohexan/EtOAc 100:0 - 70:30)

ergab 0.53 g (85%) von 47 in Form eines farblosen Feststoffs.

Ausbeute: 0.53 g (85%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 116 °C (Cyclohexan/EtOAC)
MS (ES+):

miz (%) = 817 (22, [M*C+H]"), 834 (100, [M*“'+NH,]"), 839 (45, [M**“'+Na]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fur C3;H39CIFgN4OsSNa : 839.208074
gefunden : 839.201462

4-[(3-Cyano-4-fluoro-phenyl)methyl-[(3S,4S)-4-[[4-
(trifluoromethyl)phenyllmethylamino]pyrrolidin-3-yl]sulfamoyl]lbenzamid
Dihydrochlorid (48)

0
NH
HCI Q 2
Os
HooS
N N
8 e
FaC HCL F

Unter Verwendung der AAV2 mit 240 mg tert-Butyl-(3S,4S)-3-[tert-butoxycarbonyl-
[[4-(trifluoromethyl)phenyl]methyl]lamino]-4-[(4-carbamoylphenyl)sulfonyl-[(3-cyano-4-
fluoro-phenyl)methyllJamino]pyrrolidin-1-carboxylat 50 (0.31 mmol), 2 ml DCM und 2
ml 2M HCI in Et,O wurden 159 mg (79%) von 48 in Form eines farblosen Feststoffs

erhalten.
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Ausbeute: 159 mg (79%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 181 °C (DCM/EtOAC/EL,0)
EA: Ca7H25F4N503S*2HCI*1H,0 (666.51 g/mol)

Ber.: C:48.65 H:4.39 N:10.51
Gef: C:48.95 H:4.58 N:10.29

MS (ES+):
m/z (%) = 576 (100, [M+H])

HRMS (ES+):
m/z berechnet fur Cy7H2F4N503S 576.169250
gefunden : 576.167374

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 500.16 MHz):

On (ppm) = 10.73 brs, 2H, NH,"
10.31 brs, 1H, NH,"
9.59 brs, 1H, NH,"
8.28 brs, 1H, CONH,
8.14 d, 2H, 3J=8.3 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
8.03 d, 2H, 3J=8.3 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
8.02 brs, 1H, F-C-CH-CH-C-CH-C-CN
7.89-7.83 m, 1H, F-C-CH-CH-C-CH-C-CN
7.74 d, 2H, 3J=7.7 Hz, CH»-C-CH-CH-C-CF3
7.68 brs, 3H, CH,-C-CH-CH-C-CF3, CONH,
7.47 dd, 1H, 3J44=8.9 Hz, 3J, r=8.9 Hz, F-C-CH-CH-C-CH-C-
C-N
5.33 brs, 1H, NH2"-CHpyrrolidin)
4.68 d, 1H, 2J=17.2 Hz, S-N-CH,-Ar
4.61 d, 1H, 2J=17.2 Hz, S-N-CH,-Ar
4.14 brs, 2H, S-N-CHpyrroliginy, NH2"-CHo-Ar
3.63 brs, 2H, NH,"-CH,-Ar, CHa(pyrrolidin)
3.45 brs, 1H, CHax(pyrolidin)
3.17 dd, 1H, 2J=11.6 Hz, *J=10.3 Hz, CHa(pyroiidin)

2.81 dd, 1H, 2J=11.6 Hz, J=6.7 Hz, CHa(pyroidin)
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13C-NMR (DMS0-d6, 30.0 °C, 125.77 MHz):

Oc (ppm) = 166.2
161.6
139.7
138.9
135.31
135.1
132.8
130.7
128.9
127.5
125.3
123.9
116.4
113.9
99.9
58.9
56.8
48.4
46.4
44.8
43.9

CONH>

d, 2Jc=255.5 Hz, F-C-CH-CH-C-CH-C-CN
CH,-C-CH-CH-C-CF3, SO,-C-CH-CH-C-C-NH;
S0O,-C-CH-CH-C-C-NH>

d, 3Jc,|::8.4 Hz, F-C-CH-CH-C-CH-C-CN
F-C-CH-CH-C-CH-C-CN
F-C-CH-CH-C-CH-C-CN
S0O,-C-CH-CH-C-C-NH>
CH,-C-CH-CH-C-CF3
S0O,-C-CH-CH-C-C-NH>

d, 3Jc,|::3.6 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3

q, }Jc=272.3 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF;
d, 2Jc,|::19.2 Hz, F-C-CH-CH-C-CH-C-CN
F-C-CH-CH-C-CH-C-CN

d, 2Jq|:215.6 Hz, F-C-CH-CH-C-CH-C-CN
NH2"-CH pyrrolidin)

S-N-CHpyrrolidin)

CHapyrrolidin)

CHapyrrolidin)

NH,*-CH,-Ar

S-N-CH,-Ar
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tert-Butyl-(3S,4S)-3-[tert-butoxycarbonyl-[[4-
(trifluoromethyl)phenyllmethyllamino]-4-[(4-carbamoylphenyl)-
sulfonylamino]pyrrolidin-1-carboxylat (49)

(0]
NH,
Ag OOR/O)L
< o
N NH
N:
F3C O/J§O

Unter Verwendung der AAV7 wurden 0.50 g tert-Butyl-(3S,4S)-3-[tert-butoxy-
carbonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenylmethyllamino]-4-[(4-cyanophenyl)sulfonylamino]

pyrrolidin-1-carboxylat 35 (0.80 mmol), 55 mg K,COj3; (0.40 mmol) und 4 ml 30% ag.
H,O, in 16 ml DMSO 2 h gerlhrt. Aufarbeitung nach AAV7 ergab 0.51 g (94%) von

49 in Form eines farblosen Feststoffs.

Ausbeute: 0.51 g (94%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 125 °C (EtOAC)
EA: ngH37F3N407S (64269 g/mol)

Ber.: C:54.20 H:5.80 N:8.72
Gef: C:53.99 H:6.02 N:8.69

MS (ES+):

miz (%) = 543 (100, [M-boc+H]"), 643 (21, [M+H]), 660 (29, [M+NH.]"), 665 (35,
[M+Na]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fir Co9H37F3N,O;SNa : 665.223276
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gefunden

665.220674

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 500.16 MHz, Rotamere):

Oy (ppm) = 8.24
8.16
8.08
7.88
7.68
7.58
7.38
7.34
4.54-4.01
3.28-2.97
2.73
1.29
1.23

brs, 1H, S-NH-CH
brs, 1H, CONH,

pst, 2H, 3J=6.0 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH;
d, 2H, 3J=8.6 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,

d, 2H, J=8.3 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
brs, 1H, CONH,

d, 1H, %J=7.5 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
d, 1H, 3J=7.5 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF;

m, 2H + 2H, CH,-C-CH-CH-C-CF3, Pyrrolidin-H

m, 3H, Pyrrolidin-H
sm, 1H, CHapyrrolidin
S, 9H, O-C-(CH3)3

brs, 9H, O-C-(CHs)3

3C-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 125.77 MHz, Rotamere):

¢ (ppm) = 166.5, 166.3
154.3
153.0
143.4
137.7
128.4
127.4
127.1
126.3
125.1
124.3
78.8
48.5
48.2
47.6
27.9
27.7

CONH,
N-COO-C
N-COO-C

CH_-C-CH-CH-C-CF3, SO,-C-CH-CH-C-C-NH

S0,-C-CH-CH-C-C-NH;
S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;

q, 2Jc=32.4Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
CH,-C-CH-CH-C-CF5
S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;
CH,-C-CH-CH-C-CF5

q, }Jc=273.5 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
O-C-(CHs)s

CH>

CH>

CH>

O-C-(CHa)3

O-C-(CHa)s
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tert-Butyl-(3S,4S)-3-[tert-butoxycarbonyl-[[4-
(trifluoromethyl)phenyllmethyllamino]-4-[(4-carbamoylphenyl)sulfonyl-[(3-
cyano-4-fluoro-phenyl)methyllamino]pyrrolidin-1-carboxylat (50)

O

Y
@) 008

o

N N
d » @

Unter Verwendung der AAV6 wurden 0.40 g tert-Butyl-(3S,4S)-3-[tert-butoxy-
carbonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyllmethyllamino]-4-[(4-carbamoylphenyl)sulfonyl-

amino]-pyrrolidin-1-carboxylat 49 (0.62 mmol), 0.30 g Cs,CO3 (0.93 mmol) und 0.16
g 5-(Bromomethyl)-2-fluoro-benzonitril (0.74 mmol) in 10 ml MeCN 2.5 h erhitzt.
Aufreinigung mittels MPLC (DCM/MeOH 98:2 - 96:4) ergab 0.35 g (73%) von 50 in

Form eines farblosen Feststoffs.

Ausbeute: 0.35 g (73%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 125 °C (DCM/MeOH)
EA: Cg7H41F4N507S (77581 g/mol)

Ber.: C:57.28 H:5.33 N:9.03
Gef: C:57.14 H:5.38 N:9.00

MS (ES+):
m/z (%) = 776 (5, [M+H]"), 793 (100, [M+NH4]"), 798 (65, [M+Na]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fir C37H41F4NsO;SNa : 798.256054
gefunden : 798.253588
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4-[[(3S,4S)-4-[(3,5-Dihydroxyphenyl)methylamino]pyrrolidin-3-yl]-[[4-
(trifluoromethyl)phenyllmethyl]sulfamoyl]benzamid (51)

0O

° /O)‘\NHz
O:\\
HoOoS
N N
alkoRe
H
OH CF3

Unter Verwendung der AAV3 wurden 0.40 g (0.74mmol) tert-Butyl-(3S,4S)-3-amino-
4-[(4-carbamoylphenyl)sulfonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyl]-methyljJamino]pyrrolidin-1-
carboxylat 42 in 10 ml MeOH mit 0.19 g Molsieb und 0.43 g 3,5-Dihydroxybenz-
aldehyd (3.120 mmol) 2 h und anschlieend mit 0.17 g NaBH4 (4.50 mmol) 1 h ge-
rahrt. Aufreinigung mittels MPLC (DCM/MeOH 95:5 - 90:10) ergab 0.26 g eines farb-
losen Feststoffs, der direkt weiter umgesetzt wurde.

Unter Verwendung der AAV1 wurde dieser Feststoff in 6 ml EtOAc und 4 ml 2M HCI
in Et,O umgesetzt und so Uber zwei Stufen 0.11 g (26%) von 51 in Form eines farb-

losen Feststoffs erhalten.

Ausbeute: 0.11 g (26%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 155 °C (DCM/MeOH/NHzweon))
EA: CoeH27F3N4O55*0.5H,0 (57359 g/mol)

Ber.: C:54.44 H:4.92 N:9.77
Gef: C:54.44 H:5.00 N:9.72

MS (ES+):
miz (%)= 565 (100, [M+H]"), 587 (15, [M+Na]")

HRMS (ES+):
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m/z berechnet fir CogH5F3N4Os5S 565.173252
gefunden : 565.176138

'H-NMR (DMS0-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz):

On (ppm) = 9.07 brs, 2H, OH
8.19 brs, 1H, CONH.
8.07 d, 2H, 3J=8.5 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
7.98 d, 2H, J=8.7 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
7.66 d, 2H, 3J=8.2 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
7.63 brs, 1H, CONH;
7.56 d, 2H, 3J=8.2 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
6.16 d, 2H, #J=2.3 Hz, HO-C-CH-C-CH-C-OH
6.09 t, 1H, “J=2.2 Hz, HO-C-CH-C-OH
4.57 d, 1H, 2J=17.6 Hz, S-N-CH,-Ar
4.41 d, 1H, 2J=17.6 Hz, S-N-CH,-Ar
4.16 ddd, 1H, 3J=8.2 Hz, J=5.3 Hz, CHpyrrolidin)
3.36 S, 2H, NH-CH,-Ar
2.80 psdd, 2H, J=13.2 Hz, J=6.8 Hz, CHpyrolidin), CH2(pyrrolidin)
2.67 dd, 1H, J=11.6 Hz, *J=8.4 Hz, CHa(pyrroidin)
2.31 dd, 1H, 2J=13.1 Hz, J=9.4 Hz, CHa(pyroidin)
2.16 dd, 1H, 2J=11.7 Hz, 3J=5.5 Hz, CHa(pyrrolidin)

13C-NMR (DMS0-d6, 30.0 °C, 100.53 MHz):

Oc (ppm) = 166.6 CONH;
158.2 HO-C-CH-C-CH-C-OH
144.1 CH,-C-CH-CH-C-CF5
142.6 HO-C-CH-C-CH-C-OH
141.3 S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;
138.2 S0,-C-CH-CH-C-C-NH,
128.5 S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;
127.5 CH,-C-CH-CH-C-CF;
127.5 q, 2Jcr=31.8Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
127.2 S0,-C-CH-CH-C-C-NH,
125.0 q, 3Jcr=2.9 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
124.3 q, }Jc=271.6 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF5

105.9 HO-C-CH-C-CH-C-OH
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100.9

65.0
61.2
51.6
51.3
47.9
47.2

HO-C-CH-C-OH
CH pyrrolidin)
CHpyrrolidin)

010 10 10 |
I I T
NS NN

I
N

4-[[(3S,4S)-4-[(2-Chloro-3-hydroxy-phenyl)methylamino]pyrrolidin-3-yl]-[[4-
(trifluoromethyl)phenyllmethyl]sulfamoyl]benzamidhydrochlorid (52)

O

\
O=g

“ |
N
cl 2 g +HCI
HO \
H
CF3

Unter Verwendung der AAV1 mit 120 mg tert-Butyl-(3S,4S)-3-[(4-carbamoylphenyl)-

sulfonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenylJmethyl]amino]-4-[(2-chloro-3-hydroxy-phenyl)-
methylamino]pyrrolidin-1-carboxylat 131 (0.18 mmol) in 5 ml DCM und 2 ml 2M HCI

in Et,O wurden 73 mg (67%) von 52 in Form eines farblosen Feststoffs erhalten.

Ausbeute: 73 mg (67%)

Smp.: 230 °C

MS (ES+):

miz (%) = 583 (100, [M+H]")

HRMS (EI+):

m/z berechnet fir CogH2CIF3N4O4S:

(farbloser Feststoff)

(DCM/MeOH/NH3zwmeoH))

582.131540
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gefunden

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 500.16 MHz):

Oy (ppm) = 9.99
8.52
8.23
8.09
7.99
7.63
7.04
6.88
6.69
4.68
4.58
4.43
3.51
3.41
3.19-3.11
3.11-3.04
3.04-2.96
2.75-2.48
2.28

582.129974
brs, 2H, NH,"
brs, 1H, OH-C-CH-CH-CH-C-C-CI
s, 1H, CONH,

d, 2H, 3J=8.3 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,

d, 2H, 3J=8.3 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,

brs, 5H, CH,-C-CH-CH-C-CF3, CONH>

t, 1H, 3J=7.7 Hz, OH-C-CH-CH-CH-C-C-ClI
d, 1H, 3J=8.0 Hz, OH-C-CH-CH-CH-C-C-ClI
d, 1H, 3J=7.5 Hz, OH-C-CH-CH-CH-C-C-Cl
d, 1H, 2J=17.5 Hz, S-N-CH-Ar

d, 1H, 2J=17.5 Hz, S-N-CH,-Ar

m, 1H, CHpyrolidin)

d, 1H, 2J=14.3 Hz, CH,-Ar

d, 1H, 2J=14.3 Hz, CH»-Ar

m, 1H, CHpyrrolidin

m, 1H, CHz(pyrrolidin)

m, 1H, CHa(pyrrolidin)

m, 2H, CHZ(PyrroIidin)a (Uberlagert mit DMSO)
brs, 1H, NH

3C-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 125.77 MHz, Rotamere):

Oc (ppm) = 166.3
153.1
143.4
141.2
138.7
138.3
128.6
127.8
127.5
127.2
125.3
125.0

CONH,
OH-C-CH-CH-CH-C-C-ClI
CH,-C-CH-CH-C-CF5
S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;
OH-C-CH-CH-CH-C-C-Cl
S0,-C-CH-CH-C-C-NH;
OH-C-CH-CH-CH-C-C-ClI
S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;

q, 2Jc=32.4 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF;
CH,-C-CH-CH-C-CF5
S0,-C-CH-CH-C-C-NH;

q, 3Jc=3.6 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF5
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124.2 d, 2JcF=275.9 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
119.4 OH-C-CH-CH-CH-C-C-ClI

119.0 OH-C-CH-CH-CH-C-C-Cl

114.9 OH-C-CH-CH-CH-C-C-ClI

61.8 CHpyrrolidin)

58.6 CHpyrrolidin)

48.6 CH,

48.0 CH;

46.9 CH,

44.3 CH;

4-[[(3S,4S)-4-Benzylsulfanylpyrrolidin-3-yl]-[[4-
(trifluoromethyl)phenyllmethyl]sulfamoyl]benzamidehydrochlorid (53)

0O

NH,
Oq /O)‘\
=3
S N
d N
H

Hco  CFs

Unter Verwendung der AAV2 mit 25 mg des Produkts aus der Vorschrift 135 in 4 ml
Et;O und 1 ml 2M HCI in Et,O wurden 20 mg (14%) von 53 in Form eines farblosen
Feststoffs iber zwei Stufen erhalten. Reinheit >80% nach *H-NMR.

Ausbeute: 20 mg (14%), Uber zwei Stufen (farbloser Feststoff)

MS (ES+):
miz (%) = 550 (100, [M+H]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fir CogH7F3N303S5 550.144595
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gefunden

550.145120

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.796 MHz):

Oy (ppm) = 9.47
8.25
8.09
7.99
7.68
7.67
7.55
7.33-7.23
7.18
4.87
4.68
4.63
3.69
3.58
3.52
3.46-3.36
3.12
2.94

brs, 2H, NH,"

brs, 1H, CONH,

d, 2H, J=8.5 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
d, 2H, 3J=8.5 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
d, 2H, J=8.0 Hz CH,-C-CH-CH-C-CF;
brs, 1H, CONH,

d, 2H, J=8.0 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF5
m, 3H, CH,-C-CH-CH-CH

d, 2H, 2J=6.9 Hz, CH,-C-CH-CH-CH

ddd, 1H, 2J=8.2 Hz, CHpyrrolidin)

d, 1H, 2J=18.1 Hz, S-N-CH,-Ar

d, 1H, 2J=18.3 Hz, S-N-CH,-Ar

d, 1H, 2J=12.8 Hz, S-CH,-Ar

d, 1H, 2J=12.8 Hz, S-CHy-Ar

ddd, 1H, 3J=6.2 Hz, CHpyrrolidin)

m, 2H, CHz(pyrrolidin)

dd, 1H, 2J=12.1 Hz, 3J=5.5 Hz, CHa(pyrroiidin)
pst, 1H, J=10.2 Hz, CHapyroiidin)

4-[[4-(Trifluoromethyl)phenyl]lmethyl-[(3S,4S)-4-[[4-
(trifluoromethyl)phenyllmethylsulfanyl]pyrrolidin-3-yl]sulfamoyl]benzamid (54)

O

\\
0<%

s N
N
H
F5C CF3
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Unter Verwendung der AAV1 mit 150 mg des Produkts aus der Vorschrift 136 in 2 ml
EtOAc und 2 ml 2M HCI in Et;O und nach abweichend von der AAV1 dreimaliger
Aufreinigung mittels MPLC (DCM/MeOH 100:0 - 95:5) wurden 15 mg (5%) von 54 in
Form eines farblosen Feststoffs (iber zwei Stufen erhalten. Reinheit >80% nach *H-
NMR.

Ausbeute: 15 mg (5%), uber zwei Stufen (farbloser Feststoff)

MS (ES+):
miz (%)= 618 (100, [M+H]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fur Co7H26FsN303S5 618.131980
gefunden : 618.130357

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz):

oy (ppm) = 8.21 brs, 1H, CONH.
8.05 d, 2H, 3J=8.5 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
7.91 d, 2H, 3J=8.2 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
7.75-7.59 m, 5H, CH,-C-CH-CH-C-CF3, CONH,
7.53 d, 2H, 3J=8.0 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF5
7.40 d, 2H, 3J=7.8 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
4.72 d, 1H, 2J=17.6 Hz, S-N-CH,-Ar
4.64 ddd, 1H, 2J=7.3 Hz, CHpyrrolidin)
4.53 d, 1H, 2J=17.6 Hz, S-N-CH,-Ar
3.72 d, 1H, 2J=12.8 Hz, S-CHx-Ar
3.62 d, 1H, 2J=13.1 Hz, S-CHy-Ar
3.16 ddd, 1H, 2J=7.3 Hz, CHpyrrolidin)
3.06 dd, 1H, 2J=11.3 Hz, 3J=7.3 Hz, CHa(pyroiidin)
2.94 dd, 1H, 2J=11.5 Hz, J=7.6 Hz, CHa(pyrroidin)
2.69 brs, 1H, NHpyrrolidin)
2.56-2.41 2H, CHa(pymoliginy (Overlayed with DMSO-ds)

13C-NMR (DMSO0-d6, 35.0 °C, 125.77 MHz):
Oc (ppm) = 167.1 CONH,
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143.9 CH,-C-CH-CH-C-CF5
143.7 CH,-C-CH-CH-C-CF;

142.4 S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;

138.6 S0,-C-CH-CH-C-C-NH;

130.1 CH,-C-CH-CH-C-CF5

128.9 S0,-C-CH-CH-C-C-NH;

128.5 CH,-C-CH-CH-C-CF5

128.1 q, 2Jcr=31.2Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF;
127.8 S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;

125.7 q, 3Jcr=3.6 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
125.3 q, 3Jc=3.6 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF;
124.8 q, 3Jcr=272.3 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
61.4 CHpyrrolidin)

53.8 CH,

50.4 CH;

49.5 CH,

47.5 CHpyrrolidin)

35.5 CH,

4-[[(3S,4S)-4-[(4-Carbamoylphenyl)sulfonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyllmethyl]-
amino]pyrrolidin-3-yl]sulfanylmethyl]lbenzamidhydrochlorid (55)

0
o /O)‘\N H,
\
o<}
S N
:N:
H
0 CF;
NH, HCI

Unter Verwendung der AAV1 mit 40 mg des Produkts aus der Vorschrift 137 in 2 ml
DCM, 2 ml Et;0 und 1 ml 2M HCI in Et,O wurde die freie Base von 55 erhalten.
Diese wurde in 1 ml DCM geldst und mit 0.5 ml 2M HCI in Et,O als Hydrochlorid
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gefallt. Durch abpipettieren des Lésungsmittels und Trocknung wurden 17 mg (17%)
von 55 in Form eines farblosen Feststoffs tUber zwei Stufen erhalten. Reinheit >80%
nach *H-NMR.

Ausbeute: 17 mg (17%), tUber zwei Stufen (farbloser Feststoff)

MS (ES+):
miz (%) = 593 (100, [M+H]"), 625 (76, [M+Na]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fur Cy7H2gF3N4O4S, : 593.150409
gefunden ; 593.150005

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz):

On (ppm) = 9.54 brs, 2H, NH,"
8.25 brs, 1H, CONH.
8.09 d, 2H, 3J=8.5 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
7.99 d, 2H, 3J=8.5 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
7.94 brs, 1H, CONH,
7.82 d, 2H, J=8.2 Hz CH,-C-CH-CH-C-C-NH;
7.69 brs, 1H, CONH;
7.68 d, 2H, 3J=8.5 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF5
7.55 d, 2H, 3J=8.2 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF;
7.34 brs, 1H, CONH,
7.27 d, 2H, 3J=8.2 Hz, CH,-C-CH-CH-C-C-NH,
4.86 ddd, 1H, 2J=7.8 Hz, CHpyrolidin)
4.64 s, 2H, CH»-Ar
3.74 d, 1H, 2J=12.8 Hz, CH»-Ar
3.64 d, 1H, 2J=13.1 Hz, CH.-Ar
3.52 ddd, 1H, J=6.4 Hz, CH pyrolidin)
3.46-3.39 2H, CHopymoiigin) (Uberlagert mit H,O)
3.15-3.03 m, 1H, CHapyrrolidin)

2.99-2.87 m, 1H, CHzpyrrolidin)
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tert-Butyl-(3S,4R)-3-amino-4-hydroxy-pyrrolidin-1-carboxylat (58)

HO  NH,

N

O)\O

Eine Lésung von TPP (11.63 g, 44.40 mmol) in 100 ml trockenem THF wurde auf -15
°C gekunhlt. 3.48 ml DEAD (22.20 mmol) wurde langsam hinzugegeben, wahrend die
Loésung permanent unter -10 °C gehalten wurde. Nach 30 min rihren bei -10 °C
wurde eine LOsung von tert-Butyl-(3R,4R)-3,4-dihydroxypyrrolidin-1-carboxylat [52]
(3.00 g, 14.70 mmol) in 50 ml THF langsam zugefiigt und nochmals 30 min bei -10°C
geruhrt. Anschlielend wurden 4.80 ml DPPA (22.20 mmol) langsam zugetropft und
die Mischung 5 h bei -10 °C und dann 24 h bei Raumtemperatur geruhrt. Im An-
schluss wurden 70 ml einer wassrigen Ammoniumhydroxid Lésung (25 %) zuge-
geben und bei 50 °C zwei Tage lang geruhrt. Das Losungsmittel wurde am Rota-
vapor entfernt und der Rickstand mittels MPLC (DCM/MeOH 99:10 - 85:15) aufge-
reinigt. Das Produkt wurde in 60 ml EtOAc geldst und filtriert. Das Losungsmittel des
Filtrats wurde am Rotavapor entfernt was zu 1.83 g (62%) von 58 in Form eines farb-

losen Feststoffs fiihrte.

Ausbeute: 1.83 g (62%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 120 °C (EtOAC)
EA: CgH18N203 (20225 g/mol)

Ber.: C:53.45 H:8.97 N:13.85
Gef: C:53.18 H:8.82 N:13.85

MS (ES+):

m/z (%) = 203 (100, [M+H]"), 225 (7, [M+Na]"), 405 (54, [2M+H]"), 427 (8,
[2M+Na]"), 607 (78, [3M+H]"), 639 (34, [3M+Na]"), 809 (11, [4M+H]")
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HRMS (EI+):
m/z berechnet fur CgH15N>03 . 202.131743
gefunden : 202.132908

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz):

O (ppm) = 4.96 brs, 1H, OH
3.76-3.70 sm, 1H, OH-CHpyrrolidin)
3.49-3.31 m, 2H, CHa(pyrrolidin)
3.14-3.08 sm, 1H, NH2-CHpyrrolidin)
3.04 dd, 1H, 2J=11.2 Hz, J=2.5 Hz, CHa(pyroidin)
2.94 dd, 1H, 2J=10.7 Hz, J=2.9 Hz, CHa(pyrrolidin)
1.61 brs, 1H, NH
1.39 S, 9H, O-C-(CH3)s3
1.37 brs, 1H, NH

3C-NMR (DMSO-d6, 21.7 °C, 100.53 MHz):

Sc (ppm) = 153.9 N-COO-C
78.0 O-C-(CHs)s
75.6, 74.8 OH-CH pyrrolidin)
57.4,56.5 NH2-CH pyrrolidin)
52.0,51.6 CHapyrrolidin
28.2 O-C-(CHa3)s

tert-Butyl-(3S,4R)-3-amino-4-[tert-butyl(dimethyl)silyl]Joxy-pyrrolidin-1-
carboxylat (59)
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Zu einer auf 0 °C gekuhlten Lésung von tert-Butyl-(3S,4R)-3-amino-4-hydroxy-
pyrrolidin-1-carboxylat (0.80 g, 3.96 mmol) in DCM (40 ml) wurden Imidazol (0.82 g,
12.06 mmol), eine katalytische Menge DMAP und TBDMSCI (0.90 g, 6.00 mmol)
nacheinander hinzugegeben und die Reaktion Uber Nacht bei Raumtemperatur ge-
rahrt. Nach Zusatz einer gesattigte Loésung von NaHCO3 (50 ml) wurde mit EtOAc (3
x 50 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesattigter Koch-
salzlésung (1 x 50 ml) gewaschen, Uber MgSO, getrocknet, filtriert und das Lésungs-
mittel am Rotavapor entfernt. Der Rickstand wurde mittels MPLC (DCM/MeOH 97:3

- 95:5) aufgereinigt, was zu 0.82 g (65%) von 59 in Form eines farblosen Ols fiihrte.

Ausbeute: 0.82 g (65%) (farbloses OI)

EA: C15H32N2038i (31651 g/mol)
Ber.: C:56.92 H:10.19 N:8.85
Gef: C:56.56 H:10.01 N:8.91

MS (ES+):
miz (%) = 317 (100, [M+H]), 633 (22, [2M+H]")

HRMS (El+):
m/z berechnet fiir C11H23N»05Si [M-t-Butyl]* : 259.147796

gefunden : 259.146951

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz, Rotamere):

On (ppm) = 3.94-3.88 sm, 1H, O-CHpyrrolidin)
3.55-3.47 sm, 1H, CHapyrrolidiny
3.41-3.33 sm, 1H, CHapyrrolidin)
3.15-3.09 sm, 1H, NH2-CHpyrrolidin)
3.09-3.02 sm, 1H, CHapyrrolidin)
3.01-2.94 sm, 1H, CHapyrrolidin
1.63 brs, 2H, NH,

1.41 S, 9H, O-C-(CH3)3
0.87 S, 9H, Si-C-(CH3)3

0.084, 0.077  psd, 6H, Si-(CH3)
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13C-NMR (DMS0-d6, 35.0 °C, 125.77 MHz, Rotamere):

Oc (ppm) = 153.8 N-COO-C
78.0 O-C-(CHz3)3
77.0,76.3 O-CHpyrrolidin)
57.7, 56.9 NH2-CH pyrrolidin)
52.1,51.8 CHapyrrolidin)
51.4 CHa(pyrrolidin)
28.1 O-C-(CH3)3
25.6 Si-(CHs)2
17.6 Si-C-(CH3)3
-4.8, -5.0 Si-C-(CH3)3

tert-Butyl-(3R,4S)-3-[tert-butyl(dimethyl)silylJoxy-4-[(4-
cyanophenyl)sulfonylamino]pyrrolidin-1-carboxylat (60)

Unter Verwendung der AAV5 wurden 1.20 g tert-Butyl-(3S,4R)-3-amino-4-[tert-
butyl(dimethyl)silylJoxy-pyrrolidin-1-carboxylat 59 (3.79 mmol) und 1.5 ml DIPEA
(8.82 mmol) in 60 ml DCM mit 0.92 g 4-Cyanobenzenesulfonylchlorid (4.56 mmol) 2
h geriihrt. Abweichend von der AAV5 wurde vor der MPLC eine Extraktion durch-
gefuhrt: Gesattigte Kochsalzlésung wurde zugegeben (50 ml), mit DCM extrahiert (3
x 50 ml), mit gesattigter Kochsalzlésung (1 x 50 ml) gewaschen, uber MgSO, ge-
trocknet, filtriert und das Losungsmittel am Rotavapor entfernt. Aufreinigung mittels
MPLC (Cyclohexan/EtOAc 8:2) ergab 1.58 g (87%) von 60 in Form eines farblosen

Feststoffs.
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Ausbeute: 1.58 g (87%)
Smp.: 74 °C
EA: C22H35N305SSi
Ber.. C:54.86 H:7.32 N:8.72

Gef: C:54.81 H:7.42 N:8.63

MS (ES+):
miz (%) = 499 (100, [M+NH,]"), 504 (18, [M+Na]")

(farbloser Feststoff)

(Cyclohexan/EtOAC)

(481.68 g/mol)

HRMS (ES+):
m/z berechnet fur C2oHasN305SSiNa : 504.196442
gefunden . 504.200879

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 500.16 MHz, Rotamere):

On (ppm) = 8.39 brs, 1H, S-NH-CH
8.11 d, 2H, 3J=8.5 Hz, SO,-C-CH-CH-C-CN
7.98 d, 2H, 3J=8.7 Hz, SO,-C-CH-CH-C-CN
4.07 brs, 1H, CHpyrrolidin)
3.45 dd, 1H, 2J=11.5 Hz, J=4.8 Hz, CHa(pyrroiidin)
3.37 brs, 1H, CHpyrrolidin)
3.28 m, 1H, CHaxpymoliiginy (Uberlagert mit H,O)
3.07-2.96 m, 2H, CHapyrrolidin)
1.37,1.36 psd, 9H, O-C-(CHs)3
0.782,0.775  psd, 9H, Si-C-(CHs)s
-0.01, -0.02,
-0.03 psm, 6H, Si-(CHs),

3C-NMR (DMSO-d6, 35.0 °C, 125.77 MHz, Rotamere):

8¢ (ppm) = 153.4 N-COO-C
145.0 S0,-C-CH-CH-C-CN
133.4 S0,-C-CH-CH-C-CN
127.2 S0,-C-CH-CH-C-CN
117.5 S0,-C-CH-CH-C-CN

115.0 S0O,-C-CH-CH-C-CN
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78.5 O-C-(CH3)s
74.5, 73.6 O-CHpyrrolidin)
58.9, 58.1 NH-CH pyrrolidin)
51.5,51.2 CHo(pyrrolidin)
48.9, 48.5 CHapyrrolidin)
28.0 O-C-(CHa)3
25.4 Si-(CHs)2

17.5 Si-C-(CHs3)3
-5.1 Si-C-(CHs)s3

tert-Butyl-(3R,4S)-3-[tert-butyl(dimethyl)silylJoxy-4-[(4-cyanophenyl)sulfonyl-
[[4-(trifluoromethyl)phenyllmethyllamino]pyrrolidin-1-carboxylat (61)

Unter Verwendung der AAV6 wurden 0.80 g tert-Butyl-(3R,4S)-3-[tert-butyl(dimethyl)-
silylJoxy-4-[(4-cyanophenyl)sulfonylamino]pyrrolidin-1-carboxylat 60 (1.66 mmol),
0.82 g Cs,CO3 (2.52 mmol) und 0.47 g 4-(Trifluoromethyl)benzylbromid (1.97 mmol)
in 20 ml MeCN und 10 ml Aceton 1 h erhitzt. Aufreinigung mittels MPLC
(Cyclohexan/EtOAc 88:12) ergab 0.82 g (77%) von 61 in Form eines farblosen

Feststoffs.

Ausbeute: 0.82 g (77%) (farbloser Feststoff)

Smp.: 138 °C (Cyclohexan/EtOAc)
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EA: C30H40F3N30sSSi (63980 g/mol)
Ber.: (C:56.32 H:6.30 N:6.57
Gef: C:56.34 H:6.38 N:6.50

MS (ES+):
miz (%) = 640 (10, [M+H]"), 657 (100, [M+NH.]"), 662 (21, [M+Na]")

HRMS (EI+):
m/z berechnet fiir C26H31F3N3OsSSi [M-t-Butyl]” 582.170581

gefunden : 582.170958

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz, Rotamere):

on (ppm) = 8.04 brs, 4H, SO,-C-CH-CH-C-CN
7.67 d, 2H, J=7.8 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
7.53 brs, 2H, CH,-C-CH-CH-C-CF3
4.68-4.46 m, 2H, CH,-Ar
4.30-4.14 m, 2H, CH pyrrolidin)
3.50-3.15 m, 2H, CHaxpymoliiginy (Uberlagert mit H,O)
2.93-2.70 m, 2H, CHa(pyrrolidin)
1.30, 1.28 psd, 9H, O-C-(CHs)s
0.71, 0.69 psd, 9H, Si-C-(CHs)s
-0.10, -0.17,
-0.20 psm, 6H, Si-(CHs)»

13C-NMR (DMSO0-d6, 30.0 °C, 125.77 MHz, Rotamere):

dc (ppm) = 153.0 N-COO-C
143.4 S0,-C-CH-CH-C-CN
142.6 CH,-C-CH-CH-C-CF5
133.5 S0,-C-CH-CH-C-CN
128.0 d, 2Jcr=31.8 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
128.0 CH,-C-CH-CH-C-CF5
127.8 S0,-C-CH-CH-C-CN
125.1 q, 3Jc=2.9 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF5
124.1 q, 3Jcr=273.1 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
117.4 S0,-C-CH-CH-C-CN

115.5 S0O,-C-CH-CH-C-CN
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78.8
71.2,70.2
63.3, 62.9
50.7,50.1
47.1
45.2, 44.7
27.9
25.4
17.3
-5.5

tert-Butyl-(3S,4R)-3-[(4-carbamoylphenyl)sulfonyl-[[4-

O-C-(CH3)3
O-CHpyrrolidin)
NH2-CHpyrrolidiny
CHa(pyrrolidin)
CHa-Ar
CHapyrrolidin)
O-C-(CH3)3
Si-(CHs)2
Si-C-(CHs)s
Si-C-(CHa)s

(trifluoromethyl)phenyllmethyllamino]-4-hydroxy-pyrrolidin-1-carboxylat (62)

Tert-Butyl-(3R,4S)-3-[tert-butyl(dimethyl)silylJoxy-4-[(4-cyanophenyl)sulfonyl-[[4-

(trifluoromethyl)phenyllmethyllamino]pyrrolidin-1-carboxylat 61 (1.70 g, 2.66 mmol)
wurde in THF (25 ml) gelést und auf O °C gekihlt. 3.15 ml TBAF 1M in THF (3.15

mmol) wurden hinzugetropft und die Reaktion bei Raumtemperatur Giber Nacht ge-

rahrt. Gesattigte Kochsalzlésung (50 ml) wurde hinzugegeben und mit EtOAc (3 x 50

ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesattigter Kochsalz-

l6sung (1 x 50 ml) gewaschen, uber MgSO, getrocknet, filtriert und das Losungs-

mittel am Rotavapor entfernt. Das so erhaltene Rohprodukt (1.52 g) wurde ohne
weitere Aufreinigung nach der AAV7 mit 0.20 g K,CO3 (1.43 mmol), 15 ml 30% aq.
H,O, und 30 ml DMSO 1h lang weiter umgesetzt. Fallung mit 450 ml H,O und
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weitere Aufarbeitung nach der AAV7 ergab 1.13 g (78%) von 62 in Form eines

farblosen Feststoffs Uber zwei Stufen.

Ausbeute: 1.13 g (78%)

Smp.: 214 °C

EA: CosHogF3N306S

(farbloser Feststoff)

(EtOAC)

(543.56 g/mol)

Ber.: C:53.03 H:5.19 N:7.73
Gef: C:53.33 H:5.49 N:7.74

MS (ES+):

miz (%) = 561 (100, [M+NH.]"), 566 (31, [M+Na]")

HRMS (EI+):

m/z berechnet fiir CaoH19F3N305S [M-t-BuO]” ; 470.099753

gefunden

470.098521

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz, Rotamere):

Oy (ppm) = 8.20
8.06
7.98
7.70
7.63
7.62
5.33
4.60
4.54
4.24
4.02
3.44-3.32
3.27-3.14
2.91-2.72
1.33,1.27

brs, 1H, CONH,

d, 2H, J=8.7 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
d, 2H, 3J=8.7 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
d, 2H, 3J=8.2 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3

d, 2H, 3J=8.2 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
brs, 1H, CONH.

d, 1H, 3J=5.3 Hz, CH-OH

d, 1H, 2J=15.3 Hz, CH,-Ar

d, 1H, 2J=16.5 Hz, CH.-Ar

psqn, 1H, 2J=7.6 Hz, CHpyrolidin)

psan, 1H, 2J=7.1 Hz, CHpyrolidin)

sm, 1H, CHapyrrolidiny

sm, 1H, CHapyrolidin)

m, 2H, CHaxpyrrolidin)

psd, 9H, O-C-(CHa)3

3C-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 100.53 MHz, Rotamere):
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8¢ (ppm) = 166.44, 166.37 CONH,
153.1,153.0 N-COO-C
143.56, 143.52 CH,-C-CH-CH-C-CF3
14154, 141.51 SO,-C-CH-CH-C-C-NH,

138.2 S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;

128.4 S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;

127.8,127.6 CH,-C-CH-CH-C-CF3

127.6 d, 2Jc,|::32.8HZ, CH,-C-CH-CH-C-CF3
127.1 S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;

125.0 g, 3JcF=2.9 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF;
124.3 q, 2JcF=271.7 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
78.6, 78.5 O-C-(CHj3)3

69.6, 68.9 CHpyrrolidin)

62.8, 62.2 CHpyrrolidin)

50.4, 50.1 CHapyrrolidin

46.90,46.85 CHy-Ar

45.7,44.9 CHapyrrolidin)

28.0, 27.9 O-C-(CH3)s

tert-Butyl-(3S,4R)-3-[(4-carbamoylphenyl)sulfonyl-[[4-(trifluoromethyl)-
phenyllmethyllamino]-4-methylsulfonyloxy-pyrrolidin-1-carboxylat (63)

(@)
\
o Oss
—ﬁ—O N
N
O)\O CF3

Zu einer auf 0 °C gekihlten Lésung von tert-Butyl-(3S,4R)-3-[(4-carbamoylphenyl)-
sulfonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyl]-methyl]amino]-4-hydroxy-pyrrolidin-1-carboxylat
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62 (0.40 g, 0.74 mmol), 0.22 ml TEA (1.55 mmol) und 9 mg DMAP (0.07 mmol) in
DCM (10 ml) wurden 0.11 ml Mesylchlorid (1.40 mmol) hinzugetropft und die Reak-

tion bei 0 °C 2 h gerthrt. AnschlieRend wurde eine gesattigte Losung von NaHCO3

(50 ml) hinzugegeben und mit DCM (3 x 50 ml) extrahiert. Die vereinigten organi-

schen Phasen wurden nacheinander mit gesattigter NaHCO3; Losung (3 x 50 ml),

gesattigter NH4Cl Losung (3 x 50 ml) sowie mit geséttigter Kochsalzlosung (1 x 50

ml) gewaschen, Uber MgSO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel am Rota-

vapor entfernt. Aufreinigung mittels MPLC (Cyclohexan/EtOAc 4:6 - 1:9) ergab 0.35 g

(77%) von 63 in Form eines farblosen Feststoffs.
Ausbeute: 0.35 g (77%)
Smp.: 147 °C
EA: CasH30F3N305S;
Ber.. C:i48.30 H:i4.86 N:6.76

Gef: C:4793 H:5.34 N:6.63

MS (ES+):
miz (%)= 644 (100, [M+Na]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fiir Co5H30F3N3OsS>Na
gefunden

(farbloser Feststoff)

(Cyclohexan/EtOAC)

(621.65 g/moal)

644.132413
644.132073

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz, Rotamere):

oy (ppm) = 8.20 brs, 1H, CONH.
8.07 d, 2H, 3J=8.5 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
8.00 d, 2H, J=8.5 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
7.71 d, 2H, 3J=8.2 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
7.63 brs, 1H, CONH.
7.59 d, 2H, 3J=8.0 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
5.05 psd, 1H, 2J=6.4 Hz, CHpyrolidin)
4.79-4.57 m, 3H, CH,-Ar, CHpyrrolidin)

3.73-3.56 m, 1H, CHzpyrolidin)
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3.28-3.14
2.99

2.97-2.81
1.34,1.29

m, 2H, CHz(pyrrolidin)
s, 3H, S-CHs

m, 1H, CHzpyrrolidin)
psd, 9H, O-C-(CHa)3

13C-NMR (DMSO0-d6, 35.0 °C, 125.77 MHz, Rotamere):

Oc (ppm) = 166.3
152.8
142.7
141.2
138.4
128.5
127.9
127.8
127.2
125.1
124.2
79.2
76.9, 76.3
60.5, 59.9
48.1,47.9
47.1
44.2,43.6
37.4
27.8

CONH,
N-COO-C

CH,-C-CH-CH-C-CF3
S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;
S0O,-C-CH-CH-C-C-NH>
S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;

q, 2Jc=31.2 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF;
CH,-C-CH-CH-C-CF3
S0O,-C-CH-CH-C-C-NH>

d, 3Jc,|::3.6 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
q, }Jc=272.3 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF;
O-C-(CHs3)3

CHpyrrolidin)

CH pyrrolidin)

CHa(pyrrolidin)

CH,-Ar

CHa(pyrrolidin)

S-CH3

O-C-(CHa)s
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4-[(3-Cyanophenyl)methyl-[(3S,4S)-4-[(3-
hydroxyphenyl)methylamino]pyrrolidin-3-yl]sulfamoyl]benzamid (64)

0]

Cl
o NH,
O:\\
H oS
N N
o§
H
CF3

Unter Verwendung der AAV1 mit 200 mg tert-Butyl-(3S,4S)-3-[(4-carbamoyl-2-chloro-
phenyl)sulfonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyl]methyllamino]-4-[(3-hydroxyphenyl)methyl-
amino]pyrrolidin-1-carboxylat 132 (0.29 mmol), 3 ml DCM und 1 ml 2M HCI in Et,O
wurden 54 mg (32%) von 64 in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. Ab-
weichend von der AAV1 musste die MPLC dreimal durchgefuhrt werden, um die

gewiinschte Reinheit zu erreichen.

Ausbeute: 54 mg (32%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 229 °C (DCM/MeOH/NH3zwmeon))
MS (ES+):

m/z (%) = 583 (100, [M+H]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet flr CpsH27CIF3N4O4S: 583.139365
gefunden X 583.140456

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz):

On (ppm) = 9.33 brs, 1H, OH-C-CH-CH-CH-C-CH
8.27 brs, 1H, CONH,
8.14 d, 1H, %J=1.6 Hz, SO,-C-CH-CH-C-CH-C-Cl
8.10 d, 1H, 3J=8.2 Hz, SO,-C-CH-CH-C-CH-C-Cl

7.95 dd, 1H, 3J=8.2 Hz, “J=1.6 Hz, SO,-C-CH-CH-C-CH-C-Cl
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7.75
7.64
7.60
7.08
6.71-6.66
6.66-6.63
6.60
4.87
4.78
4.31
3.36
3.28
3.20-3.11
3.03
2.87
2.76-2.66

brs, 1H, CONH,

d, 2H, 3J=8.5 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3

d, 2H, 3J=8.2 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3

t, 1H, 3J=7.8 Hz, OH-C-CH-CH-CH-C-CH
m, 1H, OH-C-CH-CH-CH-C-CH

m, 1H, OH-C-CH-CH-CH-C-CH

d, 1H, 3J=7.6 Hz, OH-C-CH-CH-CH-C-CH
d, 1H, 2J=17.4 Hz, S-N-CH>

d, 1H, 2J=17.4 Hz, S-N-CH,

ddd, 1H, 3J=8.2 Hz, CHpyrolidin)

d, 1H, 2J=13.3 Hz, NH-CH,-Ar

d, 1H, 2J=13.1 Hz, NH-CH,-Ar

m, 2H, CHpyrrolidiny, CH2(pyrrolidin)

dd, 1H, 2J=11.9 Hz, J=8.9 Hz, CHa(pyroidin)
dd, 1H, 2J=11.9 Hz, J=8.2 Hz, CHa(pyrroiidin)
m, 1H, CHzpyrroiidin)

3C-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 100.53 MHz):

Oc (ppm) = 165.0
157.3
142.9
141.5
139.6
138.8
131.9
130.8
130.7
129.0
127.9
127.9
126.8
125.1
122.8
118.4
114.8
113.8

CONH,
OH-C-CH-CH-CH-C-CH
CH,-C-CH-CH-C-CF5
S0,-C-CH-CH-C-CH-C-Cl
S0,-C-CH-CH-C-CH-C-Cl
OH-C-CH-CH-CH-C-CH
S0,-C-CH-CH-C-CH-C-Cl
OH-C-CH-CH-CH-C-CH
S0,-C-CH-CH-C-CH-C-Cl
S0,-C-CH-CH-C-CH-C-Cl
S0,-C-CH-CH-C-CH-C-Cl

d, 2Jcr=31.8 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
CH,-C-CH-CH-C-CF5

q, 3Jcr=3.9 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
q, }Jc=271.7 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
OH-C-CH-CH-CH-C-CH
OH-C-CH-CH-CH-C-CH
OH-C-CH-CH-CH-C-CH
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61.0 CHpyrrolidin)
57.9 CHpyrrolidin)
51.1 CH>

47.9 CH,

47.8 CH>

44 .4 CHa(pyrrolidin)

4-[(3-Cyanophenyl)methyl-[(3S,4S)-4-[(3-
hydroxyphenyl)methylamino]pyrrolidin-3-yl]sulfamoyl]benzamid (65)

)

o NH,
O\\\

Ho oY
N N
ek ReS
H

Unter Verwendung der AAV1 mit 430 mg tert-Butyl-(3S,4S)-3-[(4-carbamoylphenyl)-
sulfonyl-[(3-cyanophenyl)methyl]amino]-4-[(3-hydroxyphenyl)-methylamino]pyrrolidin-
1-carboxylat 133 (0.71 mmol), 3 ml DCM und 3 ml 2M HCI in Et,O wurden 42 mg
(12%) von 65 in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. Abweichend von der AAV1

musste die MPLC dreimal durchgefiihrt werden, um die gewinschte Reinheit zu

erreichen.
Ausbeute: 42 mg (12%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 138 °C (DCM/MeOH/NH3meon))
MS (ES+):

m/z (%) = 506 (100, [M+H]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fir C,5H25N504S : 506.186202
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gefunden

506.183771

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz):

Oy (ppm) = 9.32
8.23
8.09
8.00
7.86
7.81
7.76
7.65
7.54
7.10-7.04
6.66-6.61
6.57
4.66
4.55
4.48
3.32-3.20
3.15
3.11-3.01
2.71
2.62

brs, 1H, OH-C-CH-CH-CH-C-CH

brs, 1H, CONH,

d, 2H, J=8.5 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
d, 2H, 3J=8.5 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
s, 1H, NC-C-CH-CH-CH-C-CH

d, 1H, 3J=8.0 Hz, NC-C-CH-CH-CH-C-CH
d, 1H, J=7.8 Hz, NC-C-CH-CH-CH-C-CH
brs, 1H, CONH,

t, 1H, 3J=7.8 Hz, NC-C-CH-CH-CH-C-CH
sm, 1H, OH-C-CH-CH-CH-C-CH

m, 2H, OH-C-CH-CH-CH-C-CH

d, 1H, %J=7.8 Hz, OH-C-CH-CH-CH-C-CH
d, 1H, 2J=17.6 Hz, S-N-CH>

d, 1H, 2J=17.6 Hz, S-N-CH,

ddd, 1H, 3J=8.5 Hz, CHpyrrolidin)

2H, NH-CH,-Ar (Uberlagert mit H,0)

dd, 1H, 2J=10.8 Hz, J=6.9 Hz, CHa(pyroiidin)
m, 2H, CHpyrrolidiny, CH2(pyrrolidin)

dd, 1H, 2J=10.5 Hz, J=8.7 Hz, CHa(pyroidin)
dd, 1H, 2J=12.0 Hz, 3J=7.8 Hz, CHapyrrolidin)

13C-NMR (DMS0-d6, 30.0 °C, 100.53 MHz):

Oc (ppm) = 166.4
157.3
141.4
141.0
140.2
138.4
132.1
131.0
130.7
129.5
129.1

CONH;

OH-C-CH-CH-CH-C-CH
S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;
NC-C-CH-CH-CH-C-CH
OH-C-CH-CH-CH-C-CH
S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;
NC-C-CH-CH-CH-C-CH
NC-C-CH-CH-CH-C-CH
NC-C-CH-CH-CH-C-CH
NC-C-CH-CH-CH-C-CH
OH-C-CH-CH-CH-C-CH
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128.6 S0O,-C-CH-CH-C-C-NH>
127.2 S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;
118.7 NC-C-CH-CH-CH-C-CH
118.4 OH-C-CH-CH-CH-C-CH
114.8 OH-C-CH-CH-CH-C-CH
113.8 OH-C-CH-CH-CH-C-CH
111.2 NC-C-CH-CH-CH-C-CH
60.8 CHpyrrolidin)

57.9 CHpyrrolidin)

51.2 CHs

47.2 CHs

46.5 CH>

43.3 CHapyrrolidin)

4-[(3-Cyanophenyl)methyl-[(3S,4S)-4-[(3-
hydroxyphenyl)methylamino]pyrrolidin-3-yl]sulfamoyl]benzamid (66)

O

cl
o NH,
o=
Ho oY
N N
el ReS
H

Unter Verwendung der AAV1 mit 256 mg tert-Butyl-(3S,4S)-3-[(4-carbamoyl-2-chloro-
phenyl)sulfonyl-[(3-cyanophenyl)methyllamino]-4-[(3-hydroxyphenyl)methylamino]-

pyrrolidin-1-carboxylat 134 (0.40 mmol), 2 ml DCM und 2 ml 2M HCI in Et,O wurden
31 mg (14%) von 66 in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. Abweichend von
der AAV1 musste die MPLC dreimal durchgefiihrt werden, um die gewinschte Rein-

heit zu erreichen.

Ausbeute: 31 mg (14%) (farbloser Feststoff)
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Smp.: 151 °C (DCM/MeOH/NH3meon))

MS (ES+):
m/z (%) = 540 (100, [M+H])

HRMS (ES+):
m/z berechnet fir CoH>7CIN5O4S 540.147229
gefunden : 540.151832

'H-NMR (DMS0-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz):

On (ppm) = 9.33 brs, 1H, OH-C-CH-CH-CH-C-CH
8.28 brs, 1H, CONH.
8.15 d, 1H, %J=1.6 Hz, SO,-C-CH-CH-C-CH-C-Cl
8.09 d, 1H, 3J=8.2 Hz, SO,-C-CH-CH-C-CH-C-Cl
7.95 dd, 1H, 3J=8.2 Hz, *J=1.6 Hz, SO,-C-CH-CH-C-CH-C-CI
7.77 s, 1H, NC-C-CH-CH-CH-C-CH
7.76 d, 2H, 3J=8.0 Hz, NC-C-CH-CH-CH-C-CH, CONH,
7.73 dt, 1H, 3J=7.6 Hz, *J=1.3 Hz, NC-C-CH-CH-CH-C-CH
7.52 t, 1H, 3J=7.8 Hz, NC-C-CH-CH-CH-C-CH
7.09 dt, 1H, 3J=7.6 Hz, >J=0.9 Hz, OH-C-CH-CH-CH-C-CH
6.68-6.61 m, 3H, 3J=7.3 Hz, OH-C-CH-CH-CH-C-CH
4.84 d, 1H, 2J=17.4 Hz, S-N-CH,
4.76 d, 1H, 2J=17.4 Hz, S-N-CH,
4.37 ddd, 1H, 2J=8.5 Hz, CHpyrrolidin)
3.37-3.30 2H, NH-CH-Ar (Uberlagert mit H,0)
3.20 ddd, 2H, J=6.6 Hz, CHpyrolidiny, CH2(pyrrolidin)
3.10 dd, 1H, 2J=11.9 Hz, 3J=9.2 Hz, CHa(pyrroiidin)
2.93 dd, 1H, 2J=11.9 Hz, 3J=8.7 Hz, CHa(pyroidin)
2.77 pst, 1H, J=12.3 Hz, CHapyroiidin)
2.27 brs, 1H, NH

3C-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 100.53 MHz):

¢ (ppm) = 164.9 CONH;
157.3 OH-C-CH-CH-CH-C-CH
141.5 NC-C-CH-CH-CH-C-CH

139.6 S0O,-C-CH-CH-C-CH-C-CI
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138.7
132.1
131.9
131.2
130.80
130.76
130.6
129.6
129.1
126.8
118.5
118.4
114.9
113.9
111.3
60.3
57.3
51.1
47.4
47.1
43.5

S0O,-C-CH-CH-C-CH-C-CI, OH-C-CH-CH-CH-C-CH
S0O,-C-CH-CH-C-CH-C-CI

NC-C-CH-CH-CH-C-CH

NC-C-CH-CH-CH-C-CH

S0O,-C-CH-CH-C-CH-C-CI
S0O,-C-CH-CH-C-CH-C-CI

NC-C-CH-CH-CH-C-CH

NC-C-CH-CH-CH-C-CH

OH-C-CH-CH-CH-C-CH

S0O,-C-CH-CH-C-CH-C-CI

NC-C-CH-CH-CH-C-CH

OH-C-CH-CH-CH-C-CH

OH-C-CH-CH-CH-C-CH

OH-C-CH-CH-CH-C-CH

NC-C-CH-CH-CH-C-CH

CH pyrrolidin)

CHpyrrolidin)

CHy
CH;
CH;
c

Hapyrrolidin

(4aS,7aS)-1,4-Dibenzyl-5,6,7,7a-tetrahydro-4aH-pyrrolo[3,4-b]pyrazin-2,3-

dionhydrochlorid (73)

0] O

g
alele
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Unter Verwendung der AAV2 mit 55 mg (0.13 mmol) tert-Butyl-(4aS,7aS)-1,4-di-
benzyl-2,3-dioxo-4a,5,7,7a-tetrahydropyrrolo[3,4-b]pyrazin-6-carboxylat 145 in 1 ml
DCM und 1 ml 2 M HCI in Et,O wurden 43 mg (91 %) von 73 in Form eines farblosen

Feststoffs erhalten.

Ausbeute: 43 mg (91%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 237 °C (DCM/Et,0)
EA: C20H21N3OZ*HC|*H20 (38988 g/mol)

Ber.: C:61.61 H:6.20 N:10.78
Gef: C:61.68 H:6.23 N:10.55

MS (ES+):
miz (%)= 336 (100, [M+H]"), 358 (48, [M+Na]")

HRMS (El+):
m/z berechnet fir CooH>1N3O» : 335.163377

gefunden : 335.164173

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 500.16 MHz):

Su (ppm) = 9.77 s, 2H, NHz" pyrrolidin)
7.39-7.27 m, 10H, Ar-H
4.71 d, 2H, 2J=15.8 Hz, Ar-CH,
4.54 d, 2H, 2J=15.8 Hz, Ar-CH,
4.24-4.12 sm, 2H, CHpyrrolidin)
3.50 dd, 2H, 2J=10.5 Hz, J=6.5 Hz, CHa(pyrroiidin)
3.12-3.00 sm, 2H, CHapyrrolidin)

3C-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 125.77 MH2):

8¢ (ppm) = 157.7 0=C-C=0
136.6 CH,-C-CH-CH-CH
128.6 CH,-C-CH-CH-CH
127.44 CH,-C-CH-CH-CH

127.38 CH,-C-CH-CH-CH
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56.2 CHpyrrolidin)
48.0 QHZ(PyrroIidin)
43.8 Ar-CH;

(4aS,7aS)-1,4-Bis[(3-fluorophenyl)methyl]-5,6,7,7a-tetrahydro-4aH-pyrrolo[3,4-
b]pyrazin-2,3-dion (75)

0

O

S

Unter Verwendung der AAV1 mit 75 mg (0.16 mmol) tert-Butyl-(4aS,7aS)-1,4-bis[(3-

fluorophenyl)methyl]-2,3-dioxo-4a,5,7,7a-tetrahydropyrrolo[3,4-b]pyrazin-6-carboxylat
146 in 2 ml EtOAc und 4 ml 2M HCI in Et,O wurden 40 mg (68 %) von 75 in Form

eines farblosen Feststoffs erhalten.

Ausbeute: 40 mg (68%)
Smp.: 239 °C
EA: C20H19N302F>
Ber.: C.64.68 H:5.16

Gef: C:64.85 H:5.40

MS (ES+):

(farbloser Feststoff)
(DCM/MeOH/NHs5)
(371.38 g/mol)

N:11.31
N:11.13

miz (%)= 372 (30, [M+H]"), 394 (20, [M+Na]*), 765 (100, [2M+Na]"), 1114 (79,

[3M+H]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fir CooHoN3O5F>
gefunden

372.152359
372.154556

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz):
oy (ppm) = 7.38 dt, 2H, 3J=8.1 Hz, *J;#=6.2 Hz, F-C-CH-CH-CH-C
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7.20-7.06 m, 6H, Ar-H

4.63 d, 2H, 2J=15.6 Hz, Ar-CH»
4.50 d, 2H, 2J=15.8 Hz, Ar-CH,
4.02-3.92 sm, 2H, CHpyrrolidin)
3.07-2.96 sm, 2H, CHapyrrolidiny

2.86 brs, 1H, NHpyrrolidin)
2.75-2.64 sm, 2H, CHapyrrolidiny

13C-NMR (DMSO0-d6, 30.0 °C, 100.53 MHz):

dc (ppm) = 162.3 d, 2Jcr=241.79 Hz, F-C-CH-CH-CH-C-CH
158.4 0=C-C=0
140.3 d, 3Jcr=7.71 Hz, F-C-CH-CH-CH-C-CH
130.5 d, 3Jc=8.67 Hz, F-C-CH-CH-CH-C-CH
123.3 d, “Jc£=2.9 Hz, F-C-CH-CH-CH-C-CH
114.13 d, 2Jc=21.2 Hz, F-C-CH-CH-CH-C-CH
114.07 d, 2Jcr=21.2 Hz, F-C-CH-CH-CH-C-CH
59.0 gH(PyrroIidin)
47.5 QHZ(PyrroIidin)
45.7 Ar-CH,

(4aS,7aS)-1,4-Bis[(3-chlorophenyl)methyl]-5,6,7,7a-tetrahydro-4aH-pyrrolo[3,4-
b]pyrazin-2,3-dion (76)

) O

o

Unter Verwendung der AAV1 mit 628 mg (1.25 mmol) tert-Butyl-(4aS,7aS)-1,4-bis[(3-
chlorophenyl)methyl]-2,3-dioxo-4a,5,7,7a-tetrahydropyrrolo[3,4-b]pyrazin-6-
carboxylat 147 in 5 ml DCM und 5 ml 2M HCI in Et,O wurden 139 mg (28 %) von 76

in Form eines farblosen Feststoffs erhalten.
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Ausbeute: 139 mg (28 %) (farbloser Feststoff)
Smp.: 241 °C (DCM/MeOH/NH3)
EA: C20H19N302C|2 (40429 g/mol)

Ber.: C:59.42 H:4.74 N:10.39
Gef: C:5953 H:490 N:10.49

MS (ES+):
m/z (%) = 404 (100, [M*C+H]"), 406 (57, [M**“¥7C+H]), 809 (25, [2M*C37ClH]M)

HRMS (EI+):
m/z berechnet fur CyoH19N3O,Cl, 403.085433

gefunden : 403.083713

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 500.16 MHz):

&u (ppm) = 7.39 t, 2H, *J=1.7 Hz, CI-C-CH-CH-CH-C-CH
7.39-7.35 m, 2H, J=7.5 Hz, CI-C-CH-CH-CH-C-CH
7.33 dt, 2H, 3J=8.3 Hz, *J=1.7 Hz, CI-C-CH-CH-CH-C-CH
7.28 dt, 2H, 3J=7.5 Hz, *J=1.4 Hz, CI-C-CH-CH-CH-C-CH
4.62 d, 2H, 2J=15.5 Hz, Ar-CH,
4.49 d, 2H, 2J=15.8 Hz, Ar-CH
4.01-3.92 sm, 2H, CHpyrrolidin)
3.07-3.00 sm, 2H, CHapyrrolidin)
2.74-2.66 sm, 2H, CHapyrrolidiny

13C-NMR (DMS0-d6, 30.0 °C, 125.77 MHz):

Oc (ppm) = 1584 O=C-C=0
139.9 CI-C-CH-CH-CH-C-CH
133.1 CI-C-CH-CH-CH-C-CH
130.3 CI-C-CH-CH-CH-C-CH
127.2 CI-C-CH-CH-CH-C-CH
127.1 CI-C-CH-CH-CH-C-CH
126.0 CI-C-CH-CH-CH-C-CH
58.9 CHpyrrolidin)

47.4 QHZ(PyrroIidin)
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45.7 Ar-CH,

(4aS,7aS)-1,4-Bis[(3-bromophenyl)methyl]-5,6,7,7a-tetrahydro-4aH-pyrrolo[3,4-
b]pyrazin-2,3-dion (77)

O O

SaRefe™

Unter Verwendung der AAV1 mit 241 mg (0.41 mmol) tert-Butyl-(4aS,7aS)-1,4-bis[(3-
bromophenyl)methyl]-2,3-dioxo-4a,5,7,7a-tetrahydropyrrolo[3,4-b]pyrazin-6-
carboxylat 148 in 2 ml DCM und 2 ml 2M HCI in Et,O wurden 50 mg (25 %) von 77 in

Form eines farblosen Feststoffs erhalten.

Ausbeute: 50 mg (25%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 232 °C (DCM/MeOH/NH3)
EA: ConlgNgozBrz (49319 g/mol)

Ber.: C:48.71 H:3.88 N:8.52
Gef: C:48.78 H:4.02 N:8.66

MS (ES+):

miz (%) = 494 (7, [M"®"8B"+H]"), 516 (9, [M"%B 8B+ Na]"), 1009 (100,

HRMS (ES+):
m/z berechnet fir CooH,oNsO-Bri81Br; 493.990178
gefunden :493.991783

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz):
ou (ppm) = 7.53 brs, 2H, Br-C-CH-CH-CH-C-CH



7 EXPERIMENTAL TEIL

224

7.49-7.45
7.34-7.27
4.61
4.48
4.02-3.90
3.02
2.81
2.73-2.64

m, 2H, Br-C-CH-CH-CH-C-CH
m, 4H, Br-C-CH-CH-CH-C-CH

d, 2H, 2J=15.8 Hz, Ar-CH,

d, 2H, 2J=15.8 Hz, Ar-CH

sm, 2H, CHpyrrolidin)

dd, 2H, 2J=8.9 Hz, J=6.4 Hz, CHapyrolidin)
brs, 1H, NHpyrolidin)

sm, 2H, CHapyrrolidin)

13C-NMR (DMSO0-d6, 30.0 °C, 100.53 MHz):

Oc (ppm) = 158.4
140.1
130.6
130.1
129.9
126.4
121.8
58.9
47.4
45.7

0=C-C=0
Br-C-CH-CH-CH-C-CH
Br-C-CH-CH-CH-C-CH
Br-C-CH-CH-CH-C-CH
Br-C-CH-CH-CH-C-CH
Br-C-CH-CH-CH-C-CH
Br-C-CH-CH-CH-C-CH
CH pyrrolidin)

CHapyrrolidin)

Ar-CH,

(4aS,7aS)-1,4-Bis[(3-hydroxyphenyl)methyl]-5,6,7,7a-tetrahydro-4aH-pyrrolo

[3,4-b]pyrazin-2,3-dion (78)

@) )

o) L o

Unter Verwendung der AAV1 mit 220 mg (0.32 mmol) tert-Butyl-(4aS,7aS)-1,4-bis|[3-
[tert-butyl(dimethyl)silylloxyphenyl]methyl]-2,3-dioxo-4a,5,7,7a-tetrahydropyrrolo[3,4-
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b]pyrazin-6-carboxylat 149 in 2 ml DCM und 2 ml 2M HCI in Et,O wurden 42 mg (36

%) von 78 in Form eines farblosen Feststoffs erhalten.

Ausbeute: 42 mg (36%)
Smp.: 254 °C
EA: C20H21N3O4

Ber.: C:65.38 H:576 N:11.44
Gef: C:65.08 H:584 N:11.36

MS (ES+):

m/z (%) = 368 (100, [M+H]"), 390 (42, [M+Na]")

HRMS (EI+):

m/z berechnet fur CyoH21N304 : 367.153206

gefunden ; 367.151040

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 500.16 MHz):

On (ppm) = 9.39 S, 2H, Ar-OH

7.15-7.10 m, 2H, HO-C-CH-CH-CH
6.67 pst, 6H, 3J=8.02 Hz, Ar-H
4.71 d, 2H, 2J=15.2 Hz, Ar-CH
4.25 d, 2H, 2J=15.2 Hz, Ar-CH,
3.86-3.76 sm, 2H, CH pyrrolidin)
3.06-2.98 sm, 2H, CHapyrrolidiny

2.89 brs, 1H, NHpyrrolidin)
2.81-2.73 sm, 2H, CHapyrrolidiny

13C-NMR (DMS0-d6, 30.0 °C, 125.77 MHz):

¢ (ppm) = 158.1 HO-C-CH-CH-CH-C-CH
157.5 0=C-C=0
138.2 HO-C-CH-CH-CH-C-CH
129.5 HO-C-CH-CH-CH-C-CH
117.9 HO-C-CH-CH-CH-C-CH

114.3 HO-C-CH-CH-CH-C-CH

(farbloser Feststoff)

(DCM/MeOH/NH,)

(367.40g/mol)
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114.0 HO-C-CH-CH-CH-C-CH
58.6 CHpyrrolidin)

47.6 Ar-CH;

45.6 CHa(pyrrolidin)

(4aS,7aS)-4-Benzhydryl-1-benzyl-5,6,7,7a-tetrahydro-4aH-pyrrolo[3,4-b]pyrazin-
2,3-dion (87)

‘:HZ
ak=fe

Unter Verwendung der AAV1 mit 130 mg (0.25 mmol) tert-Butyl-(4aS,7aS)-4-benz-
hydryl-1-benzyl-2,3-dioxo-4a,5,7,7a-tetrahydropyrrolo[3,4-b]pyrazine-6-carboxylat
154 in 1 ml DCM und 1 ml 2M HCI in Et,O wurden 29 mg (28 %) von 87 in Form

eines farblosen Feststoffs erhalten.

Ausbeute: 29 mg (28 %) (farbloser Feststoff)
Smp.: 188 °C (DCM/MeOH/NH53)
EA: CosH25N30, * 0.25 H,0O (41600 g/mol)

Ber.: C:75.07 H:6.18 N:10.10
Gef: C:75.07 H:6.26 N:10.29

MS (ES+):
m/z (%) = 167 (100), 412 (5, [M+H]"), 434 (2, [M+Na]")

HRMS (EI+):
m/z berechnet fir CogHo5Nz0- : 411.194677
gefunden : 411.194142
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'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 500.16 MHz):

Oy (ppm) = 7.41-7.20
6.36
4.67
4.45
4.08
3.95
2.99
2.77
2.67
2.59
2.36

m, 15H, Ar-H

s, 1H, Ar-CH-N

d, 1H, 2J=15.5 Hz, Ar-CH

d, 1H, 2J=15.5 Hz, Ar-CH,

ddd, 1H, 3J=10.6 Hz, J=6.9 Hz, CHpyrrolidin)
ddd, 1H, 3J=10.6 Hz, *J=7.2 Hz, CHpyrrolidin)
dd, 1H, 2J=9.5 Hz, J=6.9 Hz, CHapyrolidin)
brs, 1H, NHpyrolidin)

pst, 1H, J=10.0 Hz, CHapyrrolidin)

pst, 1H, J=10.0 Hz, CHa(pyrroiidin)

dd, 1H, 2J=9.7 Hz, %J=7.5 Hz, CHapyrolidin)

3C-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 125.77 MHz, Rotamere):

Oc (ppm) = 158.4
158.2
138.9
138.3,137.2
129.0
128.5
128.3
128.14
128.06
127.6
127.3
127.2
63.4
59.9
59.2
47.8
46.5
45.3

0=C-C=0
O=C-C=0
N-CH2-Car
N-CH-Car
CHar

CHar

CHar

CHar

CHar

CHar

CHar

CHar
N-CH-Car
CH pyrrolidin)
CH pyrrolidin)

0 10 10 |
I T T
NS NN
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(4aS,7aS)-4-Benzhydryl-1-[(3-hydroxyphenyl)methyl]-5,6,7,7a-tetrahydro-4aH-
pyrrolo[3,4-b]pyrazin-2,3-dion (88)

ZHL’
aZsfe™

Unter Verwendung der AAV1 mit 20 mg (0.03 mmol) tert-Butyl-(4aS,7aS)-4-benz-
hydryl-1-[[3-[tert-butyl(dimethyl)silyljloxyphenyllmethyl]-2,3-dioxo-4a,5,7,7a-tetra-
hydropyrrolo[3,4-b]pyrazin-6-carboxylat 155 in 1 ml DCM und 1 ml 2M HCI in Et,O

wurden 8 mg (63 %) von 88 in Form eines farblosen Feststoffs erhalten.

Ausbeute: 8 mg (63 %) (farbloser Feststoff)
Smp.: 192 °C (DCM/MeOH/NHz3)
MS (ES+):

miz (%)= 167 (100), 428 (37, [M+H]"), 450 (15, [M+Na]")
HRMS (EI+):
m/z berechnet fur CosHosN303 . 427.189592

gefunden : 427.187240

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 500.16 MHz):

On (ppm) = 9.40 s, 1H, Ar-OH
7.41-7.20 m, 10H, Ar-H
7.13 t, 1H, 3J=7.73 Hz, O-C-CH-CH-CH-C
6.73-6.64 m, 3H, Ar-H
6.36 s, 1H, Ar-CH-N
4.65 d, 1H, 2J=15.18 Hz, Ar-CH,
4.32 d, 1H, 2J=15.46 Hz, Ar-CH,
4.05 ddd, 1H, 3J=10.60 Hz, J=6.87 Hz, CHpyroidin)

3.94 ddd, 1H, 3J=10.60 Hz, J=7.45 Hz, CHpyrolidin)



7 EXPERIMENTAL TEIL

229

3.01
2.73
2.62
2.41

dd, 1H, 2J=9.45 Hz, ®J=6.87 Hz, CHapyrolidin)
pst, 1H, J=10.2 Hz, CHapyrrolidin)
pst, 1H, J=10.2 Hz, CHapyrroiidin)
dd, 1H, 2J=9.74 Hz, J=7.16 Hz, CHapyroidin)

13C-NMR (DMSO0-d6, 30.0 °C, 125.77 MHz, Rotamere):

Oc (ppm) = 158.2
158.1
157.5
138.8
138.4, 138.3
129.5
129.0
128.3
128.2
128.0
127.6
127.2
117.9
114.3,114.0
63.5
59.8
59.0
47.6
46.4
45.2

0=C-C=0
O=C-C=0

O-Car

N-CH,-C

N-CH-C

CHar

CHar

CHar

CHar

CHar

CHar

CHar
O-C-CH-CH-CH-C-CH
O-C-CH-CH-CH-C-CH
N-CH-Car

CH pyrrolidin)

CH pyrrolidin)

010 10 |
I I T
NS NN
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(4aS,7aS)-1-[(2-Allyl-3-hydroxy-phenyl)methyl]-4-benzhydryl-5,6,7,7a-
tetrahydro-4aH-pyrrolo[3,4-b]pyrazin-2,3-dionhydrochlorid (89)

L34 ¢
s 58

Unter Verwendung der AAV1 mit 49 mg (0.07 mmol) tert-Butyl-(4aS,7aS)-1-[[2-allyl-
3-[tert-butyl(dimethyl)silylloxy-phenyl]methyl]-4-benzhydryl-2,3-dioxo-4a,5,7,7a-tetra-
hydropyrrolo[3,4-b]pyrazin-6-carboxylat 156 in 1 ml DCM und 1 ml 2M HCI in Et,O
wurden 20 mg (61 %) der freien Base von 89 erhalten. Im Anschluss wurde die freie
Base mit 1 ml DCM und 1 ml 2M HCI in Et;O in ihr Hydrochlorid Uberfihrt und das
Losungsmittel am Rotavapor entfernt. So konnten 21 mg (60 %) von 89 in Form

eines farbloser Feststoff erhalten werden.

Ausbeute: 21 mg (60 %) (farbloser Feststoff)
Smp.: 211 °C (DCM/EL,0)
EA: CooH29N303 *HCI *H,0 (52204 g/mol)

Ber.: C:66.72 H:6.18 N:8.05
Gef: C:66.36 H:6.26 N:7.76

MS (ES+):
miz (%) = 468 (100, [M+H]"), 485 (7, [M+NH4]"), 490 (10, [M+Na]")

HRMS (EI+):
m/z berechnet fir CogH29N3zO3 : 467.220892
gefunden : 467.218036

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz):
Oy (ppm) = 9.47 s, 1H, Ar-OH
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9.24
7.45-7.24
7.04
6.80
6.77
6.48
5.88-5.75
4.93-4.83
4.60
4.38
4.27
3.41-3.21
2.94
2.88
2.65

brs, 2H, NH2" pyrrolidin)

m, 10H, Ar-H

t, 1H, 3J=7.8 Hz, O-C-CH-CH-CH-C

d, 1H, 3J=8.0 Hz, Ar-H

d, 1H, %J=7.6 Hz, Ar-H

s, 1H, Ar-CH-N

sm, 1H, C-CH,-CH=CH,

sm, 2H, C-CH»-CH=CH;

s, 2H, Ar-CH»

ddd, 1H, 3J=11.2 Hz, 3J=6.9 Hz, CHpyrolidin)
ddd, 1H, 3J=11.0 Hz, 3J=7.6 Hz, CHpyrolidin)
m, 3H, C-CH,-CH-CH;, CHapyroligin) (Uberlagert mit H,O)
pst, 1H, J=11.2 Hz, CHapyrrolidin)

pst, 1H, J=11.2 Hz, CHapyrolidin)

dd, 1H, 2J=11.0 Hz, 3J=7.3 Hz, CHa(pyroidin)

13C-NMR (DMSO0-d6, 30.0 °C, 100.53 MHz, Rotamere):

Oc (ppm) = 157.73
157.68
1554
138.5
137.7
136.1
135.5
129.1
128.6
128.3
128.1
128.0
127.5
127.0
123.3
117.9
1145, 114.3
63.3
56.7

O=C-C=0

0=C-C=0

O-Car

N-CH,-C

N-CH-C
C-CH»-CH-CH>
C-CH»-CH-CH,

CHar

CHar

CHar

CHar

CHar

CHar

CHar
O-C-CH-CH-CH-C-C
O-C-CH-CH-CH-C-C
C-CH,-CH=CH>
N-CH-C

CHpyrrolidin)
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46.2 CHs
44.3 CHs

43.2 CHs

29.1 C-CH,-CH=CH,

(4aS,7aS)-1,4-Dibenzhydryl-5,6,7,7a-tetrahydro-4aH-pyrrolo[3,4-b]pyrazin-2,3-
dionhydrochlorid (90)

OHO
SRR

Unter Verwendung der AAV2 mit 80 mg (0.41 mmol) tert-Butyl-(4aS,7aS)-1,4-dibenz-
hydryl-2,3-dioxo-4a,5,7,7a-tetrahydropyrrolo[3,4-b]pyrazin-6-carboxylat 150 in 1 ml
DCM und 1 ml 2M HCI in Et,O wurden nach 3 d rihren 34 mg (52 %) von 90 in Form

eines farblosen Feststoffs erhalten.

Ausbeute: 34 mg (52 %) (farbloser Feststoff)
Smp.: 211 °C (DCM/EL,0)
EA: ngHnggOz *HCI *HzO (54207 g/mol)

Ber.: C:70.90 H:595 N:7.75
Gef: C:70.67 H:6.26 N:8.16

MS (ES+):
m/z (%) = 488 (100, [M+H]")

HRMS (El+):
m/z berechnet fur C3oH29N305 . 487.225977
gefunden X 487.226765
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'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz):

Sn (ppm) = 9.26 brs, 2H, NH2" pyrrolidin)
7.47-7.22 m, 20H, Ar-H
6.41 S, 2H, Ar-CH-N
4.53-4.42 sm, 2H, CHpyrrolidin)
2.94-2.71 m, 4H, CHa(pyrrolidin

13C-NMR (DMSO0-d6, 30.0 °C, 100.53 MHz, Rotamere):
Sc (ppm) = 157.7 0=C-C=0
138.6, 137.8  N-CH-C-CH-CH-CH
129.1,128.5 N-CH-C-CH-CH-CH
128.3,128.1  N-CH-C-CH-CH-CH
127.9,127.4  N-CH-C-CH-CH-CH

63.6 N-CH-C-CH-CH-CH
57.4 QH(Pyrrolidin)
43.7 QHZ(PyrroIidin)

tert-Butyl-(3S,4S)-3-amino-4-(benzhydrylamino)pyrrolidin-1-carboxylat (91)

O
N NH,
axs

1

)

0.60 g (2.98 mmol) tert-Butyl-(3S,4S)-3,4-diaminopyrrolidin-1-carboxylat 16 [52]
wurden in 20 ml Acetonitril geldst, mit 0.97 g Cs,CO3 (2.98 mmol) versetzt und auf O
°C gekuhlt. Anschlieend wurde [Bromo(phenyl)methyl]lbenzen (0.74 g, 2.98 mmol)
portionsweise hinzugegeben, die Reaktion innerhalb von 1 h auf Raumtemperatur
erwadrmt und Uber Nacht gerihrt. Gesattigte Kochsalzlosung (50 ml) wurde hinzu-

gefugt, mit EtOAc extrahiert (3 x 50 ml), mit geséttigter Kochsalzldsung gewaschen
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(1 x 50 ml), tber MgSO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel am Rotavapor
entfernt. Aufreinigung mittels MPLC (DCM/MeOH/NH3 100:0:0.1 - 95:5:0.1) ergab

0.61 g (56 %) von 91 in Form eines farblosen Feststoffs.

Ausbeute: 0.61 g (56 %)

(farbloser Feststoff)

Smp.: 111 °C (DCM/MeOH/NH3)
MS (ES+):
m/z (%) = 368 (100, [M+H]Y), 735 (14, [2M+H]")
HRMS (El+):
m/z berechnet fur CxoH29N30, : 367.225977
gefunden ; 367.226860
'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz):
On (ppm) = 7.45-7.39 m, 4H, C-CH-CH-CH
7.32-7.25 m, 4H, C-CH-CH-CH
7.21-7.15 m, 2H, C-CH-CH-CH
4.88 S, 1H, Ar-CH-NH
3.48-3.39 m, 1H, CHaeyrrolidin)
3.37-3.29 m, 1H, CHaxpymoiiginy (Uberlagert mit H,0)
3.14 dd, 1H, 2J=12.7 Hz, 3J=6.3 Hz, CHa(pyrroidin)
2.93 pstd, 1H, J=11.0 Hz, J=6.6 Hz, CHapymoiidin)
2.80 ddd, 1H, 3J=10.1 Hz, 3J=6.6 Hz, CHpyrolidin)
2.75 brs, 1H, Ar-CH-NH
2.70-2.59 m, 1H, CHpyroiidin)
1.74 brs, 2H, NH-

1.36 S, 9H, O-C-(Cﬂg)g
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tert-Butyl-(3S,4S)-3,4-bis(benzhydrylamino)pyrrolidin-1-carboxylat (93)

a%"%e

oo

0.30 g (1.49 mmol) tert-Butyl-(3S,4S)-3,4-diaminopyrrolidin-1-carboxylat 16 [52]
wurden in 8 ml Acetonitril geldst, mit 0.97 g Cs,CO3 (2.98 mmol) versetzt und auf 0
°C gekunhlt. AnschlieRend wurde [Bromo(phenyl)methyllbenzen (0.74 g, 2.98 mmol)
portionsweise hinzugegeben, die Reaktion innerhalb von 1 h auf Raumtemperatur
erwarmt und 5 d gerthrt. Geséttigte Kochsalzlésung (50 ml) wurde hinzugefugt, mit
EtOAc extrahiert (3 x 50 ml), mit gesattigter Kochsalzlésung gewaschen (1 x 50 ml),
Uber MgSO,4 getrocknet, filtriert und das Losungsmittel am Rotavapor entfernt. Auf-
reinigung mittels MPLC (Cyclohexan/EtOAc 100:0 - 90:10) ergab 0.45 g (57 %) von

93 in Form eines farblosen Feststoffs.

Ausbeute: 0.45 g (57 %) (farbloser Feststoff)
Smp.: 69 °C (Cyclohexan/EtOACc)
EA: C3sH3gN305 (53370 g/mol)

Ber.: C:78.77 H:7.37 N:7.87
Gef: C:78.40 H:7.54 N:7.93

MS (ES+):
m/z (%) = 534 (100, [M+H])

HRMS (El+):
m/z berechnet fir C35H39N3;0- : 533.304228
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gefunden : 533.306153

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz):

Su (ppm) = 7.39 t, 8H, 3J=6.8 Hz, C-CH-CH-CH
7.29 dt, 8H, %J=7.3 Hz, “J=6.0 Hz, C-CH-CH-CH
7.19 pstq, 4H, J=7.3 Hz, J=1.5 Hz, C-CH-CH-CH
4.87 psd, 2H, 2J=8.7 Hz, Ar-CH-NH
3.40-3.28 m, 2H, CHapyrrolidin)
3.04-2.92 m, 4H, CHx(pyrroliding, CHpyrrolidin)
2.70 brs, 2H, Ar-CH-NH
1.34 S, 9H, O-C-(CHa)s

13C-NMR (DMS0-d6, 22.1 °C, 100.53 MHz, Rotamere):

Oc (ppm) = 153.6 N-COO-C
144.8, 144.6 NH-CH-C-CH-CH-CH
128.3 NH-CH-C-CH-CH-CH
126.7 NH-CH-C-CH-CH-CH
78.1 O-C-(CHa)s
64.7, 64.6 NH-CH-C-CH-CH-CH
60.1, 59.5 CHpyrrolidin)
50.2, 50.0 CHapyrrolidin
28.2 O-C-(CHz3)3

(4aS,7aS)-1,4-Dibenzhydryl-2,4a,5,6,7,7a-hexahydropyrrolo[3,4-b]pyrazin-3-on
(96)

395
SRR
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Unter Verwendung der AAV1 mit 180 mg von 97 in 2 ml DCM und 2 ml 2M HCI in
Et,O wurden 21 mg (6 % Uber zwei Stufen) von 96 in Form eines farblosen Feststoffs

erhalten.

Ausbeute: 21 mg (6 % Uber zwei Stufen)

Smp.: 120 °C

EA: C3,H31N301 *0.5 H,0O

(DCM/MeOH/NH;)

Ber.: C:79.64 H:6.68 N:8.71
Gef: C:79.89 H:6.64 N:8.87

MS (ES+):

miz (%) = 167 (75), 474 (100, [M+H]"), 496 (7, [M+Na]"), 947 (7, [2M+H]")

HRMS (EI+):

m/z berechnet fur C3oH31N304 : 473.246713

gefunden

473.245622

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 500.16 MHz, Rotamere):

Oy (ppm) = 7.47-7.17
6.31
4.64
3.62
3.26
2.96-2.89
291
2.72
2.56
2.47
2.38
2.17

m, 20H, Ar-H

s, 1H, Ar-CH-N-C-O

s, 1H, Ar-CH-N-CH,

ddd, 1H, 3J=9.9 Hz, J=7.2 Hz, CHpyrrolidin)
d, 1H, 2J=16.9 Hz, O-C-CH,

m, 1H, CHpyrolidin)

d, 1H, 2J=16.9 Hz, O-C-CH,

brs, 1H, NHpyrolidin)

dd, 1H, 2J=9.6 Hz, ®J=7.0 Hz, CHapyrolidin)
pst, 1H, J=10.2 Hz, CHapyrrolidin)

dd, 1H, 2J=10.0 Hz, 3J=6.3 Hz, CHa(pyrroiidin)
pst, 1H, J=10.2 Hz, CHapyrrolidin)

3C-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 125.77 MHz, Rotamere):

Oc (ppm) = 167.8

N-C-O

(farbloser Feststoff)

(482.62 g/mol)
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142.8 Car

140.4 Car

139.3 Car

138.6 Car

128.9 CHar

128.5 CHar

128.4 CHar

128.2 CHar

128.1 CHar

128.0 CHar

127.7 CHar

127.3 CHar

127.2 CHar

127.1 CHar

127.0 CHar

72.9 C-N-CH-Cp,
67.3 CH2-N-CH-Car
62.3 CHpyrrolidin)
61.9 CHpyrrolidin)
57.4 O-C-CH;
47.5 CHapyrrolidin

46.9 QHZ(PyrroIidin)
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tert-Butyl-(4aS,7aS)-1,4-dibenzhydryl-3-ox0-4a,5,7,7a-tetrahydro-2H-pyrrolo[3,4-
b]pyrazin-6-carboxylat (97)

;)%N
aysxe
oo
A

040 g (0.74 mmol) tert-Butyl-(3S,4S)-3,4-bis(benzhydrylamino)pyrrolidine-1-
carboxylat 93 wurde in 40 ml DCM geldst und mit 390 pl DIPEA (2.22 mmol) versetzt.
Die Reaktionsmischung wurde auf -10 °C gekihlt und bei dieser Temperatur 90 pl
Chloracetylchlorid (1.11 mmol) zugegeben. Es wurde innerhalb von 2 h auf 0 °C er-
warmt und anschlieend noch 1 h bei 0 °C gerthrt. AnschlieRend wurde das
Losungsmittel am Rotavapor entfernt. Aufreinigung mittels MPLC (Cyclohexan/EtOAc
100:0 - 0:100) fuhrte nicht zur gewlnschten Reinheit. Die so erhaltenen 180 mg in

Form eines braunem Feststoffs wurden ohne weitere Reinigung umgesetzt.

MS (ES+):
m/z (%) = 167 (100), 574 (3, [M+H]"), 596 (14, [M+Na]")

HRMS (El+):
m/z berechnet fiir C37H39N3;03 : 573.299143
gefunden : 573.297116
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Methyl-(4aS,7aS)-1,4-dibenzhydryl-2,3-dioxo-4a,5,7,7a-tetrahydropyrrolo[3,4-
b]pyrazin-6-carboxylat (98)

w
aXs%e
o)\o/

60 mg des (4aS,7aS)-1,4-Dibenzhydryl-5,6,7,7a-tetrahydro-4aH-pyrrolo[3,4-b]-
pyrazin-2,3-dionhydrochlorids 90 (0.11 mmol) wurden in 4 ml DCM geldst, mit 36 mg
Na,CO3 (0.34 mmol) versetzt und auf 0 °C gekuhlt. Nach 10 minitigen Rihren
wurden 18 pl Methylchloroformat (0.23 mmol) zugegeben. Die Reaktion wurde auf
Raumtemperatur erwarmt und tGber Nacht geruhrt. Anschlielend wurden 10 ml H,O
hinzugegeben, mit DCM extrahiert (3 x 10 ml), die vereinigten organischen Phasen
mit gesattigter Kochsalzlésung gewaschen (1 x 10 ml), Uber MgSO, getrocknet,
filtriert und das Losungsmittel am Rotavapor entfernt. So konnten 49 mg (82 %) von
98 in Form eines farblosen Feststoffs erhalten werden.

Ausbeute: 49 mg (82 %) (farbloser Feststoff)
Smp.: 281 °C (DCM)
MS (ES+):

miz (%) = 546 (3, [M+H]"), 563 (100, [M+NH4]"), 568 (61, [M+Na]")

HRMS (El+):
m/z berechnet C34H31N304 : 545.231457
gefunden X 545.231597

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz, Rotamere):
On (ppm) = 7.44-7.22 m, 20H, Ar-H

6.36 s, 1H, Ar-CH-N

6.26 s, 1H, Ar-CH-N
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4.55-4.35 sm, 2H, CH pyrrolidin)

3.44 s, 3H, CHs

3.16 dd, 1H, 2J=9.3 Hz, J=7.0 Hz, CHapyrolidin)
3.11-2.95 m, 3H, CHa(pyrrolidin)

13C-NMR (DMSO0-d6, 30.0 °C, 100.53 MHz, Rotamere):
Sc (ppm) = 157.9,157.8 O=C-C=0
154.0 N-COO-CH3
138.8,138.1  N-CH-C-CH-CH-CH
128.9,128.8  N-CH-C-CH-CH-CH
128.4,128.3  N-CH-C-CH-CH-CH
128.2,128.1  N-CH-C-CH-CH-CH
127.7,127.6  N-CH-C-CH-CH-CH

127.3 N-CH-C-CH-CH-CH
63.8, 63.6 N-CH-C-CH-CH-CH
58.1, 57.4 CHpyrrolidin)

52.2 CH;s

46.4, 46.0 CHa(pyrrolidin)

Ethyl-(4aS,7aS)-1,4-dibenzhydryl-2,3-dioxo-4a,5,7,7a-tetrahydropyrrolo[3,4-
b]pyrazin-6-carboxylat (99)

OMO
aysRy
o)\o/\

60 mg des (4aS,7aS)-1,4-Dibenzhydryl-5,6,7,7a-tetrahydro-4aH-pyrrolo[3,4-
b]pyrazin-2,3-dionhydrochlorids 90 (0.11 mmol) wurden in 4 ml DCM geldst, mit 36
mg Na,CO3 (0.34 mmol) versetzt und auf 0 °C gekuhlt. Nach 10 minatigen Ruhren
wurden 22 pl Ethylchloroformat (0.23 mmol) zugegeben. Die Reaktion wurde auf
Raumtemperatur erwarmt und tGber Nacht geruhrt. AnschlieBend wurden 10 ml H,O
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hinzugegeben, mit DCM extrahiert (3 x 10 ml), die vereinigten organischen Phasen
mit gesattigter Kochsalzlésung gewaschen (1 x 10 ml), Uber MgSO, getrocknet,
filtriert und das Losungsmittel am Rotavapor entfernt. So konnten 54 mg (87 %) von

99 in Form eines farblosen Feststoffs erhalten werden.

Ausbeute: 54 mg (87 %) (farbloser Feststoff)
Smp.: 289 °C (DCM)
MS (ES+):

m/z (%) = 577 (100, [M+NH,]"), 582 (73, [M+Na]")
HRMS (El+):
m/z berechnet C3sH33N304 : 559.247107

gefunden : 559.244473

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz, Rotamere):

On (ppm) = 7.46-7.21 m, 20H, Ar-H
6.35 s, 1H, Ar-CH-N
6.28 s, 1H, Ar-CH-N
4.52-4.38 sm, 2H, CHpyrrolidin)
3.95-3.79 sm, 2H, CH,-CH3
3.12-2.92 m, 4H, CHapyrrolidin)

1.03 t, 3H, 3J=7.0 Hz, CH,-CHjs
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tert-Butyl-(3S,4S)-3-[(4-bromophenyl)methyl-(4-cyanophenyl)sulfonyl-amino]-4-
[tert-butoxycarbonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyl]methylJamino]pyrrolidin-1-
carboxylat (108)

Unter Verwendung der AAV6 wurden 0.50 g tert-Butyl-(3S,4S)-3-[tert-butoxy-
carbonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyllmethyllamino]-4-[(4-cyanophenyl)sulfonylamino]-
pyrrolidin-1-carboxylat 36 (0.80 mmol), 0.39 g Cs,CO3 (1.20 mmol) und 240 mg 1-
Bromo-4-(bromomethyl)benzen (0.96 mmol) in 8 ml MeCN 2 h erhitzt. Aufreinigung
mittels MPLC (DCM/MeOH 97.5:2.5) ergab 0.48 g (76%) von 108 in Form eines farb-

losen Feststoffs.

Ausbeute: 0.48 g (76%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 98 °C (DCM/MeOH)
EA: CzeH4gBrFzN4OgS (79369 g/mol)

Ber.: C:54.48 H:5.08 N:7.06
Gef: C:54.86 H:5.31 N:6.98

MS (ES+):

m/z (%) = 408 (100, [M®®'-CigHpsFsBr+H]), 793 (38, [M'*®'+H]"), 815 (14,
[IM"®"+Na]"), 817 (51, [M®*®"+Na]*)

HRMS (ES+):
m/z berechnet fir C3sH40BrFsN,OgsSNa 815.170173
gefunden : 815.173699
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'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz, Rotamere):
On (ppm) = 8.20-7.97 m, 4H, SO,-C-CH-CH-C-CN

7.70 d, 2H, 3J=8.2 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
7.56-7.47 m, 2H, CH,-C-CH-CH-C-CF;

7.28 d, 2H, %J=6.4 Hz, CH,-C-CH-CH-C-Br
7.25 d, 2H, J=7.8 Hz, CH,-C-CH-CH-C-Br
4.85 brs, 1H, S-N-CH,-Ar

4.74-4.49 m, 3H, S-N-CH,-Ar, CH pyrrolidin)

4.39 d, 1H, 2J=16.9 Hz, C-N-CHy-Ar
4.05-3.76 m, 1H, CHpyrrolidin)

3.24 brs, 1H, CHapyrolidin)

3.10 brs, 1H, CHapyrrolidin)

2.93-2.73 m, 2H, CHa(pyrrolidin)

1.49-1.13 m, 9H, O-C-(CHs)s

1.28 S, 9H, O-C-(CHa)3

13C-NMR (DMSO0-d6, 30.0 °C, 100.53 MHz, Rotamere):

Oc (ppm) = 154.1 N-COO-C
153.0 N-COO-C
143.9 S0,-C-CH-CH-C-CN, CH,-C-CH-CH-C-CF;
137.1 CH,-C-CH-CH-C-Br
133.6 S0,-C-CH-CH-C-CN
131.2 CH,-C-CH-CH-C-Br
129.9-129.5  CH,-C-CH-CH-C-Br
127.6 CH,-C-CH-CH-C-CF;
127.1-126.4  SO,-C-CH-CH-C-CN, CH,-C-CH-CH-C-CF;
125.2 q, 3JcF=2.8 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
124.2 d, "JcF=272.6 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
120.5 CH,-C-CH-CH-C-Br
117.5 S0,-C-CH-CH-C-CN
115.4 S0,-C-CH-CH-C-CN
78.8 O-C-(CHz3)s3
57.2-54.9 CHpyrrolidin)
47.6-44.1 CH;
27.9 O-C-(CHs)3
27.7 O-C-(CHs)3
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tert-Butyl-(3S,4S)-3-[tert-butoxycarbonyl-[[4-
(trifluoromethyl)phenyllmethyllamino]-4-[(4-cyanophenyl)sulfonyl-[(4-
methoxycarbonylphenyl)methyllamino]pyrrolidin-1-carboxylat (109)

Unter Verwendung der AAV6 wurden 0.30 g tert-Butyl-(3S,4S)-3-[tert-butoxy-
carbonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyllmethyllamino]-4-[(2-chloro-4-cyano-phenyl)-

sulfonylamino]-pyrrolidin-1-carboxylat 36 (0.48 mmol), 0.24 g Cs,CO3 (0.72 mmol)
und 133 mg Methyl-4-(bromomethyl)benzoat (0.58 mmol) in 5 ml MeCN 2 h erhitzt.
Abweichend von der AAV6 wurde nach dem Extrahieren keine MPLC durchgefihrt

und das Rohprodukt direkt weiter umgesetzt.

MS (ES+):
miz (%) = 773 (1, [M+H]"), 790 (100, [M+NH4]"), 795 (2, [M+Na]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fur CigHa3F3N4OsSNa : 795.265141
gefunden . 795.267237
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tert-Butyl-(3S,4S)-3-[tert-butoxycarbonyl-[[4-
(trifluoromethyl)phenyllmethyllamino]-4-[(4-carbamoylphenyl)sulfonyl-[(4-
methoxycarbonylphenyl)methyllamino]pyrrolidin-1-carboxylat (110)

O
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Unter Verwendung der AAV7 wurden das Rohprodukt 109, 33 mg K,CO; (0.24
mmol) und 2.5 ml 30% ag. H,O, in 5 ml DMSO 1 h geruhrt. Abweichend von der
AAV7 wurde nicht mit H,O gefallt, sondern direkt extrahiert und im Anschluss mittels
MPLC (DCM/MeOH 98:2 - 90:10) aufgereinigt. So konnten 0.21 g (55%) von 110 in

Form eines farblosen Feststoffs Uiber zwei Stufen erhalten werden.

Ausbeute: 0.21 g (55%) Uber zwei Stufen (farbloser Feststoff)

MS (ES+):
miz (%) = 791 (7, [M+H]"), 808 (100, [M+NH4]"), 813 (24, [M+Na]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fur CagHasF3N4OgSNa . 813.275706
gefunden :813.280125
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tert-Butyl-(3S,4S)-3-[tert-butoxycarbonyl-[[4-
(trifluoromethyl)phenyllmethyllamino]-4-[(4-cyanophenyl)sulfonyl-[(3-
methoxyphenyl)methyl]lamino]pyrrolidin-1-carboxylat (111)

Unter Verwendung der AAV6 wurden 0.60 g tert-Butyl-(3S,4S)-3-[tert-butoxy-
carbonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyllmethyllamino]-4-[(2-chloro-4-cyano-phenyl)-

sulfonylamino]-pyrrolidin-1-carboxylat 36 (0.96 mmol), 0.47 g Cs,CO3 (1.44 mmol)
und 231 mg 1-(Bromomethyl)-3-methoxy-benzen (1.15 mmol) in 10 ml MeCN 2 h
erhitzt. Abweichend von der AAV6 wurde nach dem Extrahieren keine MPLC

durchgefiihrt und das Rohprodukt direkt weiter umgesetzt.

MS (ES+):
miz (%) = 170 (100), 745 (14, [M+H]"), 762 (61, [M+NH.]"), 767 (35, [M+Na]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fur C3;H43F3N4O;SNa . 767.270226
gefunden . 767.268872
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tert-Butyl-(3S,4S)-3-[tert-butoxycarbonyl-[[4-
(trifluoromethyl)phenyllmethyllamino]-4-[(4-carbamoylphenyl)sulfonyl-[(3-
methoxyphenyl)methyl]lamino]pyrrolidin-1-carboxylat (112)

O
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Unter Verwendung der AAV7 wurden das Rohprodukt aus 111, 66 mg K,CO3; (0.48
mmol) und 5 ml 30% aq. H,O, in 10 ml DMSO 1 h geruhrt. Aufarbeitung nach AAV7
und anschlielRende Aufreinigung mittels MPLC (DCM/MeOH 98:2 - 90:10) ergab 0.47
g (65%) von 112 in Form eines farblosen Feststoffs Gber zwei Stufen.

Ausbeute: 0.47 g (65%) Uber zwei Stufen (farbloser Feststoff)
Smp.: 107 °C (DCM/MeOH)
EA: Cg7H45F3N4OgS (76284 g/mol)

Ber.: C:58.26 H:5.95 N:7.34
Gef: C:58.21 H:5.93 N:7.45

MS (ES+):
miz (%) = 780 (100, [M+NH,4]"), 785 (3, [M+Na]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fur Cz7H4sF3N4OgSNa . 785.280791
gefunden . 785.280998

'H-NMR (DMS0O-d6, 30.0 °C, 500.16 MHz, Rotamere):
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O (ppm) = 8.21
8.10
7.94
7.67
7.62
7.32-7.15

7.00-6.81
4.83
4.64
4.55
4.29
3.71
3.56
3.19
2.94-2.74
1.50-1.12
1.26

brs, 1H, CONH,

brs, 2H, SO,-C-CH-CH-C-C-NH;

brs, 2H, SO,-C-CH-CH-C-C-NH;

d, 2H, 3J=8.3 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
brs, 1H, CONH,

m, 3H, CH,-C-CH-CH-C-CF3;, CH;3-O-C-CH-CH-CH-C-
CH

m, 3H, CH3-O-C-CH-CH-CH-C-CH
brs, 1H, S-N-CH,

brs, 1H, S-N-CH

brs, 2H, C-N-CH,-C-CH-CH-C-CF3
brs, 1H, C-N-CHpyrrolidin)

s, 3H, O-CH3

brs, 1H, S-N-CH pyrroiidin)

brs, 2H, CHa(pyrrolidin)

m, 2H, CHapyrrolidin)

brpsd, 9H, O-C-(CHs)3

s, 9H, O-C-(CH3)3

3C-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 125.77 MHz, Rotamere):

¢ (ppm) = 166.3, 166.2
159.3
154.1
153.0
144.7-143.7
142.2
139.6
138.0
129.5
128.5
127.4
126.8
125.1
124.2
119.9-119.4
113.2

CONH;
CH3-O-C-CH-CH-CH-C-CH

N-COO-C

N-COO-C

S0,-C-CH-CH-C-C-NH,

CH,-C-CH-CH-C-CFs3
CHs-O-C-CH-CH-CH-C-CH
S0,-C-CH-CH-C-C-NH,
O-C-CH-CH-CH-C-CH
S0,-C-CH-CH-C-C-NH,

q, 2Jc=30.0 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF5
S0,-C-CH-CH-C-C-NH,, CH,-C-CH-CH-C-CF3
CH,-C-CH-CH-C-CF3

q, YJcr=271.1 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
CH3-O-C-CH-CH-CH-C-CH
CH3-O-C-CH-CH-CH-C-CH



7 EXPERIMENTAL TEIL 250

112.8,112.7 CH3-O-C-CH-CH-CH-C-CH

78.7 CH3-O-C-(CH3)s
54.9 CHs

47.0 CH,

27.8 O-C-(CHa)3
27.7 O-C-(CHa)3

tert-Butyl-(3S,4S)-3-[tert-butoxycarbonyl-[[4-
(trifluoromethyl)phenyllmethyllamino]-4-[(4-carbamoylphenyl)sulfonyl-[(3-
cyanophenyl)methyl]amino]pyrrolidin-1-carboxylat (113)

O

e
) 008
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Unter Verwendung der AAV6 wurden 0.50 g tert-Butyl-(3S,4S)-3-[tert-butoxy-
carbonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyllmethyllamino]-4-[(4-carbamoylphenyl)sulfonyl-

amino]-pyrrolidin-1-carboxylat 49 (0.78 mmol), 0.38 g Cs,CO3 (1.18 mmol) und 0.18
g 3-(Bromomethyl)benzonitril (0.94 mmol) in 8 ml MeCN 24 h erhitzt. Aufreinigung
mittels MPLC (DCM/MeOH 97.5:2.5) ergab 0.36 g (60%) von 113 in Form eines

farblosen Feststoffs.

Ausbeute: 0.36 g (60%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 126 °C (DCM/MeOH)
EA: Cg7H42F3N507S (75782 g/mol)

Ber.: C:58.64 H:5.59 N:9.24
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Gef: C:58.15 H:5.80 N:9.09

MS (ES+):
miz (%) = 208 (100), 775 (78, [M+NHJ]"), 780 (22, [M+Na]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fir C37H4,F3Ns0,SNa : 780.265475
gefunden . 780.256644

'H-NMR (DMS0-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz, Rotamere):

Oy (ppm) = 8.22 brs, 1H, CONH,
8.10 brs, 2H, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
7.97 brs, 2H, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
7.79-7.52 m, 7H, Ca-H, CONH,
7.30 d, 1H, 3J=7.6 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF;
7.26 d, 1H, J=7.3 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
4.97-4.77 m, 1H, CHpyrrolidin)
4.75-4.46 m, 3H, CHx-Ar, CHpyrrolidin)
4.39 d, 1H, 2J=16.9 Hz, CH.-Ar
3.98, 3.85 psdd, 1H, 2J=16.9 Hz, CH,-Ar
3.26-2.91 m, 2H, CHa(pyrrolidin)
2.90-2.70 m, 2H, CHapyrrolidin)
1.46-1.10 m, 9H, O-C-(CHs)s
1.27 s, 9H, O-C-(CHa)3

3C-NMR (DMSO-d6, 22.2 °C, 100.53 MHz, Rotamere):
8¢ (ppm) = 166.3,166.1  CONH,

154.3 N-COO-C

153.1 N-COO-C

1445 S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;
141.6 CH,-C-CH-CH-C-CF3
140.1, 140.0 CH»-C-CH-C-CN

138.3 S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;
132.5-132.3 NC-C-CH-CH-CH-C-CH
131.1 NC-C-CH-CH-CH-C-CH

130.9-130.7 NC-C-CH-CH-CH-C-CH
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129.6 NC-C-CH-CH-CH-C-CH

128.6 CH,-C-CH-CH-C-CF3, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
127.0-126.5 CH,-C-CH-CH-C-CF3

127.2 S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;

125.2 CH,-C-CH-CH-C-CF3

124.3 d, 1Jc,|::271.7 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
118.7 NC-C-CH-CH-CH-C-CH

111.2 NC-C-CH-CH-CH-C-CH

80.0 O-C-(CH3)s

78.9, 78.85,

78.79 O-C-(CH3)s

57.3-54.0 CHpyrrolidin)

47.2-43.7 CH>»

27.9 O-C-(CHj3)3

27.7 O-C-(CH3)s

tert-Butyl-(3S,4S)-3-[tert-butoxycarbonyl-[[4-
(trifluoromethyl)phenyllmethyllamino]-4-[(4-cyanophenyl)sulfonyl-(3-
phenylpropyl)amino]pyrrolidin-1-carboxylat (114)

Q( CN
o\( o\S

d““@

Unter Verwendung der AAV6 wurden 0.60 g tert-Butyl-(3S,4S)-3-[tert-butoxy-
carbonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyljmethyllamino]-4-[(2-chloro-4-cyano-phenyl)-

sulfonylamino]-pyrrolidin-1-carboxylat 36 (0.96 mmol), 0.47 g Cs,CO3 (1.44 mmol)
und 229 mg 3-Bromopropylbenzen (1.15 mmol) in 10 ml MeCN 15 h erhitzt.



7 EXPERIMENTAL TEIL 253

Abweichend von der AAV6 wurde nach dem Extrahieren keine MPLC durchgefuhrt
und das Rohprodukt direkt weiter umgesetzt.

MS (ES+):
m/z (%) = 147 (100), 743 (40, [M+H]"), 760 (37, [M+NH,4]"), 765 (10, [M+Na]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fir C3gHasF3N,OsSNa : 765.290962
gefunden . 765.286157

tert-Butyl-(3S,4S)-3-[tert-butoxycarbonyl-[[4-
(trifluoromethyl)phenyllmethyllamino]-4-[(4-carbamoylphenyl)sulfonyl-(3-
phenylpropyl)amino]pyrrolidin-1-carboxylat (115)

Unter Verwendung der AAV7 wurden das Rohprodukt aus 114, 66 mg K,CO3; (0.48
mmol) und 5 ml 30% aq. H,O, in 20 ml DMSO 2 h geruhrt. Aufarbeitung nach AAV7

ergab 0.57 g (78%) von 115 in Form eines farblosen Feststoffs Uber zwei Stufen.

Ausbeute: 0.57 g (78%) Uber zwei Stufen (farbloser Feststoff)
Smp.: 97 °C (EtOAC)
EA: 038H47F3N407S (76086 g/mol)

Ber.: C:59.99 H:6.23 N:7.36
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Gef: C:59.61 H:6.32 N:7.41

MS (ES+):
miz (%) = 761 (9, [M+H]"), 778 (100, [M+NH4]"), 783 (4, [M+Na]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fir C3sH47F3N,O,SNa : 783.301527
gefunden . 783.300021

'H-NMR (DMS0-d6, 30.0 °C, 500.16 MHz, Rotamere):

On (ppm) = 8.20 brs, 1H, CONH,
8.08 d, 2H, J=6.3 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
7.89 d, 2H, %J=6.9 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
7.67 d, 2H, 3J=8.3 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
7.61 brs, 1H, CONH,
7.41-7.28 m, 2H, CH,-C-CH-CH-C-CF;
7.27 t, 2H, 3J=7.5 Hz, CH»-CH,-CH,-C-CH-CH-CH
7.21-7.12 m, 3H, CH,-CH,-CH,-C-CH-CH-CH
4.94-3.93 m, 4H, CH,-C-CH-CH-C-CF3, CHpyrrolidin)
3.36 brs, 1H, CH»-CH,-CH,-C-CH-CH-CH
3.25 brs, 1H, CH»-CH,-CH,-C-CH-CH-CH
3.17 pst, 2H, J=8.3 Hz, CHapyrrolidin)
2.99-2.83 m, 2H, CHa(pyrrolidin)
2.55 brs, 2H, CH»-CH,-CH,-C-CH-CH-CH
1.87 brs, 2H, CH»-CH,-CH,-C-CH-CH-CH
1.50-1.09 m, 18H, O-C-(CHs)s

3C-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 125.77 MHz, Rotamere):
Sc (ppm) = 166.4,166.2  CONH,

154.5 N-COO-C

153.1 N-COO-C

144.7 CH,-C-CH-CH-C-CF3

142.1 S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;
141.1 CH,-CH2-CH2-C-CH-CH-CH
138.0 S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;

128.5 S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;
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128.2 CHa-CH,-CH,-C-CH-CH-CH
128.1 CH,-CHy-CH,-C-CH-CH-CH

127.3 q, 2JcF=31.2 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
126.8 CH,-C-CH-CH-C-CF;

126.6 S0,-C-CH-CH-C-C-NH,

125.7 CH,-CH,-CH,-C-CH-CH-CH

125.1 CH,-C-CH-CH-C-CF3

124.3 a, 3JcF=271.1 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF;
80.0 O-C-(CH3)s

78.8 O-C-(CHs)s

56.2 CHpyrrolidin)

44.5 Ar-CH;

43.9 CHapyrrolidin)

43.5 CHy-CH,-CH,-C-CH-CH-CH

32.3 CHa-CH,-CH,-C-CH-CH-CH

32.0 CH,-CH,-CH,-C-CH-CH-CH

27.9 O-C-(CHa)s

27.7 O-C-(CHs)s

[4-(Trifluoromethyl)phenyllmethanthiol (116)

SH

F3C/©)

1-(Bromomethyl)-4-(trifluoromethyl)benzen (2.39 g, 10.00 mmol) und Thioharnstoff
(0.77 g, 10.00 mmol) wurden unter Argon in EtOH (5 ml) geldst und unter Ruckfluss 3
h lang erhitzt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel am Rotavapor entfernt und
eine Losung von 1.0 g NaOH in 10 ml H,O zugegeben. Die Suspension wurde 30
min unter Ruckfluss erhitzt. Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde mit 3 ml
H,SO, angesauert, mit Et,O extrahiert (3 x 50 ml), mit geséttigter Kochsalzlésung (1

x 50 ml) gewaschen, Uber MgSO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel am



7 EXPERIMENTAL TEIL 256

Rotavapor entfernt. So wurden 1.76 g (92%) von 116 in Form eines farblosen
Feststoffs erhalten. [106]

Ausbeute: 1.76 g (92%) (farbloser Feststoff)

MS (El+):
m/z (%) = 191 (100, [M-H]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fur CgHgF3S : 191.014232
gefunden ; 191.022865

4-(Sulfanylmethyl)benzamid (117)

SH

NH,

4-(Bromomethyl)benzonitril (2.45 g, 12.50 mmol) und Thioharnstoff (0.97 g, 12.50
mmol) wurden unter Argon in EtOH (10 ml) gel6st und unter Ruckfluss 3 h lang
erhitzt. AnschlieRend wurde das Losungsmittel am Rotavapor entfernt, der Rick-
stand in 10 ml H,O gel6dst und eine Losung von 1.0 g NaOH in 10 ml H,O zuge-
geben. Die Suspension wurde 24 h unter Ruckfluss erhitzt. Nach dem Abkuhlen auf
Raumtemperatur wurde mit HCI (36%) auf pH 4-6 angesauert, mit DCM extrahiert (3
x 50 ml), mit gesattigter Kochsalzlosung (1 x 50 ml) gewaschen, uber MgSO, ge-
trocknet, filtriert und das Losungsmittel am Rotavapor entfernt. So wurden 0.85 g

(41%) von 117 in Form eines farblosen Feststoffs erhalten.

Ausbeute: 0.85 g (41%) (farbloser Feststoff)

Smp.: 167 °C (DCM)
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EA: CsHgNOS (167.23 g/mol)
Ber.: C:57.46 H:5.42 N:8.38
Gef: C:57.51 H:5.50 N:8.21

MS (ES+):
miz (%) = 357 (71, [2M+Na]"), 524 (100, [3M+Na]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fir Co4H>7N303S3Na : 524111227
gefunden : 524.114209

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz):

Oy (ppm) = 7.91 brs, 1H, CONH.
7.82 d, 2H, J=8.5 Hz, SH-CH,-C-CH-CH-C-C-NH,
7.40 d, 2H, 3J=8.5 Hz, SH-CH,-C-CH-CH-C-C-NH,
7.29 brs, 1H, CONH.
3.77 d, 2H, 3J=4.4 Hz, SH-CH,-C-CH-CH-C-C-NH;
2.90 brs, 1H, SH-CH,-C-CH-CH-C-C-NH,

tert-Butyl-(3S,4S)-3-azido-4-[(4-carbamoylphenyl)sulfonylamino]pyrrolidin-1-
carboxylat (118)

o)
o /O)‘\NHZ
O:“
N3, NH
!
o’go

Unter Verwendung der AAV7 wurden 1.84 g tert-Butyl-(3S,4S)-3-azido-4-[(4-
cyanophenyl)-sulfonylamino]pyrrolidin-1-carboxylat 39 (4.68 mmol), 0.32 g K,CO3
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(2.34 mmol) und 10 ml 30% aqg. H,O in 40 ml DMSO 2 h geruhrt. Aufarbeitung nach
der AAV7 ergab 1.83 g (95%) von 118 in Form eines farblosen Feststoffs.

Ausbeute: 1.83 g (95%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 170 °C (EtOAC)
EA: C16H22NGO5S (41045 g/mol)

Ber.: C:46.82 H:5.40 N:20.48
Gef: C:47.06 H:5.45 N:20.19

MS (ES+):

m/z (%) = 311 (88, [M-Boc+H]"), 355 (100, [M-t-Butyl+H]"), 411 (14, [M+H]"), 428
(40, [M+NH4]"), 433 (16, [M+Na]")

HRMS (ES+):

m/z berechnet fur C1gH22NeOs5SNa 433.127010
gefunden : 433.126602

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 500.16 MHz):

On (ppm) = 8.43 brs, 1H, S-NH-CH
8.16 brs, 1H, CONH.
8.07 d, 2H, 3J=8.3 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
7.91 dt, 2H, 3J=8.6 Hz, “J=1.9 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
7.59 brs, 1H, CONH,
4.02 ddd, 1H, 3J=5.7 Hz, N3-CH pyroidin)
3.66 dd, 1H, 2J=12.5 Hz, ®J=5.7 Hz, CHapyrolidin)
3.61-3.53 m, 1H, CHapyrrolidin)
3.28 dd, 1H, 2J=11.2 Hz, %J=7.2 Hz, CHapymoidin) (Uiberlagert
mit H,O)
3.11-3.03 sm, 1H, NH-CH pyrrolidin)
2.94-2.88 sm, 1H, CHapyrrolidin)
1.36, 1.33 psd, 9H, O-C-(CHa)s

13C-NMR (DMS0-d6, 30.0 °C, 125.77 MHz, Rotamere):
Oc (ppm) = 166.6, 166.5 CONH,
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153.0 N-COO-C

143.0 S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;
137.9 S0O,-C-CH-CH-C-C-NH>
128.4 S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;
126.4 S0O,-C-CH-CH-C-C-NH>
79.0, 78.9 O-C-(CH3)3

63.2, 62.5 N3-CH pyrrolidin)

56.7, 55.9 NH-CH pyrrolidin)

48.9, 48.5 CHapyrrolidin)

47.9, 47.6 CHa(pyrrolidin)

28.0 O-C-(CH3)3

tert-Butyl-(3S,4S)-3-azido-4-[(2-chloro-4-cyano-
phenyl)sulfonylamino]pyrrolidin-1-carboxylat (119)

Unter Verwendung der AAV5 wurden 1.70 g tert-Butyl-(3S,4S)-3-amino-4-azido-
pyrrolidin-1-carboxylat 32 (7.49 mmol) und 1.90 ml DIPEA (11.24 mmol) in 30 ml
DCM mit 2.12 g 2-Chloro-4-cyano-benzenesulfonylchlorid (8.99 mmol) 4 h geruhrt.
Aufreinigung mittels MPLC (DCM/MeOH 99:1 - 95:5) ergab 1.94 g (61%) von 119 in

Form eines farblosen Feststoffs.

Ausbeute: 1.94 g (61%) (farbloser Feststoff)



7 EXPERIMENTAL TEIL 260

Smp.: 85 °C (DCM/MeOH)

EA: C16H19C|N604S (42688 g/mol)
Ber.: C:45.02 H:4.49 N:19.69
Gef: C:44.94 H:4.60 N:19.61

MS (ES+):

miz (%) = 371 (100, [M*“-t-Butyl+H]"), 427 (16, LM35C'+H]+), 429 (12, [M¥"C'+H]M),
444 (45, [M®C+NH,]"), 446 (20, [M¥“+NH,]"), 449 (88, [M**“'+Na]"),
451 (26, [M*"“'+Na]")

HRMS (ES+):

m/z berechnet fur C16H19CINeOsSNa . 449.077473
gefunden . 449.068517

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz):

Oy (ppm) = 8.92 brs, 1H, S-NH-CH
8.34 brs, 1H, SO,-C-CH-CH-C-CH-C-ClI
8.16 d, 1H, J=8.2 Hz, SO,-C-CH-CH-C-CH-C-ClI
8.06 dd, 1H, ®J=8.1 Hz, *J=1.5 Hz, SO,-C-CH-CH-C-CH-C-CI
4.04 ddd, 1H, 3J=6.4 Hz, N3-CH pyrroidin)
3.72 dd, 1H, 2J=12.1 Hz, 3J=6.6 Hz, CHapyrolidin)
3.62 dd, 1H, 2J=11.1 Hz, ®J=6.6 Hz, CHa(yrolidin)
3.42-3.33 m, 1H, NH-CHpyrrolidin)
3.08-2.99 m, 2H, CHaz(pyrrolidin)
1.36 s, 9H, O-C-(CHa)3

3C-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 125.77 MHz, Rotamere):

¢ (ppm) = 153.0 N-COO-C
142.0 S0,-C-CH-CH-C-CH-C-ClI
135.2 S0,-C-CH-CH-C-CH-C-ClI
131.8 S0,-C-CH-CH-C-CH-C-ClI
131.6 S0,-C-CH-CH-C-CH-C-ClI
131.2 S0,-C-CH-CH-C-CH-C-ClI
116.5 NC-C

116.4 NC-C
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79.0 O-C-(CH3)s
62.9, 62.3 N3-CH pyrrolidin)
56.5, 55.8 NH-CH pyrrolidin)
48.8, 48.3 CHa(pyrrolidin)
47.9, 47.6 CHapyrrolidin)
28.0 O-C-(CHa)3

tert-Butyl-(3S,4S)-3-azido-4-[(4-carbamoyl-2-chloro-
phenyl)sulfonylamino]pyrrolidin-1-carboxylat (120)

o)
cl NH
0 2
O=%
|
N3  NH
iNj
o’go

Unter Verwendung der AAV7 wurden 1.60 g tert-Butyl-(3S,4S)-3-azido-4-[(2-chloro-4-
cyano-phenyl)sulfonylamino]pyrrolidin-1-carboxylat 119 (3.75 mmol), 0.26 g K,CO3;
(2.85 mmol) und 10 ml 30% ag. H20O, in 40 ml DMSO 2 h geruhrt. Aufarbeitung nach
der AAV7 ergab 1.44 g (91%) von 120 in Form eines farblosen Feststoffs.

Ausbeute: 1.44 g (91%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 105 °C (EtOAC)
EA: C]_6H2;|_C|N605S (44489 g/mol)

Ber.: C:43.19 H:4.76 N:18.89
Gef: C:43.22 H:4.88 N:1851
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MS (El+):

miz (%) = 371 (100, [M-t-buO]")

HRMS (El+):

m/z berechnet fir C1oH12CINgO4S 371.032928

gefunden

371.032708

'H-NMR (DMS0-d6, 30.0 °C, 500.16 MHz, Rotamere):

On (ppm) = 8.73
8.25
8.11
8.09
8.00
7.72
4.05
3.69
3.62
3.38-3.30
3.08-2.98
1.36, 1.35

brs, 1H, S-NH-CH

brs, 1H, CONH,

brs, 1H, SO,-C-CH-CH-C-CH-C-ClI

d, 1H, 3J=8.0 Hz, SO,-C-CH-CH-C-CH-C-Cl
brd, 1H, 3J=8.3 Hz, SO,-C-CH-CH-C-CH-C-Cl
brs, 1H, CONH,

ddd, 1H, 3J=6.3 Hz, N3-CHpyrroidin)

dd, 1H, 2J=12.6 Hz, %J=7.5 Hz, CHapyrolidin)
dd, 1H, 2J=11.1 Hz, ®J=6.7 Hz, CHa@yrolidin)
m, 1H, CHaxpymoliiginy (Uberlagert mit H,O)

sm, 2H, NH-CH pyrroiidin)

psd, 9H, O-C-(CHs);

3C-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 125.77 MHz, Rotamere):
¢ (ppm) = 165.23, 165.19 CONH,

153.0
139.9
139.3
130.8
130.7
130.5
126.7
78.9
62.9, 62.3
56.6, 55.8
48.8, 48.3
47.9, 47.6
28.0

N-COO-C
S0O,-C-CH-CH-C-CH-C-CI
S0O,-C-CH-CH-C-CH-C-CI
S0O,-C-CH-CH-C-CH-C-CI
S0O,-C-CH-CH-C-CH-C-CI
S0O,-C-CH-CH-C-CH-C-CI
S0O,-C-CH-CH-C-CH-C-CI
O-C-(CHs)s

N3-CH pyrrolidin)

NH-CH pyrrolidin)
CHa(pyrrolidin)

CHo(pyrrolidin)
O-C-(CHs)s
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tert-Butyl-(3S,4S)-3-azido-4-[(4-carbamoyl-2-chloro-phenyl)sulfonyl-[[4-
(trifluoromethyl)phenyllmethyllamino]pyrrolidin-1-carboxylat (121)

(@]
Cl
o NH,
O=¢
]
N3/ N
N

Unter Verwendung der AAV6 wurden 1.69 g tert-Butyl-(3S,4S)-3-azido-4-[(4-carba-
moyl-2-chloro-phenyl)sulfonylamino]pyrrolidin-1-carboxylat 120 (3.80 mmol), 1.87 g
Cs,CO3 (5.73 mmol) und 1.09 g 1-(Bromomethyl)-4-(trifluoromethyl)benzen (4.58
mmol) in 40 ml MeCN 10 h erhitzt. Aufreinigung mittels MPLC (DCM/MeOH 99:1 -
90:10) ergab 1.93 g (84%) von 121 in Form eines farblosen Feststoffs.

Ausbeute: 1.93 g (84%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 122 °C (DCM/MeOH)
MS (El+):

m/z (%) = 159 (100), 529 (8, [M-t-buO]")

HRMS (El+):
m/z berechnet fir CooH17CIF3NgO4S : 529.067263
gefunden : 529.069171
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tert-Butyl-(3S,4S)-3-amino-4-[(4-carbamoyl-2-chloro-phenyl)sulfonyl-[[4-
(trifluoromethyl)phenyllmethyllamino]pyrrolidin-1-carboxylat (122)

o
cl
o NH,
0=
|
H,N N

o’J*o CF;

Zu einer auf 0 °C gekuhlten Lésung von tert-Butyl-(3S,4S)-3-azido-4-[(4-carbamoyl-
2-chloro-phenyl)sulfonyl-[[4-(trifluoro-methyl)phenyllmethyllJamino]pyrrolidin-1-

carboxylat 121 (1.81 g, 3.00 mmol) in DCM (12 ml) wurde unter Argonatmosphéare
TPP (0.94 g, 3.60 mmol) in 8 ml DCM tropfenweise hinzugegeben, 0.5 h bei 0 °C
geruhrt und anschlieBend 5 h bei Raumtemperatur gertihrt. Das Losungsmittel wurde
am Rotavapor entfernt und danach 4 ml THF sowie 4 ml wassrige Ammoniak-Lésung
(28 %) zugegeben. Die Emulsion wurde 24 h bei 50 °C intensiv gerthrt. Im An-
schluss wurde das Ldsungsmittel am Rotavapor entfernt. Aufreinigung mittels MPLC
(DCM/MeOH/NH3(meon)) 99:1:0.1 - 90:10:0.1) ergab 1.47 g (85%) von 122 in Form

eines farblosen Feststoffs.

Ausbeute: 1.47 g (85%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 132 °C (DCM/MeOH/NH3meoH))
EA: Cz4Hzgc|F3N405S (57702 g/mol)

Ber.: C:49.96 H:4.89 N:9.71
Gef: C:49.94 H:4.99 N:9.68

MS (El+):
m/z (%) = 302 (100, [M*"“-NH,-boc-BnCF3]"), 503 (9, [M*“-t-bu0O]")
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HRMS (El+):
m/z berechnet fur C20H19C|F3N404SZ 503.076765
gefunden : 503.076445

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 500.16 MHz, Rotamere):

Oy (ppm) = 8.25 brs, 1H, CONH.
8.18, 8.16 psdd, 1H, %J=8.8 Hz, SO,-C-CH-CH-C-CH-C-Cl
8.12 d, 1H, %J=1.7 Hz, SO,-C-CH-CH-C-CH-C-Cl
7.95 d, 1H, 3J=8.3 Hz, SO,-C-CH-CH-C-CH-C-Cl
7.73 brs, 1H, CO-NH,
7.71 d, 2H, 3J=8.3 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
7.66 d, 2H, 3J=8.3 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
4.91-4.75 sm, 2H, CHa-Ar
3.98-3.89 m, 1H, CHpyrrolidin)
3.41-3.23 m, 2H, CHax(pymoliiginy (Uberlagert mit H,O)
3.19-3.08 sm, 1H, CHapyrrolidin)
2.98, 2.89 psdt, 1H, 3J=10.0 Hz, CHpyrolidin)
2.77,2.72 psdt, 1H, J=9.5 Hz, CHapyrolidin)
1.48 brs, 2H, NH,
1.32,1.27 psd, 9H, O-C-(CHa)s

3C-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 125.77 MHz, Rotamere):
5c (ppm) = 165.1,164.0 CONH,
153.1,153.0 N-COO-C
143.5,143.4  CH,-C-CH-CH-C-CF3
139.4 S0,-C-CH-CH-C-CH-C-ClI
139.1 S0,-C-CH-CH-C-CH-C-ClI
132.0,131.9  SO,-C-CH-CH-C-CH-C-Cl
130.9, 130.8  SO,-C-CH-CH-C-CH-C-Cl

130.6 S0,-C-CH-CH-C-CH-C-CI

128.1,127.9  SO,-C-CH-CH-C-CH-C-ClI

127.6 0, 2Jc,F=42.0 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
126.7 CH,-C-CH-CH-C-CF3

125.2 a, 3JcF=2.4 Hz, CH»-C-CH-CH-C-CF3
124.2 q, 2Jcr=271.1 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3

78.5,78.4 O-C-(CHs)s
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62.8, 62.3 CHpyrrolidin)
52.1,51.4 CHpyrrolidin)
51.0, 50.6 CHa(pyrrolidin)
47.6,47.4 CH,-Ar

46.2, 45.5 CHapyrrolidin)
28.0, 27.9 O-C-(CHs3)s

tert-Butyl-(3S,4S)-3-azido-4-[(4-carbamoylphenyl)sulfonyl-[(3-
cyanophenyl)methyl]amino]pyrrolidin-1-carboxylat (123)

Unter Verwendung der AAV6 wurden 1.62 g tert-Butyl-(3S,4S)-3-azido-4-[(4-carba-
moylphenyl)sulfonylamino]pyrrolidin-1-carboxylat 118 (3.94 mmol), 1.93 g Cs,COs3;
(5.91 mmol) und 0.93 g 3-(Bromomethyl)benzonitril (4.73 mmol) in 40 ml MeCN 3 h
erhitzt. Aufreinigung mittels MPLC (DCM/MeOH 99:1 - 90:10) ergab 1.50 g (72%)

von 123 in Form eines farblosen Feststoffs.

Ausbeute: 1.50 g (72%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 111 °C (DCM/MeOH)
MS (ES+):

miz (%) = 526 (6, [M+H]"), 543 (48, [M+NH.]), 548 (100, [M+Na]")
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HRMS (ES+):
m/z berechnet fir Co4H>7N;OsSNa 548.169209
gefunden : 548.167375

tert-Butyl-(3S,4S)-3-amino-4-[(4-carbamoylphenyl)sulfonyl-[(3-
cyanophenyl)methyl]amino]pyrrolidin-1-carboxylat (124)

Zu einer auf 0 °C gekuhlten Lésung von tert-Butyl-(3S,4S)-3-azido-4-[(4-carbamoyl-
phenyl)sulfonyl-[(3-cyanophenyl)methyl]-amino]pyrrolidin-1-carboxylat 123 (1.06 g,
2.02 mmol) in DCM (8 ml) wurde unter Argonatmosphéare TPP (0.63 g, 2.42 mmol) in
5 ml DCM tropfenweise hinzugegeben, die Reaktion 0.5 h bei 0 °C und anschliel3end
5 h bei Raumtemperatur gerihrt. Das Losungsmittel wurde am Rotavapor entfernt
und danach 2.5 ml THF sowie 2.5 ml wéassrige Ammoniak-L6sung (28%) zugegeben.
Die Emulsion wurde 24 h bei 50 °C intensiv gerihrt. Im Anschluss wurde das
Lésungsmittel am Rotavapor entfernt. Aufreinigung mittels MPLC (DCM/MeOH 99:1 -
90:10) ergab 0.69 g (69%) von 124 in Form eines farblosen Feststoffs.

Ausbeute: 0.69 g (69%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 130 °C (DCM/MeOH)
EA: Cy4H29N5055*0.5H,0 (50859 g/mol)

Ber.: C:56.68 H:5.95 N:13.77
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Gef: C:56.81 H:5.94 N:13.89

MS (ES+):
miz (%) = 400 (100, [M-Boc+H]"), 500 (15, [M+H]"), 522 (40, [M+Na]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fir C,4H3oN505S : 500.196766
gefunden : 500.191526

'H-NMR (DMS0-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz, Rotamere):

Oy (ppm) = 8.21, 8.19 brpsd, 1H, CONH,
8.06 d, 2H, 3J=8.5 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
7.99 d, 2H, 3J=8.5 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
7.90 s, 1H, NC-C-CH-CH-CH-C-CH
7.83 d, 1H, 3J=7.8 Hz, NC-C-CH-CH-CH-C-CH
7.74 d, 1H, J=7.6 Hz, NC-C-CH-CH-CH-C-CH
7.62 brs, 1H, CONH,
7.57 dd, 1H, J=7.8 Hz, NC-C-CH-CH-CH-C-CH
4.60 d, 1H, 2J=17.4 Hz, CH.-Ar
4.49 d, 1H, 2J=17.6 Hz, CH»-Ar
4.16-4.03 sm, 1H, CHpyrrolidin)
3.37 dd, 1H, 2J=10.2 Hz, J=7.9 Hz, CHa(pyroidin)
3.20-3.02 m, 2H, CHpyrrolidiny, CH2(pyrrolidin)
2.82-2.68 m, 2H, CHapyrrolidin)
1.50 brs, 2H, NH»
1.33,1.29 psd, 9H, O-C-(CHa)s

3C-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 125.77 MHz, Rotamere):
Sc (ppm) = 166.4, 166.3  CONH,
153.1,153.0 N-COO-C

141.7 S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;
140.6, 140.5 NC-C-CH-CH-CH-C-CH
138.1 S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;
132.2 NC-C-CH-CH-CH-C-CH
132.1 NC-C-CH-CH-CH-C-CH

130.9 NC-C-CH-CH-CH-C-CH
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129.5

128.40, 127.36

NC-C-CH-CH-CH-C-CH
SO,-C-CH-CH-C-C-NH;

127.1 S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;
118.7 NC-C-CH-CH-CH-C-CH
111.1 NC-C-CH-CH-CH-C-CH
78.5,78.4 O-C-(CH3)3

63.0, 62.5 CHpyrrolidin)

52.3,51.6 CHpyrrolidin)

51.2,50.8 CHapyrrolidin)

46.3, 46.2 CH,-Ar

45.7, 45.0 CHapyrrolidin

28.0, 27.9 O-C-(CH3)s

tert-Butyl-(3S,4S)-3-azido-4-[(4-carbamoyl-2-chloro-phenyl)sulfonyl-[(3-
cyanophenyl)methyl]lamino]pyrrolidin-1-carboxylat (125)

Unter Verwendung der AAV6 wurden 1.45 g tert-Butyl-(3S,4S)-3-azido-4-[(4-carba-
moyl-2-chloro-phenyl)sulfonylamino]pyrrolidin-1-carboxylat 119 (3.26 mmol), 1.59 g
Cs,CO3 (4.89 mmol) und 0.77 g 3-(Bromomethyl)benzonitril (3.91 mmol) in 30 ml
MeCN 5 h erhitzt. Aufreinigung mittels MPLC (DCM/MeOH 99:1 - 90:10) ergab 0.72 g

(40%) von 125 in Form eines farblosen Feststoffs.

Ausbeute: 0.72 g (40%) (farbloser Feststoff)
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Smp.: 119 °C (DCM/MeOH)

MS (ES+):
miz (%) = 560 (14, [M+H]"), 577 (35, [M+NH4]"), 582 (100, [M+Na]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fir C,4H>5CIN;OsSNa : 582.130237
gefunden : 582.133085

tert-Butyl-(3S,4S)-3-amino-4-[(4-carbamoyl-2-chloro-phenyl)sulfonyl-[(3-
cyanophenyl)methyl]lamino]pyrrolidin-1-carboxylat (126)

Zu einer auf 0 °C gekuhlten Lésung von tert-Butyl-(3S,4S)-3-azido-4-[(4-carbamoyl-
2-chloro-phenyl)sulfonyl-[(3-cyanophenyl)-methyllamino]pyrrolidin-1-carboxylat 125
(0.59 g, 1.05 mmol) in DCM (4 ml) wurde unter Argonatmosphere TPP (0.33 g, 1.26
mmol) in 3 ml DCM tropfenweise hinzugegeben, die Reaktion 0.5 h bei 0 °C und an-
schlieend 5 h bei Raumtemperatur geruhrt. Das Losungsmittel wurde am Rotavapor
entfernt und danach 1.5 ml THF sowie 1.5 ml wéssrige Ammoniak-Losung (28%)
zugegeben. Die Emulsion wurde 24 h bei 50 °C intensiv gerihrt. Im Anschluss
wurde das Losungsmittel am Rotavapor entfernt. Aufreinigung mittels MPLC
(DCM/MeOH 99:1 - 90:10) ergab 0.39 g (70%) von 126 in Form eines farblosen

Feststoffs.
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Ausbeute: 0.39 g (70%)

Smp.: 147 °C

EA: C24H28C|N505S

(farbloser Feststoff)

(DCM/MeOH)

(534.03 g/mol)

Ber.: C:53.98 H:5.28 N:13.11
Gef: C:53.66 H:5.53 N:12.83

MS (ES+):

m/z (%) = 434 (100, [M-Boc+H]"), 534 (22, [M+H]"), 556 (29, [M+Na]"), 1067 (3,
[2M+H]")

HRMS (ES+):

m/z berechnet fur C,4H29CINsOsS - 534.157794
gefunden 534.159495

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz, Rotamere):

Oy (ppm) = 8.26
8.16
8.13
7.95
7.86
7.78
7.74
7.73
7.56
4.83
4.73
3.96
3.42-3.23
3.13
2.95
2.75
1.59
1.33,1.30

brs, 1H, CONH.

d, 1H, 3J=8.2 Hz, SO,-C-CH-CH-C-CH-C-Cl
d, 1H, %J=1.6 Hz, SO,-C-CH-CH-C-CH-C-Cl
dd, 1H, 3J=8.2 Hz, “J=1.6 Hz, SO,-C-CH-CH-C-CH-C-ClI
s, 1H, NC-C-CH-CH-CH-C-CH

d, 1H, J=8.0 Hz, NC-C-CH-CH-CH-C-CH
s, 1H, CONH,

d, 1H, 3J=8.2 Hz, NC-C-CH-CH-CH-C-CH
dd, 1H, J=7.8 Hz, NC-C-CH-CH-CH-C-CH
d, 1H, 2J=17.2 Hz, CH.-Ar

d, 1H, 2J=17.9 Hz, CH,-Ar

ddd, 1H, 2J=8.9 Hz, CHpyrrolidin)

m, 2H, CHapyroiidginy (Uberlagert mit H,0)

dd, 1H, 2J=10.3 Hz, J=8.5 Hz, CHa(pyrroiidin)
ddd, 1H, 2J=10.5 Hz, CHpyrolidin)

m, 1H, CHzpyrrolidin)

brs, 2H, NH,

psd, 9H, O-C-(CHa)3
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13C-NMR (DMS0-d6, 30.0 °C, 125.77 MHz, Rotamere):
Sc (ppm) = 165.04, 164.96 CONH,

153.1 N-COO-C

140.3 NC-C-CH-CH-CH-C-CH
140.2 S0O,-C-CH-CH-C-CH-C-CI
139.4 S0O,-C-CH-CH-C-CH-C-CI
139.0 S0O,-C-CH-CH-C-CH-C-CI
132.2,132.1 NC-C-CH-CH-CH-C-CH
132.0 NC-C-CH-CH-CH-C-CH
131.1 S0O,-C-CH-CH-C-CH-C-CI
130.9, 130.8 S0O,-C-CH-CH-C-CH-C-CI
130.6 NC-C-CH-CH-CH-C-CH
129.6 NC-C-CH-CH-CH-C-CH
126.7 S0O,-C-CH-CH-C-CH-C-CI
118.6 NC-C-CH-CH-CH-C-CH
111.2 NC-C-CH-CH-CH-C-CH
78.6, 78.5 O-C-(CH3)3

627,621  CHepymoldn)

52.0,51.4 CHpyrrolidin)

51.2,50.8 CHapyrrolidin)

47.1,47.0 CH,-Ar

46.1,454 CHa(pyrrolidin)

28.0, 27.9 O-C-(CH3)3
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tert-Butyl-(3S,4S)-3-[(4-carbamoylphenyl)sulfonyl-[[4-(trifluoromethyl)-phenyl]-
methyllamino]-4-[[4-(trifluoromethyl)phenyllmethylamino]pyrrolidin-1-
carboxylat (127)

o)
o /©)\NH2
H Ot“?
N N
.
F3C O/KO CF3

Unter Verwendung der AAV8 wurden 0.60 g tert-Butyl-(3S,4S)-3-amino-4-[(4-carba-
moylphenyl)sulfonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyl]-methylJamino]pyrrolidin-1-carboxylat

42 (1.10 mmol) in 15 ml DMF mit 0.20 g K,CO3 (1.45 mmol) und 0.35 g 4-
(Trifluoromethyl)benzylbromid (1.65 mmol) 36 h bei Raumtemperatur geruhrt.
Aufreinigung mittels MPLC (Hexan/EtOAc/NH3wmeony 65:35:0.1) ergab 0.38 g (49%)

von 127 in Form eines farblosen Feststoffs.

Ausbeute: 0.38 g (49%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 105 °C (Hexan/EtOAC/NHzwmeon))
EA: CaoH3z4FsN4O5S (70069 g/mol)

Ber.: C:54.85 H:4.89 N:8.00
Gef: C:55.15 H:b.25 N:7.74

MS (ES+):
m/z (%) = 381 (100, [M-2CF3Bn+H]"), 701 (44, [M+H]"), 723 (13, [M+Na]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fir C3oHasFgN4OsS 701.223237
gefunden : 701.224517
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'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz, Rotamere):

Oy (ppm) = 8.21
8.07
8.00
7.62
7.28
4.68-4.46
4.30
3.63-3.32
3.21-3.01
2.86-2.72
2.24
1.32,1.28

brs, 1H, CONH.

d, 2H, 3J=8.5 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
d, 2H, J=8.5 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
m, 7H, CH,-C-CH-CH-C-CF3, CONH,

pst, 2H, 3J=9.1 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
sm, 2H, S-N-CH,-Ar

psan, 1H, 3J=7.8 Hz, CHpyroiidin)

m, 3H, CHpyrrolidin), NH-CHa-Ar

m, 2H, CHz(pyrrolidin)

m, 2H, CHz(pyrrolidin)

q, 1H, 3J=7.3 Hz, CH-NH-CH,

psd, 9H, O-C-(CHa)s

tert-Butyl-(3S,4S)-3-[(4-carbamoylphenyl)sulfonyl-[[4-(trifluoromethyl)-

phenyllmethyllamino]-4-[(4-cyanophenyl)methylamino]pyrrolidin-1-carboxylat

(128)

NC O/go CF3

Unter Verwendung der AAV8 wurden 1.40 g tert-Butyl-(3S,4S)-3-amino-4-[(4-carba-
moylphenyl)sulfonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyl]-methyllJamino]pyrrolidin-1-carboxylat
42 (2.58 mmol) in 30 ml DMF mit 0.43 g K,CO3 (3.122 mmol) und 0.51 g 4-

(Bromomethyl)benzonitrile

(2.60 mmol) 36 h bei Raumtemperatur geruhrt.

Aufreinigung mittels MPLC (Cyclohexan/EtOAc 65:35) ergab 0.81 g (47%) von 128 in

Form eines farblosen Feststoffs.
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Ausbeute: 0.81 g (47%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 125 °C (Cyclohexan/EtOAC)
EA: C3oH34F3N505S (65770 g/mol)

Ber.: C:58.44 H:b.21 N:10.65
Gef: C:58.57 H:5.61 N:10.35

MS (ES+):
miz (%) = 97 (100), 658 (39, [M+H]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fur C3oH34F3NsO5SNa : 680.213046
gefunden . 680.210975

tert-Butyl-(3S,4S)-3-[(4-carbamoylphenyl)sulfonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyl]-
methyl]amino]-4-(2-naphthylmethylamino)pyrrolidin-1-carboxylat (129)

O=¢
HooY
N, N
Q I

Unter Verwendung der AAV8 wurden 0.80 g tert-Butyl-(3S,4S)-3-amino-4-[(4-carba-
moylphenyl)sulfonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyl]-methyllamino]pyrrolidin-1-carboxylat

42 (1.47 mmol) in 20 ml DMF mit 0.25 g K,COg3 (1.81 mmol) und 0.33 g 2-(Bromo-
methyl)naphthalene (1.47 mmol) 36 h bei Raumtemperatur gerihrt. Aufreinigung
mittels MPLC (Cyclohexan/EtOAc 65:35) ergab 0.45 g (45%) von 129 in Form eines

farblosen Feststoffs.
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Ausbeute: 0.45 g (45%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 160 °C (Cyclohexan/EtOAC)
EA: C35H37F3N4OsS (68224 g/mol)

Ber.: C:61.57 H:5.46 N:8.21
Gef: C:61.82 H:5.64 N:8.28

MS (ES+):
miz (%) = 151 (100), 683 (61, [M+H]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fur CasH3sF3N4OsS 683.251502
gefunden ; 683.249504

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz, Rotamere):

Oy (ppm) = 8.21 brs, 1H, CONH,
8.09 d, 2H, J=8.5 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
8.03 d, 2H, 3J=8.2 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH;
7.90-7.78 m, 3H, CONH,, CH,-C-CH-CH-C-CF3
7.69-7.53 m, 6H, CH,-C-CH-C-CH-CH-CH-CH-C-CH-CH
7.53-7.45 m, 2H, CH,-C-CH-CH-C-CF;
7.27 t, 1H, 3J=8.2 Hz, CH,-C-CH-C-CH-CH-CH-CH-C-CH-CH
4.67-4.42 sm, 2H, S-N-CH,-Ar
4.37-4.25 sm, 1H, CHpyrrolidin)
3.58 dd, 1H, 2J=13.5 Hz, %J=6.0 Hz, NH-CH.-Ar
3.52-3.34 m, 2H, NH-CHa-Ar, CHpyrroidin)
3.22-3.04 m, 2H, CHa(pyrrolidin)
2.88-2.72 m, 2H, CHayrrolidin)
2.24 brs, 1H, CH-NH-CH;
1.30, 1.27 psd, 9H, O-C-(CHa)s

13C-NMR (DMSO0-d6, 20.7 °C, 125.77 MHz, Rotamere):
Oc (ppm) = 166.5,166.4 CONH,

153.2,153.1  N-COO-C

143.6,143.5  CH,-C-CH-CH-C-CF;
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141.8
138.2
138.0
132.9
132.2
128.5
128.1
128.1, 128.0
127.7
127.50
127.46
127.2
126.6
126.1
125.9
125.6
125.0
124.3
78.64, 78.55
60.9, 60.3
58.1, 57.2
51.2
49.6, 49.2
46.8, 46.7
45.8, 45.1
28.0, 27.9

S0O,-C-CH-CH-C-C-NH>
S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;
CH,-C-CH-C-CH-CH-CH-CH-C-CH-CH
CH,-C-CH-C-CH-CH-CH-CH-C-CH-CH
CH,-C-CH-C-CH-CH-CH-CH-C-CH-CH
S0O,-C-CH-CH-C-C-NH;

q, 2Jc=33.7 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF;
CH,-C-CH-CH-C-CF3
CH,-C-CH-C-CH-CH-CH-CH-C-CH-CH
CH,-C-CH-C-CH-CH-CH-CH-C-CH-CH
CH,-C-CH-C-CH-CH-CH-CH-C-CH-CH
S0,-C-CH-CH-C-C-NH;
CH,-C-CH-C-CH-CH-CH-CH-C-CH-CH
CH,-C-CH-C-CH-CH-CH-CH-C-CH-CH
CH,-C-CH-C-CH-CH-CH-CH-C-CH-CH
CH,-C-CH-C-CH-CH-CH-CH-C-CH-CH
q, 3Jc=2.9 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF5
d, 1Jc,|::272.6 Hz, CH,-C-CH-CH-C-CF3
O-C-(CHa)s

CH pyrrolidin)

CHpyrrolidin)

NH-CH,-Ar

CHa(pyrrolidin)

S-N-CH,-Ar

CHa(pyrrolidin)

O-C-(CH3)3
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tert-Butyl-(3S,4S)-3-[(4-carbamoylphenyl)-sulfonyl-[[4-(trifluoromethyl)-
phenyl]lmethyl]-amino]-4-[(3-hydroxyphenyl)methylamino]-pyrrolidin-1-
carboxylat (130)

Walsle

Unter Verwendung der AAV3 wurden 0.54 g (1.00 mmol) tert-Butyl-(3S,4S)-3-amino-
4-[(4-carbamoylphenyl)sulfonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyl]-methyllamino]pyrrolidin-1-
carboxylat 42 in 14 ml MeOH mit 0.25 g Molsieb und 0.73 g 3-Hydroxybenzaldehyd
(6.00 mmol) 1.5 h und anschlief3end mit 0.30 g NaBH, (7.90 mmol) 1 h gerthrt. Zwei-
malige Aufreinigung mittels MPLC (1. Cyclohexan/EtOAc 50:50 2. DCM/Cyclohexan/

MeOH 70:25:5) ergab 0.42 g (65%) von 130 in Form eines farblosen Feststoffs.

Ausbeute: 0.42 g (65%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 117 °C (DCM/Cyclohexan/MeOH)
EA: Ca1HasF3N406S*0.5H,0 (657.70 g/mol)

MS (

Ber.: C:56.61 H:5.52 N:8.52
Gef: C:56.66 H:5.82 N:8.63

ES+):

m/z (%) = 649 (100, [M+H]"), 671 (5, [M+Na]")

HRMS (ES+):

m/z

berechnet fir C31H3sF3N4OgS 649.230767



7 EXPERIMENTAL TEIL

279

gefunden

649.229954

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz, Rotamere):

Oy (ppm) = 9.22
8.17, 8.15
8.07
7.98
7.66-7.56
7.05-6.98
6.59
6.46
4.67-4.38
4.31-4.17
3.41-2.92

2.81-2.66
2.00
1.29,1.24

s, 1H, OH-C-CH-CH-CH-C-CH

psd, 1H, CONH,

d, 2H, J=8.5 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH,
d, 2H, 3J=8.2 Hz, SO,-C-CH-CH-C-C-NH;
m, 5H, CH,-C-CH-CH-C-CF3, CONH,

m, 1H, OH-C-CH-CH-CH-C-CH

d, 2H, J=7.1 Hz, OH-C-CH-CH-CH-C-CH
pst, 1H, J=8.5 Hz, OH-C-CH-CH-CH-C-CH
sm, 2H, S-N-CH,-Ar

sm, 1H, CHpyrrolidin)

m, 5H, CHpyrolidiny, CH2pyroliging, NH-CHz-Ar (liberlagert
mit Hzo)

m, 2H, CHa(pyrrolidin)
brs, 1H, CH-NH-CH,
psd, 9H, O-C-(CHz3)3

tert-Butyl-(3S,4S)-3-[(4-carbamoylphenyl)sulfonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyl]-

methyllamino]-4-[(2-chloro-3-hydroxy-phenyl)methylamino]pyrrolidin-1-

Nes qx

carboxylat (131)
o’J*o

be
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Unter Verwendung der AAV3 wurden 0.19 g (0.36 mmol) tert-Butyl-(3S,4S)-3-amino-
4-[(4-carbamoylphenyl)sulfonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyl]-methyllJamino]pyrrolidin-1-
carboxylat 42 in 3 ml MeOH mit 80 mg Molsieb und 84 mg 2-Chloro-3-hydroxy-benz-
aldehyd (0.54 mmol) 5 h und anschlielend mit 27 mg NaBH,4 (0.72 mmol) 1 h ge-
rahrt. Zweimalige Aufreinigung mittels MPLC (DCM/MeOH/NHzwmeor) 99:1:0.1-
90:10:0.1) ergab 0.13 g (53%) von 131 in Form eines farblosen Feststoffs.

Ausbeute: 0.13 g (53%) (farbloser Feststoff)

MS (ES+):
miz (%) = 683 (100, [M+H]"), 705 (14, [M+Na]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fur C31H35CIF3N4O6S: 683.191795
gefunden : 683.191477

tert-Butyl-(3S,4S)-3-[(4-carbamoyl-2-chloro-phenyl)sulfonyl-[[4-(trifluoro-
methyl)phenyl]lmethyl]amino]-4-[(3-hydroxyphenyl)methylamino]pyrrolidin-1-
carboxylat (132)

0]

Cl
o NH,
O:\\
Ho oy
N N
Saf"2e.

Unter Verwendung der AAV3 wurden 1.25 g (2.17 mmol) tert-Butyl-(3S,4S)-3-azido-
4-[(4-carbamoyl-2-chloro-phenyl)sulfonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyljmethyllamino]-
pyrrolidin-1-carboxylat 122 in 15 ml MeOH mit 0.50 g Molsieb und 0.32 g 3-Hydroxy-
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benzaldehyd (2.60 mmol) 5 h und anschlie3end mit 0.17 g NaBH, (4.34 mmol) 2 h
geruhrt. Aufreinigung mittels MPLC (DCM/MeOH 99:1 - 90:10) ergab 1.30 g (88%)

von 132 in Form eines farblosen Feststoffs.

Ausbeute: 1.30 g (88%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 133 °C (DCM/MeOH)
MS (ES+):

miz (%) = 627 (100, [M-t-Butyl+H]*), 683 (81, [M+H]"), 705 (1, [M+Na]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fur C31H35CIF3N4O6S: 683.191795
gefunden ; 683.190691

tert-Butyl-(3S,4S)-3-[(4-carbamoylphenyl)sulfonyl-[(3-
cyanophenyl)methyl]amino]-4-[(3-hydroxyphenyl)methylamino]pyrrolidin-1-
carboxylat (133)

Unter Verwendung der AAV3 wurden 0.49 g (0.98 mmol) tert-Butyl-(3S,4S)-3-amino-
4-[(4-carbamoylphenyl)sulfonyl-[(3-cyanophenyl)methyl]amino]pyrrolidin-1-carboxylat
124 in 8 ml MeOH mit 0.25 g Molsieb und 0.18 g 3-Hydroxybenzaldehyd (1.47 mmol)
5 h und anschlieRend mit 74 mg NaBH, (1.96 mmol) 2 h gerihrt. Aufreinigung mittels
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MPLC (DCM/MeOH 99:1 - 90:10) ergab 0.49 g (66%) von 133 in Form eines
farblosen Feststoffs.

Ausbeute: 0.49 g (66%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 109 °C (DCM/ MeOH)
MS (ES+):

miz (%) = 550 (100, [M-t-Butyl+H]*), 606 (34, [M+H]"), 628 (46, [M+Na]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fur C31H3sN506S : 606.238631
gefunden : 606.241170

tert-Butyl-(3S,4S)-3-[(4-carbamoyl-2-chloro-phenyl)sulfonyl-[(3-
cyanophenyl)methyl]lamino]-4-[(3-hydroxyphenyl)methylamino]pyrrolidin-1-
carboxylat (134)

0]

Cl
o NH,
O:\\
Ho oY
N N
ol & o
ro

Unter Verwendung der AAV3 wurden 0.35 g (0.66 mmol) tert-Butyl-(3S,4S)-3-amino-
4-[(4-carbamoyl-2-chloro-phenyl)sulfonyl-[(3-cyanophenyl)methylJamino]pyrrolidin-1-

carboxylat 126 in 5 ml MeOH mit 0.17 g Molsieb und 0.12 g 3-Hydroxybenzaldehyd
(0.99 mmol) 5 h und anschlieend mit 50 mg NaBH; (1.32 mmol) 2 h gerihrt.
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Aufreinigung mittels MPLC (DCM/MeOH 99:1 - 90:10) ergab 0.33 g (77%) von 134 in
Form eines farblosen Feststoffs.

Ausbeute: 0.33 g (77%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 110°C (DCM/ MeOH)
MS (ES+):

miz (%) = 540 (26, [M-Boc+H]"), 584 (100, [M-t-Butyl+H]"), 640 (67, [M+H]"), 662
(3, [M+Na]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fir C3;H3sCINsO6S - 640.199659
gefunden : 640.197265

tert-Butyl-(3S,4S)-3-benzylsulfanyl-4-[(4-carbamoylphenyl)sulfonyl-[[4-
(trifluoromethyl)phenyllmethyllamino]pyrrolidin-1-carboxylat (135)

Zu einer Losung von 150 mg Phenylmethanthiol (1.20 mmol) und 180 pl DBU (1.20
mmol) in DMF (3 ml) wurde nach 10 mindtigem rihren bei Raumtemperatur 150 mg
tert-Butyl-(3S,4R)-3-[(4-carbamoylphenyl)sulfonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyllmethyl]-

amino]-4-methylsulfonyloxy-pyrrolidin-1-carboxylat 63 (0.24 mmol) hinzugegeben
und die Reaktionsmischung 24 h bei 40 °C geruhrt. AnschlieRend wurde mit ge-

sattigter NaHCO3; Lésung (10 ml) versetzt, mit DCM (3 x 10 ml) extrahiert, mit ge-
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sattigter Kochsalzldsung gewaschen (1 x 10 ml), iber MgSO, getrocknet, filtriert und
das Losungsmittel am Rotavapor entfernt. Zweimalige Aufreinigung mittels MPLC (1.
DCM/MeOH 100:0 - 90:10, 2. Cyclohexan/EtOAc 20:80) ergab 25 mg von 135 in

Form eines farblosen Feststoffs, der direkt weiter umgesetzt wurde.

MS (ES+):
miz (%) = 672 (100, [M+Na]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fur C3;H3zsF3N3OsS;Na @ 672.178970
gefunden . 672.179576

tert-Butyl-(3S,4S)-3-[(4-carbamoylphenyl)sulfonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyl]-
methyllamino]-4-[[4-(trifluoromethyl)phenyllmethylsulfanyl]pyrrolidin-1-
carboxylat (136)

(0]
NH
C\)\ /O)‘\ )
Oss
s N
N
FsC o)\o CF3

Zu einer auf 0 °C gekuhlten Suspension von 76 mg NaH 60% in Mineral6l (1.90
mmol) in DMF (3.5 ml) wurden 484 mg [4-(Trifluoromethyl)phenyljmethanethiol (2.52
mmol) langsam hinzugegeben und das Reaktionsgemisch 1 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Anschlie3end wurde erneut auf 0 °C gekuihlt und 390 mg tert-Butyl-(3S,4R)-
3-[(4-carbamoylphenyl)sulfonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyllmethyl]-amino]-4-methyl-

sulfonyloxy-pyrrolidin-1-carboxylat 63 (0.63 mmol) in 1.5 ml DMF hinzugegeben.
Nachdem 24 h bei Raumtemperatur gerihrt wurde, wurden 94 pul (0.63 mmol) DBU
und weitere 484 mg [4-(trifluoromethyl)phenyllmethanethiol (2.52 mmol) zugegeben



7 EXPERIMENTAL TEIL 285

und weitere 48 h bei Raumtemperatur gerihrt. Im Anschluss wurde mit gesattigter
NaHCO3; Losung (50 ml) versetzt, mit EtOAc (3 x 50 ml) extrahiert, mit gesattigter
Kochsalzlosung gewaschen (1 x 50 ml), tber MgSO,4 getrocknet, filtriert und das
Lésungsmittel am Rotavapor entfernt. Aufreinigung mittels MPLC (Cyclohexan/EtOAc
4:6 - 3:7) ergab 195 mg von 136 in Form eines beigen Feststoffs, der ohne weitere

Aufreinigung direkt weiter umgesetzt wurde.

MS (ES+):
miz (%) = 740 (100, [M+Na]"), 1457 (63, [2M+Na]")

tert-Butyl-(3S,4S)-3-[(4-carbamoylphenyl)methylsulfanyl]-4-[(4-carbamoyl-
phenyl)sulfonyl-[[4-(trifluoromethyl)phenyllmethyl]amino]pyrrolidin-1-
carboxylat (137)

0o
NH,
O(‘)‘/O)L
3
S N
N

Zu einer Losung von 108 mg 4-(Sulfanylmethyl)benzamid (0.65 mmol) und 47 pl
DBU (0.32 mmol) in DMF (2 ml) wurde nach 10 minudtigem rihren bei Raum-
temperatur 100 mg tert-Butyl-(3S,4R)-3-[(4-carbamoylphenyl)sulfonyl-[[4-(trifluoro-
methyl)phenylmethyllamino]-4-methylsulfonyloxy-pyrrolidin-1-carboxylat 63 (0.16
mmol) hinzugegeben und die Reaktionsmischung 5 h bei Raumtemperatur und im
Anschluss Uber Nacht bei 40 °C geruhrt. AnschlieRend wurde mit geséttigter
NaHCO3; Losung (10 ml) versetzt, mit DCM (3 x 10 ml) extrahiert, mit geséattigter
Kochsalzlosung gewaschen (1 x 10 ml), dber MgSO, getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel am Rotavapor entfernt. Aufreinigung mittels MPLC (DCM/MeOH 100:0



7 EXPERIMENTAL TEIL

286

- 90:10) ergab 40 mg von 137 in Form eines beigen Feststoffs, der ohne weitere

Aufreinigung direkt weiter umgesetzt wurde.

MS (ES+):
m/z (%) = 715 (100, [M+Na]")

HRMS (ES+):
m/z berechnet fir C3,H3sF3N,OsSoNa 715.184783
gefunden :715.185852

3-[tert-Butyl(dimethyl)silylJoxybenzaldehyd (138)

Zu einer auf 0 °C gekuhlten Losung von 3-Hydroxybenzaldehyd (3.00 g, 24.00 mmol)
in DCM (100 ml) wurden nacheinander Imidazol (4.80 g, 72.00 mmol) und TBDMSCI
(4.50 g, 30.00 mmol) hinzugegeben und die Reaktion 4.5 h bei Raumtemperatur

geruhrt. Nach Quenchen mit Wasser (100 ml) wurde dreimal mit 50 ml DCM

extrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit gesattigter Kochsalzlésung (50

ml) gewaschen, Uber MgSO, getrocknet, filtriert und das Filtrat am Rotavapor
eingeengt. MPLC (Cyclohexan/EtOAc 59:1) ergab 5.61 g (99%) von 138 in Form
eines farblosen Ols. Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur Gberein. [107]

Ausbeute: 5.61 g (99%)

(farbloses Ql)
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2-Allyl-3-[tert-butyl(dimethyl)silyl]oxy-benzaldehyd (139)

Zu einer auf 0 °C gekuhlten Lésung von 2-Allyl-3-hydroxy-benzaldehyd (0.65 g, 4.00
mmol) in DCM (20 ml) wurden nacheinander Imidazol (0.82 g, 12.00 mmol) und
TBDMSCI (0.72 g, 4.80 mmol) hinzugegeben und die Reaktion Uber Nacht bei
Raumtemperatur gertihrt. Die Suspension wurde filtriert und das Losungsmittel des
Filtrates am Rotavapor entfernt. Der Rickstand wurde mittels MPLC
(Cyclohexan/EtOAc 100:0 — 90:10) aufgereinigt, was zu 1.02 g (93%) von 139 in

Form eines blassgelben Ols fihrte.

Ausbeute: 1.02 g (93%) (blassgelbes Ol)

EA: CleH24OZSi (27645 g/mol)
Ber.. C:6951 H:8.75 N:0.00
Gef: C:69.71 H:8.76 N:0.07

MS (ES+):

m/z (%) = 277 (36, [M+H]"), 294 (100, [M+ NH,]"), 570 (60, [2M+NH4]"), 575 (67,
[2M+Na]")

HRMS (EI+):

m/z berechnet fur C1gH2405Si : 276.154559
gefunden : 276.154914

'H-NMR (CDCls, 21.0 °C, 399.79 MHz):

Su (ppm) = 10.22 s, 1H, O=CH
7.48 dd, 1H, 3J=7.7 Hz, *J=1.2 Hz, O-CH-C-CH-CH-CH
7.25 t, 1H, 3J=7.8 Hz, O-CH-C-CH-CH-CH

7.06 dd, 1H, 3J=8.0 Hz, *J=1.1 Hz, O-CH-C-CH-CH-CH
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6.00

5.01

4.86

3.83
1.02
0.25

ddt, 1H, 3J=17.2 Hz, 3J=10.1 Hz, 3J=5.5 Hz, CH,-
CH:CHZ

ddd, 1H, 3J=10.1 Hz, 4J=3.3 Hz, *J=1.6 Hz, CH,-
CH:CHZ

ddd, 1H, 3J=17.2 Hz, 4J=3.7 Hz, *J=1.8 Hz, Si-O-C-C-
CH,-CH-CH,

dt, 2H, 33=5.6 Hz, *J=1.8 Hz, Si-O-C-C-CH,-CH-CH>
s, 9H, Si-C-(CHa)s
s, 6H, Si-(CHs).

13C-NMR (CDCls, 23.4 °C, 125.77 MHz):

Oc (ppm) = 192.5
154.4
136.9
135.7
132.8
127.3
123.9, 123,6
115.6
28.6
25.9
18.4
-4.0

O=CH
Si-O-C-C-CH,-CH-CH;
Si-O-C-C-CH,-CH-CH>
O-CH-C-CH-CH-CH
Si-O-C-C-CH,-CH-CH>
O=CH-C-CH-CH-CH
O=CH-C-CH-CH-CH
Si-O-C-C-CH,-CH-CH,
Si-O-C-C-CH,-CH-CH>
Si-(CHs)2

Si-C-(CHa)s
Si-C-(CHa)s

tert-Butyl-(3S,4S)-3,4-bis(benzylamino)pyrrolidin-1-carboxylat (140)

afege
g

Unter Verwendung der AAV3 wurden 0.52 g (2.60 mmol) tert-Butyl-(3S,4S)-3,4-di-
aminopyrrolidin-1-carboxylat 16 [52] in 20 ml MeOH mit 0.65 g Molsieb und 0.79 ml
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Benzaldehyd (7.80 mmol) 1 h geruhrt und nach Zugabe von 0.40 g NaBH, (10.40
mmol) fir weitere 1.0 h gerihrt. Aufreinigung mittels MPLC (Cyclohexan/EtOAc 3:7)
ergab 0.58 g (59 %) von 140 in Form eines blassgelben Ols.

Ausbeute: 0.58 g (59 %) (blassgelbes Ol)
EA: Co3H31N305 *0.5 H,O (39052 g/mol)
Ber.. C:70.74 H:8.26 N:10.76

Gef: C:70.71 H:8.04 N:10.60

MS (ES+):
miz (%) = 382 (100, [M+H]"), 763 (45, [2M+H]"), 785 (24, [2M+Na]*)

HRMS (EI+):
m/z berechnet fur Cy3H3oN30, : 382.249453

gefunden : 382.250741

'H-NMR (CDCls, 21.0 °C, 399.79 MHz, Rotamere):

On (ppm) = 7.36-7.22 m, 10H, Ar-H
3.87-3.58 m, 6H, Ar-CH>, CHpyrrolidin)
3.14-3.00 m, 4H, CHax(pyrrolidin)
1.51 s, 2H, CH-NH-CH,
1.46 s, 9H, O-C-(CHa)s

13C-NMR (CDCls, 21.0 °C, 100.53 MHz, Rotamere):

Oc (ppm) = 154.7 N-COO-C

140.1 CH,-C-CH-CH-CH
128.6 CH,-C-CH-CH-CH
128.2 CH,-C-CH-CH-CH
127.2 CH,-C-CH-CH-CH
79.4 O-C-(CHs)s
62.1,61.2 CHpyrrolidin)

52.4 Ar-CH;

51.0, 50.4 CHopyrrolidin)

28.6 O-C-(CHz3)3
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tert-Butyl-(3S,4S)-3,4-bis[(3-fluorophenyl)methylamino]pyrrolidin-1-carboxylat
(1412)

el Tb
B3

Unter Verwendung der AAV3 wurden 0.40 g (2.00 mmol) tert-Butyl-(3S,4S)-3,4-di-
aminopyrrolidin-1-carboxylat 16 [52] in 15 ml MeOH mit 0.50 g Molsieb und 0.74 g 3-
flourobenzaldehyd (6.00 mmol) 2.5 h gerihrt und nach Zugabe von 0.30 g NaBH,4
(8.00 mmol) fur weitere 1.5 h gertuhrt. Aufreinigung mittels MPLC (Cyclohexan/EtOAc
8:2 - 0:100) ergab 0.64 g (77 %) von 141 in Form eines blassgelben Ols.

Ausbeute: 0.64 g (77%) (blassgelbes Ol)
EA: C23H29F2N302 (41749 g/mol)
Ber.. C:66.17 H:7.00 N:10.06

Gef: C:66.11 H:7.04 N:10.12

MS (ES+):
miz (%) = 418 (100, [M+H]"), 835 (26, [2M+H]"), 1252 (7, [3M+H]")

HRMS (EI+):
m/z berechnet fir Co3H29F2N3O-» : 417.222784

gefunden : 417.222662

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz):

Su (ppm) = 7.33 td, 2H, 3J=8.0 Hz, *Jy r =6.2 Hz, F-C-CH-CH-CH-C
7.18-7.11 m, 4H, F-C-CH-CH-CH-C-CH
7.02 tdd, 2H, 3J=8.6 Hz, *J=2.6 Hz, °J ¢ =0.7 Hz, F-C-CH-
CH-CH-C
3.69 s, 4H, Ar-CH,

3.48 - 3.38 sm, 2H, CHapyrrolidin)
3.02 dd, 2H, 2J=10.8 Hz, J=4.1 Hz, CHa(pyrroidin)
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3.01-2.90
2.43
1.38

13C-NMR (DMSO0-d6, 22 °C,
Oc (ppm) = 162.5
153.7
144.2
129.9
123.8
114.4
113.2
78.0
61.1, 60.3
50.4
50.0
28.2

sm, 2H, CHpyrrolidin)
brs, 2H, CH-NH-CH,
S, 9H, O-C-(CHa)s

100.53 MHz, Rotamere):

d, 1Jc,|::241.8 Hz, F-C-CH-CH-CH-C-CH
N-COO-C

d, 3Jc,|::5.8 Hz, F-C-CH-CH-CH-C-CH
d, 3Jc =5.8 Hz, F-C-CH-CH-CH-C-CH
F-C-CH-CH-CH-C-CH

d, 2Jc=23.12 Hz, F-C-CH-CH-CH-C-CH
d, 2\]C,|::22.16 Hz, F-C-CH-CH-CH-C-CH
O-C-(CHa)s

CH pyrrolidin)

CHapyrrolidin)

Ar-CH,

O-C-(CHa)s
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tert-Butyl-(3S,4S)-3,4-bis[(3-chlorophenyl)methylamino]pyrrolidin-1-carboxylat
(142)

) 05 s
O)\O
A

Unter Verwendung der AAV3 wurden 0.30 g (1.50 mmol) tert-Butyl-(3S,4S)-3,4-
diaminopyrrolidin-1-carboxylat 16 [52] in 10 ml MeOH mit 0.40 g Molsieb und 0.64 g
3-chlorobenzaldehyd (4.50 mmol) Uber Nacht gerthrt und nach Zugabe von 0.23 g
NaBH,; (6.00 mmol) fur weiter 2 h geruhrt. Aufreinigung mittels MPLC (Cyclo-
hexan/EtOAc 6.7:3.3) ergab 0.51 g (75 %) von 142 in Form eines blassgelben Ols.

Ausbeute: 0.51 g (75 %) (blassgelbes Ol)

EA: ngHng|2N302 (45040 g/mol)
Ber.. C:61.33 H:6.49 N:9.33
Gef: C:61.49 H:6.56 N:9.42

MS (ES+):

m/z (%) = 450 (100, [MP5+H]Y), 472 (17, [M®®+Na]"), 474 (11, [M*7+Na]"), 901
(67, M@+ MB7+H]"), 903 (41, [2MP'+H]"), 1350 (35, [2M“*5+

MC|37+H]+)

HRMS (El+):

m/z berechnet fir Co3Ho9CIP°, N30, © 449.163683
gefunden : 449.161999

'H-NMR (DMS0-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz):
du (ppm) = 7.39 brt, 2H, *J=1.5 Hz, CI-C-CH-CH-CH-C-CH
7.35-7.22 m, 6H, CI-C-CH-CH-CH-C-CH
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3.68

3.46 - 3.38
3.02
3.00-2.91
2.44

1.38

S, 4H, Ar-CH;

sm, 2H, CHapyrrolidin)

dd, 2H, 2J=10.8 Hz, J=4.1 Hz, CHa(pyrroldin)
sm, 2H, CHpyrrolidin)

brs, 2H, CH-NH-CH,

S, 9H, O-C-(CH3)3

13C-NMR (DMSO0-d6, 21.9 °C, 100.53 MHz, Rotamere):

Oc (ppm) = 153.7
143.83, 143.78
132.9
129.9
127.6
126.54
126.45
78.1
61.2, 60.3
50.3
50.0
28.2

N-COO-C
CI-C-CH-CH-CH-C-CH
CI-C-CH-CH-CH-C-CH
CI-C-CH-CH-CH-C-CH
CI-C-CH-CH-CH-C-CH
CI-C-CH-CH-CH-C-CH
CI-C-CH-CH-CH-C-CH
O-C-(CH3)3

CHpyrrolidin)

CHapyrrolidin)

Ar-CH,

O-C-(CHa)s

tert-Butyl-(3S,4S)-3,4-bis[(3-bromophenyl)methylamino]pyrrolidin-1-carboxylat

(143)

el fb
B

Unter Verwendung der AAV3 wurden 0.40 g (2.00 mmol) tert-Butyl-(3S,4S)-3,4-
diaminopyrrolidin-1-carboxylat 16 [52] in 15 ml MeOH mit 0.50 g Molsieb und 1.11 g
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3-Bromobenzaldehyd (6.00 mmol) 2.5 h gerihrt und nach Zugabe von 0.30 g NaBH,
(8.00 mmol) fur weitere 1.5 h geruhrt. Aufreinigung mittels MPLC (Cyclohexan/EtOAc
8:2 - 0:100) ergab 0.78 g (73 %) von 143 in Form eines blassgelben Ols.

Ausbeute: 0.78 g (73 %) (blassgelbes Ol)
EA: Co3Ho9BIraNsO» (53930 g/mol)

Ber.: C:51.22 H:5.42 N:7.79
Gef: C:51.30 H:5.47 N:7.86

MS (ES+):

m/z (%) = 540 (100, [MB7B8LH]") 543 (11, [MP®*+H]"), 1079 (12, [MB°+
MBr81+H]+)

HRMS (El+):

m/z berechnet fiir CosHzoBr';Nz0, : 537.062650
gefunden : 537.066058

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz):

Su (ppm) = 7.54 t, 2H, 4J=1.6 Hz, Br-C-CH-CH-CH-C-CH

7.41 ddd, 2H, 3J=7.7 Hz, *3=1.7 Hz, *J=1.7 Hz, Br-C-CH-CH-
CH-C-CH

7.30 ddd, 2H, 3J=7.6 Hz, *J=1.4 Hz, *J=1.4 Hz, Br-C-CH-CH-
CH-C-CH

7.27 t, 2H, 3J=7.6 Hz, Br-C-CH-CH-CH-C-CH

3.67 s, 4H, Ar-CH,

3.46 - 3.38 sm, 2H, CHapyrrolidiny

3.02 dd, 2H, 2J=10.8 Hz, 3J=4.1 Hz, CHa(pyroiidin)

3.00-2.91 sm, 2H, CHpyrrolidin)

2.45 brs, 2H, CH-NH-CH,

1.38 s, 9H, O-C-(CHa)s

13C-NMR (DMS0-d6, 22.2 °C, 100.53 MHz, Rotamere):
Sc (ppm) = 153.7 N-COO-C
144.1 Br-C-CH-CH-CH-C-CH
130.2 Br-C-CH-CH-CH-C-CH
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129.3 Br-C-CH-CH-CH-C-CH
126.9 Br-C-CH-CH-CH-C-CH
121.6 Br-C-CH-CH-CH-C-CH
78.1 O-C-(CHa)s

61.1, 60.2 CHpyrrolidin)

50.3 CHa(pyrrolidin)

50.0 Ar-CH»

28.2 O-C-(CH3)3

tert-Butyl-(3S,4S)-3,4-bis[[3-[tert-butyl(dimethyl)silylJoxyphenyl]methylamino]-
pyrrolidin-1-carboxylat (144)

Unter Verwendung der AAV3 wurden 1.00 g (4.97 mmol) tert-Butyl-(3S,4S)-3,4-
diaminopyrrolidin-1-carboxylat 16 [52] in 40 ml MeOH mit 1.25 g Molsieb und 3.52 g
3-[tert-Butyl(dimethyl)silylJoxybenzaldehyd 138 (14.91 mmol) Uber Nacht gerthrt und
nach Zugabe von 0.76 g NaBH, (19.88 mmol) weitere 1.5 h gerthrt. Aufreinigung
mittels MPLC (Cyclohexan/EtOAc 8:2) ergab 3.10 g (97%) von 144 in Form eines

blassgelben Ols.

Ausbeute: 3.10 g (97%) (blassgelbes Ol)

EA: C35H59N3O4Si2 (64203 g/mol)
Ber.: C:65.48 H:9.26 N:6.54
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Gef: C:6591 H:9.29 N:6.40

MS (ES+):
miz (%) = 642 (100, [M+H]"), 664 (21, [M+Na]"), 1284 (74, [2M+H]")

HRMS (El+):
m/z berechnet fir C35H59N3O04Si> 641.404415

gefunden : 641.407317

'H-NMR (DMS0-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz):

&u (ppm) = 7.15 t, 2H, 3J=7.8 Hz, O-C-CH-CH-CH-C-CH
6.88 brd, 2H, 3J=7.6 Hz, O-C-CH-CH-CH-C-CH
6.80 brs, 2H, O-C-CH-CH-CH-C-CH
6.68 ddd, 2H, 33=8.0 Hz, *J=2.4 Hz, *J=0.8 Hz, O-C-CH-CH-

CH-C-CH
3.70-3.53 m, 4H, Ar-CH,
3.40 dd, 2H, 2J=10.5 Hz, J=5.3 Hz, CHa(pyrolidin)
3.03-2.89 m, 4H, Cﬂ(PyrroIidin), Cﬂz(PyrroIidin)
2.34-2.23 sm, 2H, CH-NH-CH,
1.37 s, 9H, O-C-(CHa)3
0.94 s, 18H, Si-C-(CHa)3
0.16 s, 12H, Si-(CHs)»

3C-NMR (DMSO-d6, 35.0 °C, 125.77 MHz, Rotamere):

8¢ (ppm) = 154.9 O-C-CH-CH-CH-C-CH
153.6 N-COO-C
142.7 O-C-CH-CH-CH-C-CH
128.9 O-C-CH-CH-CH-C-CH
120.9 O-C-CH-CH-CH-C-CH
119.2 O-C-CH-CH-CH-C-CH
117.8 O-C-CH-CH-CH-C-CH
77.8 O-C-(CHa)s3
61.1, 60.3 CHpyrrolidin)
50.8, 50.3 CHa(pyrrolidin)
50.0 Ar-CH,

28.1 O-C-(CH3)3
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25.5 Si-C-(CHa)s
17.8 Si-C-(CHa)s
4.6 Si-(CHa),

tert-Butyl-(4aS,7aS)-1,4-dibenzyl-2,3-dioxo-4a,5,7,7a-tetrahydropyrrolo[3,4-
b]pyrazin-6-carboxylat (145)

!
ageRy
BN

0.50 g (1.31 mmol) tert-Butyl-(3S,4S)-3,4-bis(benzylamino)pyrrolidin-1-carboxylat 140
wurden in 40 ml DCM geldst und mit 0.91 ml DIPEA (5.24 mmol) versetzt. Die
Reaktionsmischung wurde auf -50 °C gekunhlt, innerhalb von 2 h 110 ul (1.31 mmol)
Oxalylchlorid (alle 30 min 27.5 ul) zugegeben und weitere 30 min gerthrt. Nach
Entfernen des Lo&sungsmittels am Rotavapor und Aufreinigung mittels MPLC
(DCM/EtOAc 30:70) wurden 112 mg (20 %) von 145 in Form eines farblosen

Feststoffs erhalten.

Ausbeute: 112 mg (20 %) (weil3er Feststoff)
Smp.: 204 °C (DCM/EtOAC)
EA: CosH29N304 (43552 g/mol)

Ber.: C:68.95 H:6.71 N:9.65
Gef: C:68.98 H:6.89 N:9.47

MS (ES+):

miz (%) = 453 (100, [M+NH,]"), 458 (90, [M+Na]"), 888 (46, [2M+NH.]"), 893 (69,
[2M+Na]*)
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HRMS (El+):
m/z berechnet fir Co5H29N304 : 435.215807
gefunden : 435.214505

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz):

Oy (ppm) = 7.40-7.25 m, 10H, Ar-H
4.75 d, 1H, 2J=15.8 Hz, Ar-CH,
4.70 d, 1H, 2J=15.8 Hz, Ar-CH
4.50 d, 1H, 2J=15.6 Hz, Ar-CH
4.48 d, 1H, 2J=15.8 Hz, Ar-CH
4.22-4.05 sm, 2H, CHpyrrolidin)
3.59 pst, 2H, J=7.8 Hz, CHapyrrolidin)
3.13 psdt, 2H, J=9.9 Hz, J=16.5 Hz, CHapyrrolidin)
1.33 S, 9H, O-C-(CHa)3

3C-NMR (DMSO-d6, 35.0 °C, 125.77 MHz, Rotamere):

8¢ (ppm) = 157.9 0=C-C=0
153.1 N-COO-C
136.7 CH,-C-CH-CH-CH
128.51, 128.47 CH,-C-CH-CH-CH
127.23 CH,-C-CH-CH-CH
127.16 CH,-C-CH-CH-CH
79.2 C-O-C-N
56.7, 56.1 CHpyrrolidin)
47.8, 47.7 Ar-CH»
46.1, 45.7 CHoa(pyrrolidin)

27.7 C-(CHa)s
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tert-Butyl-(4aS,7aS)-1,4-bis[(3-fluorophenyl)methyl]-2,3-dioxo-4a,5,7,7a-
tetrahydropyrrolo[3,4-b]pyrazin-6-carboxylat (146)

g
gefeRvs

4-Nitrophenol (2.78 g, 20 mmol) wurde in Toluol (50 ml) gelést und mit DIPEA (3.74
ml, 22mmol) versetzt. Nach 15 min rihren bei -10 bis -15 °C wurde langsam
Oxalylchlorid (0.86 ml, 20 mmol) zugetropft. Die Reaktion wurde innerhalb von einer
Stunde auf Raumtemperatur erwarmt, das Prazipitat abgesaugt und mit Aceton
gewaschen. Nach Umkristallisieren aus Chloroform wurden 2.78 g (84 %) des beigen

Feststoffs Bis(4-nitrophenyl)oxalat erhalten und direkt weiter umgesetzt.

'H-NMR von bis(4-nitrophenyl)oxalat (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz):
dn (ppm) = 8.41 ddd, 4H, 3J=9.2 Hz, “J=3.4 Hz, ®J=2.1 Hz, N-C-CH
7.61 ddd, 4H, 33=8.9 Hz, *J=3.4 Hz, ®°J=2.1 Hz, O-C-CH

57 mg Bis(4-nitrophenyl)oxalat (0.17 mmol) wurden zu tert-Butyl-(3S,4S)-3,4-bis[(3-
fluorophenyl)methylamino]pyrrolidin-1-carboxylat 141 (60 mg, 0.14 mmol) in DMF (1
ml) gegeben. 51 pl DBU (0.34 mmol) wurden zu getropft und die Losung 4 d bei 80
°C im geschlossenen Druckgefal3 gerihrt. Dabei wurden im Abstand von 12 bis 24 h
jeweils weitere 57 mg von bis(4-nitrophenyl)oxalat zugegeben, insgesamt 7.2
Aquivalente. Das Gemisch wurde mit geséttigter NaHCO3 Losung (10 ml) versetzt,
mit DCM (3 x 10 ml) extrahiert, mit gesattigter Kochsalzlésung gewaschen (1 x 10
ml), iber MgSO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel am Rotavapor entfernt.
Aufreinigung mittels MPLC (DCM/MeOH 99:1) ergab 45 mg (68%) von 146 in Form

eines farblosen Feststoffs.
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MS (ES+):
miz (%) = 472 (100, [M+H]"), 489 (59, [M+NH.]"), 494 (37, [M+Na]")

tert-Butyl-(4aS,7aS)-1,4-bis[(3-chlorophenyl)methyl]-2,3-diox0-4a,5,7,7a-
tetrahydropyrrolo[3,4-b]pyrazin-6-carboxylat (147)

@) @)

N’_ N
Cld d b—CI
N
0”7 "0

Unter Verwendung der AAV4 wurden 1.10 g (2.44 mmol) tert-Butyl-(3S,4S)-3,4-
bis[(3-chlorophenyl)methylamino]pyrrolidin-1-carboxylat 142 in 120 ml DCM gel6st
und mit 850 pl + 430 pl + 430 pl DIPEA (9.76 mmol) und 209 ul + 105 pl + 105 pl
Oxalylchlorid (4.88 mmol) umgesetzt. Aufreinigung mittels MPLC (Cyclohexan/EtOAc
100:0 - 0:100) ergab 0.71 g (57 %) von 147 in Form eines farblosen Feststoffs.

Ausbeute: 0.71 g (57 %) (farbloser Feststoff)
Smp.: 151 °C (Cyclohexan/EtOAC)
MS (ES+):

m/z (%) = 504 (30, [M35C'+Hr), 506 (12, [M*C37CHI"), 526 (100, [M**“'+Na]"),
528 (27, [M35C|,37C+Na]+)

HRMS (El+):
m/z berechnet fir C,sH,7Ns0,CIF°C, © 503.137862
gefunden : 503.139057
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tert-Butyl-(4aS,7aS)-1,4-bis[(3-bromophenyl)methyl]-2,3-dioxo-4a,5,7,7a-
tetrahydropyrrolo[3,4-b]pyrazin-6-carboxylat (148)

) 0O

NHN
0 5 O
B

Unter Verwendung der AAV4 wurden 0.42 g (0.78 mmol) tert-Butyl-(3S,4S)-3,4-
bis[(3-bromophenyl)methylamino]pyrrolidin-1-carboxylat 143 in 40 ml DCM gel6st
und mit 272 pl + 136 pl + 136 pl DIPEA (3.12 mmol) und 67 pl + 33 ul + 33 pl Oxalyl-
chlorid (1.56 mmol) umgesetzt. Aufreinigung mittels MPLC (Cyclohexan/EtOAc 100:0
- 0:100) ergab 0.24 g (53 %) von 148 in Form eines farblosen Feststoffs.

Ausbeute: 0.24 g (53%) (farbloser Feststoff)
Smp.: 218 °C (Cyclohexan/EtOAC)
MS (El+):

m/z (%) = 591 (49, [M"®T"), 593 (100, [M"**"*#7"), 595 (49, [M***T)

HRMS (El+):
m/z berechnet fur CysH,7N3O4Bry 591.036829
gefunden X 591.039068
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tert-Butyl-(4aS,7aS)-1,4-bis[[3-[tert-butyl(dimethyl)silylJoxyphenyllmethyl]-2,3-
dioxo-4a,5,7,7a-tetrahydropyrrolo[3,4-b]pyrazin-6-carboxylat (149)

O

N H
nal " Ot
BN

1.60 g (2.50 mmol) tert-Butyl-(3S,4S)-3,4-bis[[3-[tert-butyl(dimethyl)silyl]-oxyphenyl]-
methylamino]pyrrolidin-1-carboxylat 144 wurden in 80 ml DCM gelést und mit 1.74 ml
DIPEA (10.00 mmol) versetzt. Die Reaktionsmischung wurde auf -50 °C gekuhlt und
bei dieser Temperatur alle 30 min 107 pl Oxalylchlorid zugegeben, insgesamt 429 ul
(5.00 mmol) Oxalylchlorid. Es wurde weitere 30 min gerihrt und anschlielend das
Losungsmittel am Rotavapor entfernt. Zweimalige Aufreinigung mittels MPLC (1.
Cyclohexan/EtOAc 90:10, 2. TBME 100%) ergab 245 mg (14 %) von 149 in Form

eines farblosen Feststoffs.

Ausbeute: 245 mg (14 %) (farbloser Feststoff)
Smp.: 81 °C (TBME)
EA: C37H57N3068i2 (69604 g/mol)

Ber.: C:63.85 H:8.25 N:6.04
Gef: C:63.84 H:8.22 N:6.07

MS (ES+):
m/z (%) = 713 (100, [M+NH4]"), 718 (87, [M+Na]")

HRMS (ESI+):
m/z berechnet fir C37H5sN3O6Si> 696.386419
gefunden : 696.383339
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'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz):

Su (ppm) = 7.23 dd, 2H, 3J=8.6 Hz, 3J=7.8 Hz, O-C-CH-CH-CH-C-CH
6.89 brd, 2H, J=7.6 Hz, O-C-CH-CH-CH-C-CH
6.79-6.74 brm, 4H, O-C-CH-CH-CH-C-CH
4.70 d, 1H, 2J=15.1 Hz, Ar-CH,

4.66 d, 1H, 2J=15.1 Hz, Ar-CH

4.45 d, 2H, 2J=15.3 Hz, Ar-CH,
4.12-3.93 sm, 2H, CHpyrrolidin)

3.66-3.55 sm, 2H, CHapyrrolidiny

3.11 psqgn, 2H, J=10.1 Hz, CHa(pyrrolidin
1.33 s, 9H, O-C-(CHa)3

0.92 s, 18H, Si-C-(CHs)s

0.16 s, 12H, Si-(CHs)»

tert-Butyl-(4aS,7aS)-1,4-dibenzhydryl-2,3-dioxo-4a,5,7,7a-tetrahydropyrrolo[3,4-
b]pyrazin-6-carboxylat (150)

0.20 g (0.37 mmol) tert-Butyl-(3S,4S)-3,4-bis(benzhydrylamino)pyrrolidin-1-carboxylat
93 wurden in 20 ml DCM geldst und mit 260 pl DIPEA (1.48 mmol) versetzt. Die
Reaktionsmischung wurde auf -10 °C gekuhlt und bei dieser Temperatur
portionsweise 64 pl Oxalylchlorid (0.74 mmol) zugegeben. Es wurden weitere 5 h bei
-10 °C und 1 h bei Raumtemperatur geruhrt. AnschlieBend wurde der Ansatz mit
gesattigter Na,COj3 Loésung versetzt (50 ml), mit EtOAc extrahiert (3 x 50 ml), mit
gesattigter Kochsalzlésung gewaschen (1 x 50 ml), tber MgSO4 getrocknet, filtriert
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und das Ldsungsmittel am Rotavapor entfernt. Aufreinigung mittels MPLC (Cyclo-
hexan/EtOAc 70:30) ergab 90 mg (41 %) von 150 in Form eines farblosen Feststoffs.

Ausbeute: 90 mg (41 %) (farbloser Feststoff)
Smp.: 239 °C (Cyclohexan/EtOAC)
EA: C37H37N304 (58771 g/mol)

Ber.: C:75.62 H:6.35 N:7.15
Gef: C:75.74 H:6.77 N:7.37

MS (ES+):
miz (%) = 588 (9, [M+H]"), 610 (100, [M+Na]")

HRMS (EI+):
m/z berechnet fur C37H37N304 : 587.278407

gefunden : 587.275715

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz):

Oy (ppm) = 7.44-7.20 m, 20H, Ar-H
6.39 s, 1H, Ar-CH-N
6.33 s, 1H, Ar-CH-N
4.49-4.33 sm, 2H, CHapyrrolidin)
3.00 dd, 1H, 2J=9.9 Hz, J=6.6 Hz, CHapyrolidin)
2.88 ddd, 2H, 2J=9.1 Hz, CHpyrrolidin)
2.70-2.62 m, 1H, CHa(pyrrolidin)

1.22 s, 9H, O-C-(CHa)s
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tert-Butyl-(3S,4S)-3-(benzhydrylamino)-4-(benzylamino)pyrrolidin-1-carboxylat
(151)

Unter Verwendung der AAV3 wurden 0.15 g (0.41 mmol) tert-Butyl-(3S,4S)-3,4-
diaminopyrrolidin-1-carboxylat 91 in 7 ml MeOH mit 0.20 g Molsieb und 62 ul Benz-
aldehyd (0.61 mmol) tber Nacht und anschlieend mit 31 mg NaBH, (0.82 mmol) 2 h
geruhrt. Aufreinigung mittels MPLC (Cyclohexan/EtOAc 100:0 - 50:50) ergab 0.16 g

(83 %) von 151 in Form eines farblosen Ols.
Ausbeute: 0.16 g (83 %) (farbloses Ol)

EA: CooH35N30, (45761 g/mol)
Ber.. C:76.12 H:7.71 N:9.18
Gef: C:75.83 H:7.95 N:8.96

MS (ES+):
miz (%) = 458 (100, [M+H]"), 480 (4, [M+Na]"), 915 (13, [2M+H]")

HRMS (EI+):
m/z berechnet fir CogH35Nz05 : 457.272928
gefunden : 457.274999

'H-NMR (DMS0-d6, 30.0 °C, 399.79 MHz):

du (ppm) = 7.40 brd, 4H, J=8.2 Hz, NH-CH-C-CH-CH-CH
7.33-7.25 m, 8H, Ar-H
7.24-7.16 m, 3H, Ar-H
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4.87
3.63
3.49-3.40
3.36-3.27
3.12-2.99
2.98-2.83
2.71
2.33
1.36

13C-NMR (DMS0-d6, 30.0 °C, 125.77 MHz, Rotamere):

Oc (ppm) = 153.6
144.7
144.3, 141.0
128.2,128.1
128.0
127.8
127.1
126.6
126.4
78.0
64.4
61.3, 60.6
59.8, 59.0
51.0
50.34, 50.26
50.01, 49.95
28.1

d, 1H, 3J=5.7 Hz, Ar-CH-NH

s, 2H, Ar-CH»
m, 1H, CHz(pyrrolidin)

1H, CHZ(PyrroIidin) (Uberlagert mit HZO)

m, 2H, CHz(pyrrolidin)
m, 2H, CHpyrrolidin)
brs, 1H, Ar-CH-NH
brs, 1H, Ar-CH,-NH
S, 9H, O-C-(CHa)3

N-COO-C
NH-CH,-C-CH-CH-CH
NH-CH-C-CH-CH-CH
NH-CH-C-CH-CH-CH
NH-CH,-C-CH-CH-CH
NH-CH,-C-CH-CH-CH
NH-CH-C-CH-CH-CH
NH-CH-C-CH-CH-CH
NH-CH,-C-CH-CH-CH
O-C-(CHa)s

NH-CH-Ar

CHpyrrolidin)

CH pyrrolidin)

NH-CHap-Ar
CHapyrrolidin)

CHa(pyrrolidin)
O-C-(CH3)3



7 EXPERIMENTAL TEIL 307

tert-Butyl-(3S,4S)-3-(benzhydrylamino)-4-[[3-[tert-
butyl(dimethyl)silylloxyphenyllmethylamino]pyrrolidin-1-carboxylat (152)

N N
(5 L § bo\
N TBDMS

Unter Verwendung der AAV3 wurden 0.20 g (0.54 mmol) tert-Butyl-(3S,4S)-3,4-
diaminopyrrolidin-1-carboxylat 91 in 10 ml MeOH mit 0.20 g Molsieb und 0.19 g 3-
[tert-Butyl(dimethyl)silyljloxybenzaldehyd 138 (0.82 mmol) Uber Nacht und an-
schlieRend mit 41 mg NaBH,4 (1.09 mmol) 2 h gerihrt. Aufreinigung mittels MPLC
(Cyclohexan/EtOAc 100:0 - 50:50) ergab 0.23 g (72 %) von 152 in Form eines

farblosen Ols.
Ausbeute: 0.23 g (72 %) (farbloses Ol)

EA: Cg5H49N3035i (58787 g/mol)
Ber.: C:7151 H:8.40 N:7.15
Gef: C:71.34 H:8.46 N:7.19

MS (ES+):
m/z (%) = 588 (100, [M+H]"), 610 (4, [M+Na]"), 1175 (13, [2M+H]")

HRMS (El+):
m/z berechnet fur CzsHagN3O3Si : 587.354321
gefunden X 587.351416

'H-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 500.16 MHz):
dn (ppm) = 7.39 brd, 4H, 2J=7.7 Hz, NH-CH-C-CH-CH-CH
7.27 t, 4H, 3J=7.8 Hz, NH-CH-C-CH-CH-CH
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7.21-7.14
6.87
6.82
6.70
4.87
3.61
3.56
3.48-3.39
3.33
3.09-2.97
2.97-2.83
2.68
2.36
1.36
0.95
0.18

m, 3H, NH-CH-C-CH-CH-CH, O-C-CH-CH-CH-C-CH
t, 1H, 3J=6.9 Hz, O-C-CH-CH-CH-C-CH

brs, 1H, O-C-CH-CH-CH-C-CH

dd, 1H, 3J=8.0 Hz, *J=1.7 Hz, O-C-CH-CH-CH-C-CH
s, 1H, Ar-CH-NH

d, 1H, 2J=13.8 Hz, Ar-CH,

d, 1H, 2J=14.3 Hz, Ar-CH,

m, 1H, CHz(pyrrolidin)

dd, 1H, 2J=10.7 Hz, *J=6.4 Hz, CHa(pyrroldin)

m, 2H, CHz(pyrrolidin)

m, 2H, CH pyrolidin)

brs, 1H, Ar-CH-NH

brs, 1H, Ar-CH,-NH

s, 9H, O-C-(CHs)s

s, 9H, Si-C-(CHa)s

s, 6H, Si-(CHs),

3C-NMR (DMSO-d6, 30.0 °C, 125.77 MHz, Rotamere):

Oc (ppm) = 155.0
153.5
144.7
144.3, 142.8
129.0
128.14, 128,09
127.10, 127.06
126.5
120.9
119.2
117.8
77.9
64.6, 64.5
61.3, 60.5
59.8, 59.1
50.8, 50.7
50.3, 50.2
50.0, 49.9

O-C-CH-CH-CH-C-CH
N-COO-C
O-C-CH-CH-CH-C-CH
CH-C-CH-CH-CH
O-C-CH-CH-CH-C-CH
CH-C-CH-CH-CH
O-C-CH-CH-CH-C-CH
CH-C-CH-CH-CH
CH-C-CH-CH-CH
O-C-CH-CH-CH-C-CH
O-C-CH-CH-CH-C-CH
O-C-(CHa)s

NH-CH-Ar

CHpyrrolidin)

CHpyrrolidin)

Ha

H
H

0 10 10
N

N
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28.1 O-C-(CH3)s
255 Si-C-(CHa)s
17.8 Si-C-(CHa)s
4.6 Si-(CHa)2

tert-Butyl-(3S,4S)-3-[[2-allyl-3-[tert-butyl(dimethyl)silylJoxy-phenyl]methyl-
amino]-4-(benzhydrylamino)pyrrolidin-1-carboxylat (153)

N ‘IBDMS

Unter Verwendung der AAV3 wurden 0.20 g (0.54 mmol) tert-Butyl-(3S,4S)-3,4-
diaminopyrrolidin-1-carboxylat 91 in 10 ml MeOH mit 0.20 g Molsieb und 0.23 g 2-
Allyl-3-[tert-butyl(dimethyl)silylloxy-benzaldehyd 139 (0.82 mmol) Uber Nacht und
anschlieend mit 41 mg NaBH, (1.09 mmol) 2 h gerthrt. Aufreinigung mittels MPLC
(Cyclohexan/EtOAc 100:0 - 60:40) ergab 0.30 g (88 %) von 153 in Form eines

farblosen Ols.

Ausbeute: 0.23 g (72 %) (farbloses Ol)

MS (ES+):
miz (%)= 628 (100, [M+H]"), 650 (4, [M+Na]")

HRMS (El+):
m/z berechnet fur CzgHszN3O3Si : 627.385621
gefunden X 627.388165
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tert-Butyl-(4aS,7aS)-4-benzhydryl-1-benzyl-2,3-diox0-4a,5,7,7a-
tetrahydropyrrolo[3,4-b]pyrazin-6-carboxylat (154)

Unter Verwendung der AAV4 wurden 0.32 g (0.70 mmol) tert-Butyl-(3S,4S)-3-
(benzhydrylamino)-4-(benzylamino)pyrrolidin-1-carboxylat 151 in 35 ml DCM mit 244
pl + 122 pl + 122 pl DIPEA (2.80 mmol) und 60 pl + 30 pl + 30 pl Oxalylchlorid (1.40
mmol) umgesetzt. Die Reaktion wurde nach dem Erwé&rmen auf Raumtemperatur
abweichend von der AAV4 dber Nacht gerihrt. Aufreinigung mittels MPLC
(Cyclohexan/EtOAc 100:0 - 0:100) ergab 0.13 g (36 %) von 154 in Form eines

farblosen Feststoffs.

Ausbeute: 0.13 g (36 %) (weil3er Feststoff)

MS (ES+):
m/z (%) = 512 (3, [M+H]"), 529 (57, [M+NH,]"), 534 (100, [M+Na]")

HRMS (El+):
m/z berechnet fur C3;H3z3N304 : 511.247107
gefunden X 511.247670
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tert-Butyl-(4aS,7aS)-4-benzhydryl-1-benzyl-2,3-diox0-4a,5,7,7a-
tetrahydropyrrolo[3,4-b]pyrazin-6-carboxylat (155)

H
aReBv s
BN

0.20 g (0.34 mmol) tert-Butyl-(3S,4S)-3-(benzhydrylamino)-4-[[3-[tert-butyl(dimethyl)-
silylJoxyphenyllmethylamino]pyrrolidin-1-carboxylat 152 wurden in 15 ml DCM gel6st
und mit 0.24 ml DIPEA (1.36 mmol) versetzt. Die Reaktionsmischung wurde auf -10
°C gekuhlt und bei dieser Temperatur 29 pl Oxalylchlorid (0.34 mmol) zugegeben. Es
wurden weitere 5 h bei -10 °C und 1 h bei Raumtemperatur gerthrt. Anschlie3end
wurde der Ansatz mit gesattigter Na,CO3z; Losung (50 ml) versetzt, mit EtOAc
extrahiert (3 x 50 ml), mit gesattigter Kochsalzlésung gewaschen (1 x 50 ml), Uber
MgSO, getrocknet, filtriert und das LoOsungsmittel am Rotavapor entfernt.
Aufreinigung mittels MPLC (DCM/EtOAc 95:5 - 70:30) ergab 20 mg (9 %) von 155 in

Form eines farblosen Feststoffs.
Ausbeute: 20 mg (9 %) (weil3er Feststoff)

MS (ES+):
miz (%) = 659 (83, [M+NH4]"), 664 (100, [M+Na]")

HRMS (El+):
m/z berechnet fur Cz7H47N3O5Si : 641.328501
gefunden X 641.332110
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tert-Butyl-(4aS,7aS)-1-[[2-allyl-3-[tert-butyl(dimethyl)silylJoxy-phenyl]methyl]-4-
benzhydryl-2,3-dioxo-4a,5,7,7a-tetrahydropyrrolo[3,4-b]pyrazin-6-carboxylat
(156)

: R é/
<—§ Eoms
& Y

*

0.26 g (0.41 mmol) tert-Butyl-(3S,4S)-3-[[2-allyl-3-[tert-butyl(dimethyl)silyl]Joxy-
phenyllmethylamino]-4-(benzhydrylamino)pyrrolidin-1-carboxylat 153 wurden in 15 ml
DCM gel6st und mit 0.27 ml DIPEA (1.53 mmol) versetzt. Die Reaktionsmischung
wurde auf -10 °C gekuhlt und bei dieser Temperatur 36 pl Oxalylchlorid (0.42 mmol)
zugegeben. Es wurden weitere 5 h bei -10 °C und 1 h bei Raumtemperatur gerthrt.
Anschliel3end wurde der Ansatz mit gesattigter Na,CO3 Losung (50 ml) versetzt, mit
EtOAc extrahiert (3 x 50 ml), mit gesattigter Kochsalzlésung gewaschen (1 x 50 ml),
Uber MgSO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel am Rotavapor entfernt.
Aufreinigung mittels MPLC (DCM/EtOAc 97:3 - 90:10) ergab 51 mg (18 %) von 156
in Form eines farblosen Feststoffs.

Ausbeute: 51 mg (18 %) (farbloser Feststoff)

MS (ES+):
m/z (%) = 682 (8, [M+H]"), 704 (100, [M+Na]"), 1385 (13, [2M+Na]")
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Abktirzung Bedeutung

AAV Allgemeine Arbeitsvorschrift
AIDS Acquired Immune Deficiency Syndrome
ART Antiretrovirale Therapie

Ag Abgangsgruppe

Bn Benzyl

Boc tert-Butyloxycarbonyl

Boc,0 Di-tert-butyldicarbonat

C Celsius

CYP Cytochrom P

DBU Diazabizykloundekan

DCM Dichlormethan

DEAD Diethylazodicarboxylat

DIAD Diisopropylazodicarboxylat
DIPEA Diisopropylethylamin oder Hiinig-Base
DMAP Dimethylaminopyridin

DMF Dimethylformamid

DMPU Dimethylpropylenharnstoff
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure
DPPA Diphenylphosphorylazid

DTD Dithiandiol

EA Elementaranalyse

El electron impact

ES Elektrospray-lonisation

ESI Elektrospray-lonisation
EtOAC Ethylacetat

Et,O Diethylether

FC Flussigkeits-Saulen-Chromatographie
FDA Food and Drug Administration
g gramm

Ag Ligandeneffizienz

AG Freie Bindungsenergie
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h Stunde

HAART Hochaktive antiretrovirale Therapie

HIV Humane Immundefizienz-Virus

HR-MS Hochauflosende Massenspektrometrie

Hz Hertz

Inh. Inhibition

IUPAC The International Union of Pure and Applied Chemistry
Ki Inhibitionskonstante

Kwm Gleichgewichtskonstante

I Liter

LE Ligandeneffizienz

m Masse

M Molar [mol/l]

m/z Masse-Ladungsverhaltnis

MeCN Acetonitril

MeOH Methanol

mg Milligramm

MHz Megahertz

min Minute

ml Milliliter

mm Millimeter

mmol Millimol

MPLC Mitteldruck-Flussigkeits-Chromatographie

MS Massenspektrometrie

Ms Mesyl

MTBE Methyl-tert-butylether

MW Molekulargewicht

n Nano

NMR Kernspinresonanzspektroskopie (von engl. nuclear magnetic resonance)
NNRTIs Nicht-Nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren
NRTIs Nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren
Nu Nukleophil

PDB Protein Data Bank

Ph Phenyl

Py Pyridin
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R

r

rac

RFU
RNA
SAR

T

TBAF
TBDMS
TBDMSCI
TBME
TEA
1,0
THF
TPP

Allgemeine Gaskonstante
Radius

razemisch

Relative Fluoreszenzeinheit
Ribonukleinsdure
Struktur-Aktivitats-Beziehung
Temperatur
Tetra-n-butylammoniumfluorid
tert-Butyldimethylsilylether
tert-Butyldimethylsilylchlorid
tert-Butylmethylether
Tetraethylammonium
Trifluormethansulfonséureanhydrid
Tetrahydrofuran
Triphenylphosphin

Ultraviolett

Gewichtsprozent

Ladungszahl

Chemische Verschiebung
Wellenlange

micro
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