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Auch wir sind Menschen, die Liebe, Warme und Menschlichkeit brauchen. Wer

uns die Hand gibt, wird nicht infiziert.

Nkosi Johnson, ein AIDS-Kranker siidafrikanischer Junge gestorben 2001 im Alter von 12
Jahren an den Folgen seiner HIV Infektion.
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1. [Einleitung und Problemstellung

1.1  Rationales Wirkstoffdesign

Im Frihjahr 2000 konnte die Entschlisselung des menschlichen Genoms zum Abschluf3
gebracht werden (Venter et al., 2001, McPherson et al., 2001), von der als Einblick in Gottes
Bauplan und der griofiten Erfindung seit dem Rad gesprochen wurde. Auch die
Pharmaindustrie verspricht sich durch den Einblick in den genetischen Bauplan des Menschen
einen enormen Fortschritt in der Arzneimittelforschung. Die Euphorie erwachst aus der
Annahme mit Hilfe dieser Informationen schnellere und effizientere Methoden fir die
Arzneistoffsuche entwickeln zu kdénnen. Nach einer Schatzung des Human Genome Projects
(HGP) bel&uft sich die Zahl der codierenden Gene auf ca. 30000. Sie Ubersteigt somit bei
weitem die bisher bekannten wirkstoffrelevanten humanen Angriffspunkte (Rezeptoren,
lonenkandle, Enzyme) fiir Arzneistoffe. Die Hoffnung besteht, durch die gezielte Isolierung
von Genen vollig neue Zielproteine (7argets) zu identifizieren (Swindells & Overington,
2002). Ist es mdoglich, ein solches Target aufzureinigen, seine pharmazeutische Relevanz
nachzuweisen und in ausreichender Menge fiir einen Bioassay bereit zu stellen, beginnt die
Suche nach einem geeigneten Liganden flr dieses Zielmolekdl. In der Vergangenheit wurde
meistens ein irrationaler oder random-screening Ansatz verfolgt (Carell et al., 1994; Gordon
et al., 1996). Hierbei wird eine groRe Anzahl von Testsubstanzen aus Molekildatenbanken in
einem Hochdurchsatztest (High Throughput Screening, HTS) durchgemustert (Houston &
Banks, 1997). Die Durchsatzrate und Kapazitat dieser Methode wurde durch Automatisierung
und Roboter-Einsatz weiter optimiert und beschleunigt (Burley ez al., 1999). Allerdings fuhrte
diese zeit- und kostenintensive Strategie nicht immer zu den gewinschten Trefferraten (Hit
Rates) (Lahana, 1999). Zusatzlich fehlen bei einem Treffer die wichtigen strukturellen und
bindungskinetischen  Informationen zur Weiterentwicklung und Optimierung der
aufgefundenen Testkandidaten. Handelt es sich um eine kompetetive vs. nicht-kompetetive,
irreversible vs. reversible oder allosterische Bindung und welche Wechselwirkungen sind fur
die Affinitit und die molekulare Erkennung zwischen Ligand und Zielmolekdl

verantwortlich?

Diesen klassischen Verfahren zur Arzneistoffsuche steht das in den letzten Jahren etablierte
strukturbasierte Wirkstoffdesign gegeniiber. Der Vorteil dieser Strategie liegt in einem
zyklischen Lernprozess (Klebe, 2000). Ist die dreidimensionale Struktur des Targets durch
Rontgenkristallographie (Glusker ez al., 1994), NMR-Spektroskopie (Miller et al., 1986) oder
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auch Elektronenmikroskopie (Kihlbrandt & Williams, 1999) aufgeklart, lassen sich mit Hilfe
von Computermethoden physikochemische Eigenschaften ausgesuchter Bereiche der
Bindetasche berechnen (Bohm, 1992; Gohlke er al.,, 2000). Diese Bereiche konnen
anschlieBend entweder mit Bindetaschen von bereits bekannten Proteinen verglichen werden
(Schmitt er al., 2002) oder mit physikochemischen Eigenschaften des Liganden korreliert
werden (Gohlke er al., 2000). Die Wechselwirkungsmuster zwischen Ligand und Bindetasche
koénnen zur Vorhersage von Bindungsaffinitdten neuer Liganden aus Molekildatenbanken
genutzt werden (Gohlke er al., 2002). Ein immer genaueres Bild uber diese
Wechselwirkungen liefert die Protein Data Bank (PDB), in der die Koordinaten der 3D
Raumstrukturen der Proteine hinterlegt sind (http://www.rcsb.org/pdb). Die Veroffentlichung
von Proteinstrukturen in der PDB ist in den letzten Jahren exponentiell auf inzwischen 24700
Strukturen (Stand: April 2004) angestiegen (Abb.1).
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Abb. 1: Exponentieller Verlauf der Anzahl von verdffentlichten PDB-Strukturen pro Jahr: Stand April
2004

Im Hinblick auf das immer hdufigere Auftreten von Redundanzen bei Faltungsmustern von
Proteinen aus unterschiedlichen Familien wird die Vorhersage von Proteinstrukturen in
Zukunft eine immer wichtigere Rolle spielen (Kihara & Skolnick, 2003). Ein zukinftiger
Ansatz zum Wirkstoffdesign mit schwierig zu kristallisierenden Proteinen ist eine
Uberlagerung von Strukturen einander ahnlicher Proteine zur Generierung eines Homologie-
Modell, welches dann als Matrize zum Vorschlag von neuen Liganden fir das unbekannte
Protein dient (Evers et al.,, 2003). Um die Glte eines Homologiemodells experimentell zu

uberprifen, werden durch einen zielgerichteten Austausch (site-directed mutagenesis) von
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Aminoséuren aus der Bindetasche des bekannten Proteins Aminoséuren des unbekannten
Proteins in die Raumstruktur des gut zu kristallisierenden Proteins eingebaut. Somit kann die
raumliche Anordnung der unbekannten Bindetasche in einem ,fremden®, Kristallisierten
Protein simuliert werden (Rauh et al., 2002).

Die aus der 3D Raumstruktur abzulesenden Informationen des 7argets flieBen in die
Optimierung bereits charakterisierter Liganden oder in Vorschlage flir neuartige
Leitstrukturen mit ein. Auch bei der Suche nach neuen Liganden werden computergestitzte
Methoden eingesetzt. Beim virtuellen Durchmustern (virtual screening) werden aus grof3en
Molekildatenbanken potentielle Testsubstanzen im Hinblick auf ihre so genannten ,,drug-
likeness ** Parameter herausgefiltert, und anschlieend mit Hilfe von Docking-Programmen in
die jeweilige Bindetasche des Zielmolekils eingepasst (Brenk er al, 2003). Die
vorgeschlagenen Liganden werden entweder aus firmeneigenen Molekildatenbanken
entnommen, aus kommerziell angebotenen Datenbanken ausgewéhlt und eingekauft oder in
den eigenen Laboratorien synthetisiert. Ist es moglich wiederum eine Kristallstruktur des
Targets mit dem neuen Liganden zu bestimmen, kann man von diesen zusétzlichen
Informationen lernen und profitieren (Boyd, 1998). Das in diesem Design-Zyklus erworbene
Wissen ist die Basis fiir den Wettbewerbsvorteil gegentiber konkurrienden Firmen auf dem
hart umkampften Arzneimittelmarkt.

Treffer aus dem
experimentellen

Bestimmung HTS, dem computer-
des 3D Struktur basierten virtuellen
Bindungsmodus Screening oder dem
strukturbasierten
Design
Ligand mit Vorgeschlagene
Affinitat zum Leitstruktur
Zielmolekiil
Einzel- oder
kombinatorische
Bestimmung der Synthese
biologischen Testverbindung zur Abwandlung und
Affinitat zum Dekoration
Target der Leitstruktur

Abb. 2: Schema zu synergetischen Effekten zwischen HTS und rationalem Design.

Ideen, Konzepte und die Erfahrung aus friiheren Projekten lassen sich dann auf ein neues
Target aus der gleichen Enzymfamilie Gbertragen. Ein Beispiel ist die schnelle Entwicklung

von HIV-1 Proteaseinhibitoren, bei der auf die jahrelange Erfahrung in der
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Wirkstoffforschung fur die Aspartylprotease Renin zurtickgegriffen werden konnte (Dhanaraj
et al., 1992). Allerdings zeigte sich in den letzten Jahren, dass das rationale Wirkstoffdesign
nicht als ,heiliger Gral“ in die Arzneimittelforschung eingehen wird. Es gibt vielmehr
Bestrebungen, synergetische Effekte von zielgerichtetem, strukturbasierten Design und
weitgehend ungerichtetem, irrationalen Hochdurchsatztesten zu nutzen. Vorgeschlagene
Leitstrukturen, entweder aus dem virtual screening oder dem HTS, werden zu kleinen, den
chemischen Raum um die Leitstruktur herum absuchenden Bibliotheken mit Hilfe der
kombinatorischen Festphasensynthese ausgebaut (Ellman er al., 1997). Eine sinnvolle und
effiziente Dekoration der urspriinglichen Leitstrukturen ist dem Wissen aus dem oben
beschriebenen Design-Zyklus zu verdanken (Abb.2).

In den letzten Jahren zeigte sich, dass eine hohe Bindungsaffinitdt zwischen dekorierter
Leitstruktur und Zielmolekul in vitro eine notwendige, aber noch lange nicht hinreichende
Voraussetzung fur die Entwicklung eines potenziellen Arzneistoffes ist. Dies wird immer
noch von einigen medizinischen Chemikern unterschatzt. So scheitern noch immer viele
Testkandidaten in vivo erst in den klinischen Phasen, wenn bereits viel Zeit und Geld
investiert worden ist. Um hohe Entwicklungskosten zu sparen, wird heutzutage versucht, die
so genannten ADME-Parameter (absorption, digestion, metabolism, excretion) bereits beim
Design einer Testverbindung zu berlcksichtigen und korrekt in notwendige Bereiche
einzustellen (Chan & Stewart, 1996). Nach einer statistischen Auswertung von Lipinski, die
er unter den Begriff der ,rule of five* zusammengefasst hat, ist es fir die Resorption von
Arzneistoffen ungunstig, wenn sie eine héhere molekulare Masse als 500 Da, einen héheren
Verteilungskoeffizienten (logP) zwischen Wasser/Octanol als finf und mehr als flnf
Wasserstoffbriickenakzeptoren oder Donatoren besitzen (Lipinski ef al., 1997).

Der Erfolg oder Misserfolg eines Projekts wird in der industriellen Pharmaforschung durch
zusétzliche Faktoren bestimmt. So spielt neben dem HTS und dem rationalen Design die
Prifung von Patenten der Konkurrenz eine wichtige Rolle bei der Arzneistoffsuche. Zum
einen wird der Spielraum fir spatere patentrechtliche Konsequenzen ausgelotet zum anderen
wird nach den ,Lucken” in den Patenten gesucht. Wesentlich fir die Entscheidung, ob ein
bestimmtes Projekt angegangen wird, sind zudem die wirtschaftlichen Rahmenbedingungen.
Wie viele Konkurrenten gibt es auf dem Markt und wie ist deren patentrechtliche Situation
einzuschatzen, wie groB ist der voraussichtliche Absatzmarkt, d. h. wie viele Menschen in den
Industrieldandern leiden an der adressierten Krankheit, wie wird sich die Ausbreitung dieser
Krankheit in den néachsten Jahren entwickeln. Da die Markteinfiihrung eines Medikaments 10-
15 Jahre dauern und bis zu 500 Millionen Euro verschlingen kann, ist es unmoglich alle
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Parameter im Vorfeld zu bericksichtigen (Petsco, 1996). Im Hinblick auf die anfangliche
Euphorie ber die sich 6ffnenden Perspektiven durch die Entschlisselung des menschlichen
Genoms ist heute zunehmend Erniichterung eingekehrt und trotz des technischen Fortschritts
und eines viel besseren Verstandnisses Uber die Ursachen von Krankheiten verbleibt als ein
wichtiger Faktor zur erfolgreichen Arzneistoffsuche der gluckliche Zufall.

1.2 Aufgabenstellung

Die Aufgabenstellung dieser Dissertation war die Entwicklung und Validierung von zwei
neuartigen Leitstrukturen im Hinblick auf das strukturbasierte Design. Um dieses Ziel zu
erreichen, sollte der oben beschriebene Design-Zyklus durchlaufen werden.

Im Fokus stand die Etablierung der Aminohydroxysulfone als neue Substanzklasse zur
Inhibierung verschiedener Vertreter aus der Familie der Aspartylproteasen. Inhibitoren aus
dieser Substanzklasse waren bisher nicht bekannt und fanden in der Wirkstoffforschung noch
keine Beachtung. Daher waren die Aminohydroxysulfone als neue Leitstruktur schon aus
patentrechtlichen Griinden interessant. Zuerst werden die Konzepte zur Darstellung der
Aminohydroxysulfone vorgestellt und die Substanzklasse anhand von bereits bekannten
Aspartylproteaseinhibitoren als neue, privilegierte Leitstruktur in den Kontext der
Wirkstoffforschung eingeordnet. Die geplanten Arbeiten umfassten die diastereoselektive
Synthese des chemischen Grundkorpers, die biologische Testung ausgewéhlter Verbindungen
gegen HIV-1 Protease und Cathepsin D und die Bestimmung des Bindungsmodus sowohl
durch computergestitztes Docking als auch durch Kokristallisation der dekorierten
Aminohydroxysulfone mit den Enzymen.

AnschlieBend wird die neue Substanzklasse der Pyrrolidindimethanamine als neue,
heterozyklische, nicht-peptidische Leitstruktur fir die HIV-1 Protease vorgestellt. Zundchst
werden die Ideen und Hintergriinde, die zur Auswahl der Pyrrolidindimethanamine geflhrt
haben, diskutiert. Anschlielend werden anhand der Kiristallstruktur des HIV-1 Protease
Komplexes mit dem Inhibitor Amprenavir (PDB-Code: 1HPV) die strukturellen
Voraussetzungen fir eine korrekte Adressierung der Bindetasche in unterschiedlichen
Aspartylproteasen auf das Grundgerist der neuen Leitstruktur Gbertragen. Weiterhin werden
die diastereoselektive Synthese des Grundgerists und eine mogliche Dekoration der
Pyrrolidindimethanamine vorgestellt und anhand von Docking Simulationen weitere
Optimierungen der Leitstruktur vorgeschlagen. Im letzten Teil werden die durchgefiihrten
Bioassays fiir die HIV-1 Protease und Cathepsin D und die Aufreinigung der HIV-1 Protease

zur moglichen Kokristallisation mit den synthetisierten Inhibitoren vorgestellt.
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2. Proteasen

Die Proteasen lassen sich gemaR des vorliegenden Kkatalytischen Mechanismus in vier

Familien einteilen:

= Serinproteasen und Threoninproteasen
= Cysteinproteasen
= Metalloproteasen

= Aspartylproteasen

Die unterschiedlichen Namen resultieren aus den Aminoséureresten, die im aktiven Zentrum
an der Hydrolyse der Amidbindung des Peptidsubstrats beteiligt sind. Zu den Serinproteasen
gehoren, z.B. die flr die Kontrolle der Blutgerinnung wichtigen Enzyme Faktor Xa (Katakura
et al., 1993) und Thrombin (Hilpert et al., 1994), die mit ihrer so genannten katalytischen
Triade aus Serin, Histidin und Asparagin die Proteolyse einer Amidbindung steuern. Beispiele
fur Cysteinproteasen finden sich unter den lysosomalen Cathepsinen (Yamashita et al., 1997;
Wagner et al., 1991; Yasuma et al., 1998) und bei den Caspasen (Talanian et al., 1997), die
bei Entziindungen und Apoptose eine wichtige Rolle spielen. Hier ist ein Cysteinrest flr die
Proteolyse der Amidbindung verantwortlich. Bei den Metalloproteasen ist vor allen Dingen
das Angiotensin-Konversionsenzym (ACE) (Gante, 1994) zu nennen, das ein Zinkatom zur
Katalyse benétigt. Durch die Entwicklung von neuen ACE-Hemmern mit Hilfe des rationalen
Wirkstoffdesigns stehen heutzutage bei der Behandlung des Bluthochdrucks neue
Therapiemdglichkeiten zur Verfligung. In den letzten Jahren fokussierten sich die Arbeiten
auf Matrix-Metalloproteasen (Whittaker & Brown, 1998) als Targets in der Krebstherapie.

Proteasen sind Enzyme, die anhand unterschiedlicher katalytischer Mechanismen die
Amidbindung ihres spezifischen Peptidsubstrats spalten. Bei der Spaltung nimmt das
Rickgrat des Substrats benachbart zur Spaltstelle eine gestreckte Konformation ein. Hierbei
werden die einzelnen Taschen des Enzyms durch die spezifischen Aminosaureseitenketten
des Substrats links und rechts der Spaltstelle besetzt. Fir die Spaltung des Peptidsubstrats sind
je nach katalytischem Mechanimus kovalente (Cystein-, Threonin- und Serinproteasen) und
nicht kovalente Wechselwirkungen (Aspartyl- und Metalloproteasen) verantwortlich.
Schechter & Berger (1967) haben eine nach ihnen benannte Nomenklatur fir die einzelnen

Aminosaurereste und deren korrespondierenden Bindungsstellen aufgestellt (Abb. 3).



Proteasen 7

Abb. 3: Schematischer Uberblick zur Nomenklatur von Proteasen mit einem Peptidsubstrat in der
Bindetasche.

Links von der Spaltstelle in Richtung des N-Terminus werden die Aminosdurereste des
Substrats mit Py, P,, P ..., die korrespondierenden Bindungstaschen werden mit S;, Sy, Ss ...,
benannt, wéhrend rechts davon in Richtung des C-Terminus die Reste mit Py, Py, Ps ..., und

die Taschen mit Sy, S», Ss3' ..., bezeichnet werden.

2.1  Aspartylproteasen: ein Uberblick

Die Datenbank MEROPS fasst alle Vertreter der bisher bekannten Proteasen zusammen und
unterteilt sie gemal ihrem katalytischen Mechanismus (http://www.merops.co.uk). Es gibt
455 Vertreter der Aspartylproteasenfamilie (Stand: April 2004). Insgesamt sind bisher 370
Kristallstrukturen von Aspartylproteasen aus unterschiedlichen Spezies (Retroviren, Pilzen,
Saugern, Protozoen, Pflanzen und Fischen) aufgeklart worden und in der PDB veroffentlicht
(Tab. 1); 66 % (243) dieser Beispiele sind mit Aspartylproteasen aus Retroviren bestimmt,
dessen grofiter Anteil HIV-1 Protease Strukturen (211) ausmacht. Nur 15 Kristallstrukturen
(4%) von humanen Aspartylproteasen sind hinterlegt. Die Kristallstruktur von Renin wurde
1992 (Dhanaraj et al.) aufgeklart, gefolgt von Cathepsin D 1993 (Baldwin et al.), Pepsin 1995
(Fujinaga, et al.) und BACE oder B-Secretase 2000 (Hong et al.).
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Spezies Enzymfamilie Quelle Anzahl der PDB-Code mit der
PDB Eintrige hochsten Auflésung

Séduger Pepsin Mensch 3 1QRP
Schwein 7 4PEP

Gastricin Mensch 2 1IHTR

Renin Mensch 7 1HRN

Maus 1 1SMB

Cathepsin D Mensch 3 1LYA

BACE Mensch 1 1FKN

Uropepsin Mensch 1 1FLH
Chymosin Kab 4 3CMS
Fisch Pepsin Dorsch 1 1AM5
Pilze Endothiapepsin E. parasitica 27 1EPM
Penicillopepsin P. janthinellum 14 1BXO
Rhizopuspepsin R. chinensis 5 3APR

SAP’s C. albicans 2 1EAG

C. tropicalis 1 171

Proteinase A S. cerevisiae 9 1DPJ
Mucorpepsin M. pusillus 2 1MMP

R. miehei 2 2ASI

Aspergillopepsin A. phoenicis 1 11BQ

Protozoen Plasmepsin P. falciparum 2 1PFZ
P. vivax 1 1QS8

C. chabaudi 1 model
Pflanzen Phytepsin H. vulgare 1 1QDM
Cardosin C. cardunculus 1 1B5F
Retroviren HIV-1 211 1DAZ
HIV-2 19 1IDA

SIv 6 1AZ5

FIV 4FIV
EIAV 2 2FMB

Tab. 1: Tabellarische Aufstellung von Aspartylproteasekristallstrukturen in unterschiedlichen Spezies:
Abkirzungen: BACE = B-amyloid converting enzyme; SAP’s = secreted aspartic protease;
SIV = simian immunodeficiency virus; FIV = feline immunodeficiency virus; EIAV = equine
infectious anemia virus
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Im Hinblick auf das rationale Wirkstoffdesign konzentrierte sich in den letzten Jahren die
Entwicklung auf Inhibitoren der HIV-1 Protease zur Behandlung der Krankheit AIDS
(acquired immune deficiency syndrom). Weitere interessante Targets fur das rationale
Wirkstoffdesign sind das Renin im Hinblick auf die Behandlung des Bluthochdrucks (Wood
et al., 2003) und die membranstandige Aspartylprotease BACE, die bei dem Fortschreiten der
Alzheimer Krankheit eine entscheidende Rolle spielt (Vassar et al., 1999). Das Design von

Inhibitoren in dieser Arbeit fokussierte sich auf die HIV Protease, Cathepsin D und die (-

Secretase, da flr diese Aspartylproteasen geeignete Bioassays zur Verfugung standen.

2.2 Der katalytische Mechanismus

In der Enzymfamilie der Aspartylproteasen katalysieren zwei Aspartylreste die Spaltung der
Amidbindung des Peptidsubstrats. Die Peptidspaltung verlduft tber den nukleophilen Angriff
eines katalytischen Wassermolekils auf den Carbonylkohlenstoff der zu spaltenden
Amidbindung. Die Elektrophilie dieses Kohlenstoffs wird durch eine Wasserstoffbriicke des
gebundenen Sauerstoffs zu dem rdumlich benachbarten Aspartat erhoht, das zweite Aspartat
polarisiert und fixiert das angreifende Wassermolekil im Raum. Intermediér tritt ein
tetraedrischer Ubergangszustand mit zwei Hydroxygruppen am zentralen Kohlenstoff auf.
Unter Ausbildung einer freien Sdure- und Aminfunktion zerféllt das Peptidsubstrat (Abb. 4).

Abb. 4: Schematische Dargtellung des katalytischen Mechanismus von Aspartylproteasen zur
Spaltung des Peptidsubstrats.
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2.3 Der Entwurf der Ubergangszustandsmimetika

Der Anreiz flr Aspartylproteasen geeignete Inhibitoren zu konzipieren, ergab sich aus der
Idee, den Ubergangszustand mit seiner tetraedrischen Diolform zu kopieren und die
Amidbindung mit einem isosteren, nicht spaltbaren Baustein zu ersetzen. Dieser Baustein
wird als so genanntes Ubergangszustandsmimetikum in die Erkennungssequenz des
peptischen Substrats eingebaut. Bereits vor der Aufklarung der 3D Raumstruktur von
Cathepsin D, Renin oder der HIV Protease, wurden solche Inhibitoren entworfen und konnten
erfolgreich auf ihre Hemmung getestet werden (Agarwal & Rich, 1986; Katoh et al., 1987).
Das klassische Beispiel fir ein solches Peptidomimetikum ist das aus Streptomyces isolierte
Pepstatin 1 (Abb. 5).

(0] (0]
H
N
N
H H
O/\
o /. O

/ILOI_ -Ok

1
Abb. 5: Strukturformel des Pepstatins 1. Im Kasten unterlegt ist der zentrale Statin Baustein zu

erkennen, der Uber Wasserstoffbriicken mit den beiden Aspartylresten interagiert.

Die sekunddre Hydroxyfunktion der unnatirlichen Aminosdure Statin verdrangt das
katalytische Wassermolekul und bildet Wasserstoffbriicken mit den Aspartylresten aus. In den
letzten Jahren sind weitere Ubergangszustandsanaloga mit dem gleichen Inhibitionkonzept fiir

Aspartylproteasen entwickelt worden (Abb. 6).

y OH P OH P/ y OH 09
Z,NW J\/N\H}i 3‘;NM

3 o = B,
Hydroxyethylene Hydroxyethylamln Statin

OH P, OH P/
H H H I

H 5 o)

P, OH O P, o]
Dihydroxyethylen Fluorhydroxyethylen Phosphinat

Abb. 6: Beispiele fiir Ubergangszustandsanaloga zur Hemmung von Aspartylproteasen.
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Jede dieser Baugruppen hat sich bei der Suche nach neuen Hemmstoffen flr verschiedene
Aspartylproteasen bewdhrt. Einen Uberblick Uber die bisher entwickelten Aspartyl-

proteaseninhibitoren bietet der Review von Leung et al. (2000).

2.4 HIV Protease

Im Jahr 1981 traten in Teilen der USA vermehrt Krankheitsfalle auf, bei denen das
Immunsystem unerklérlich versagte. Bei den Betroffenen wurden vor allem das Karposi
Sarkom und eine durch Preumocystis carnii verursachte selten auftretende
Lungenentziindung diagnostiziert (Gottlieb er al., 1981). Zudem wurden andere
opportunistische Infektionskrankheiten beobachtet, die fiir ein gesundes Immunsystem keine
Bedrohung darstellen. Die meisten dieser Félle traten bei homosexuellen Mannern,
Betdubungsmittelabhéngigen und Patienten nach Bluttransfusionen auf. Dies lie Schlisse auf
mogliche Infektionswege zu, zum Beispiel die Ubertragung durch Blut oder andere
Kdorperflissigkeiten. Die neue Krankheit, die tiber einen langeren Zeitraum schlieBlich zum
totalen Versagen des Immunsystems fuhrte, wurde Acquired Immune Deficiency Syndrom
(AIDS) genannt (Barré-Simoussi et al., 1983). Im Jahr 1986 identifizierte man bei diesen
Patienten einen Retrovirus, den Human Immunodeficiency Virus (HIV) als Ursache fur diese
Immunschwache (Coffin et al., 1986). Spater wurden verwandte Viren (sog. SIV) aus
afrikanischen Affenarten isoliert. Aufgrund spezieller Untersuchungen des genetischen
Materials ergab sich ein typischer Stammbaum einander ahnlicher Viren, in dem die HI-Viren
den jungsten Seitenzweig darstellten (Lemey er al., 2003). Diese gliedern sich in die Subtypen
HIV-1 und HIV-2, wobei HIV-2 Uberwiegend in Zentral- und Ostafrika verbreitet ist, HIV-1
dagegen vermehrt in Europa und Nordamerika auftritt. Man geht deshalb heute von einer
Entwicklung aus Vorgéangerviren afrikanischer Primaten aus. Der bedeutsame Wirtswechsel
vom Affen zum Menschen in der jingsten Zeit hat vermutlich nahe den groflen Seen
Ostafrikas stattgefunden. Die weltweite Ausbreitung wurde durch die aufkommende
Globalisierung in der zweiten Hélfte des letzten Jahrhunderts und die relativ lange
Inkubationszeit beglnstigt. Nach Schéatzungen der WHO lebten im Jahr 2003 43 Millionen
Menschen mit dem HI-Virus und 14000 infizieren sich taglich neu. Bis heute sind 28
Millionen Menschen an AIDS gestorben und mehr als 95 % von ihnen hatten keinen Zugang

zu adaquater medizinischer Behandlung.
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2.4.1 Die 3D Raumstruktur der HIV-1 Protease

Seit 1983 wurden intensive Anstrengungen zur Suche nach méglichen Angriffspunkten einer
Therapie gegen den HI-Virus unternommen. 1988 gelang der Nachweis, dass eine viruseigene
Protease die fur die Virusreplikation essentiellen Polypeptidketten in funktionale Einheiten
zerschneidet (Copeland e al., 1988). Im Jahre 1989 konnte mittels Rontgenstrukturanalyse
die 3D- Raumstruktur der HIV-1 Protease geltst werden (Navia et al., 1989 und Wlodawer et
al., 1989). Die HIV-1 Protease erwies sich als ein Mitglied der Familie der Aspartylproteasen
und ist als Homodimer aus zwei identischen, zueinander C>-symmetrischen Ketten aufgebaut.
Die deckungsgleichen Hélften bestehen aus zwei durch 99 Aminosduren zusammengesetzten
Monomeren. Jeweils ein Kkatalytisch aktiver Aspartylrest wird von jedem Monomer
beigetragen. In Abbildung 7 ist zunachst die Kristallstruktur in der Apoform (Spinelli er al.,
1991) dargestellt.

Abb. 7:  Apoform der Kristallstruktur der HIV-1 Protease. In gelb ist schematisch die Tertiérstruktur
des peptidischen Rickgrats mit den C,-symmetrischen Ketten dargestellt. In blau erkennt
man die beiden katalytischen Aspartylreste 25 und 25°. Farbkodiert flr die Atomtypen sind
die in den beweglichen Schleifen eingebauten Isoleucine 50 und 50 °gekennzeichnet.

Bei der Bindung eines Inhibitors legen sich die Schleifen wie ein Deckel Uber die
Substratbindetasche und werden tber ein strukturelles Wassermolekdl, das so genannte ,, flap
water* fixiert. In Abbildung 8 ist diese induzierte Bewegung der Schleifen in der
Kristallstruktur mit dem Inhibitor Pepstatin zu erkennen (Fitzgerald et al., 1990). Die beiden
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Stickstoffatome der Isoleucine 50 und 50" vermitteln uber Wasserstoffbrickenbindungen zum
,flap water* und weiterfuhrend zu zwei Carbonylgruppen des Pepstatins das SchlieRen des
Deckels. An der Unterseite interagiert die Hydroxylgruppe der Statineinheit Uber

Wasserstoffbriicken mit den beiden katalytischen Aspartylresten.

Abb. 8: Darstellung der Kristallstruktur der HIV -1 Protease kokristallisiert mit Pepstatin 1. In gelb ist
die Tertidrstruktur der HIV-1 Protease und in blau die beiden Aspartylreste 25 und 25°
gekennzeichnet. Nach Atomtypen farbkodiert ist der Inhibitor Pepstatin 1 und die Isoleucine
50 und 50" markiert. Das strukturelle Wasser , flap water* ist griin geféarbt. Die Fixierung des
Inhibitors erfolgt Uber ein Wasserstoffbriickennetzwerk, das in gelb dargestellt ist.

Die Fixierung erfolgt zusatzlich durch hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den am Cq-
Atom gebundenen Seitenketten der naturlichen und unnatiirlichen Aminosduren des Inhibitors
und den Sz bis Sy'-Subtaschen der HIV-1 Protease. AuBerdem tragen weitere
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem Peptidrickgrat des Inhibitors und der
Hauptkette der Protease zur Affinitat des Inhibitors bei (Abb. 9).
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Abb. 9: Fixierung von Pepstatin 1 in der Bindetasche vermittelt (ber Wasserstoffbriicken.
Farbkodiert fur die verschiedenen Atomtypen sind die beiden Isoleucine 50 und 50" sowie
der Inhibitor gekennzeichnet. Die Aspartylreste 25 und 25" sind blau gefarbt. In grin sind
die Aminosauren der Hauptkette mit ihren zusétzlichen Wasserstoffbriicken (gelb) zum
Pepstatin zu erkennen.

Pepstatin ist aufgrund seines substratahnlichen, peptidischen Charakters und der zu hohen
molekularen Masse als Wirkstoff ungeeignet. Allerdings waren die Erkenntnisse aus dem
Bindungsmodus von Pepstatin eine unersetzliche Voraussetzung fir das Design von neuen,
hochaffinen Inhibitoren. Der zyklische Lernprozess des strukturbasierten Designs fiihrte bis
heute zur Entwicklung und Marktzulassung von sechs HIV-1 Proteaseinhibitoren mit hoher
oraler Bioverfiigbarkeit. Alle Inhibitoren bilden in analoger Weise wie Pepstatin ein
vergleichbares Wasserstoffbriickennetzwerk und passen sich mit &hnlichen Bindungsmoden
in die Bindetasche der HIV-1 Protease ein.

2.4.2 Der Entwurf hochaffiner HIVV-1 Proteaseinhibitoren

Nach der Veroffentlichung der Kristallstruktur der HIV-1 Protease ergab sich ein Boom im
Hinblick auf den Entwurf potentieller HIVV-1 Proteaseinhibitoren. Aufgrund der enormen
Anzahl publizierten Arbeiten beschrankt sich dieses Kapitel auf die sechs bereits von der
FDA zugelassenen HIV-1 Proteaseinhibitoren: Saquinavir 4 (Parkes et al.,1994; Krohn et al.,
1991) (Abb. 10); Indinavir 5 (Lacy et al.,1996); Nelfinavir 6 (Kaldor ez al.,1995); Amprenavir
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7 (Adkins et al.,1998); Lopinavir 8 (Sham et al.,1998); Ritonavir 9 (Kempf et al.,1995; Lea et
al.,, 1996) (Abb. 11). Das MaBR an Informationen Uber HIV Proteaseinhibitoren ist
unerschopflich. Uber jeden dieser 6 Inhibitoren existiert eine eigene Internetseite.
(Saquinavir: http:// www.invirase.com; Saquinavir in der Verbindung mit Ritonavir:
http://www.fortovase.com; Indinavir: http://www.crixivan.com; Nelfinavir
http://lwww.viracept.com; Amprenavir: http://www.agenerase.com; Ritonavir in Verbindung
mit Lopinavir: http://www.kaletra.com. Zuséatzlich gibt es im Internet wertvolle Informationen
uber  weitere  Proteaseinhibitoren:  http://www.aidsmap.com,  www.aidsmeds.com,
www.hivdent.org, www.treathiv.com u.a.)

Um wenigstens eine kurzen Einblick tber die rasante Entwicklung dieser Inhibitoren zu
geben, soll als Beispiel der Inhibitor Saquinavir 4 herangezogen werden. 4 wurde von der
Firma Hoffmann-La Roche entwickelt und bereits sechs Jahre nach der Aufklarung der
Kristallstruktur der HIV-1 Protease im Dezember 1995 von der FDA in einem beschleunigten
Verfahren zugelassen. Es war der erste HIV-1 Proteaseinhibitor, der in den Markt eingefiihrt
wurde. Da 4 den Nachteil besitzt, durch ein Cytochrom P450 abgebaut zu werden, wird 4
heutzutage in Kombination mit dem ebenfalls hochaffinen HIV-1 Proteaseinhibitor Ritonavir
9 verabreicht. 9 ist zusatzlich ein Inhibitor dieses Cytochroms P450 und erhoht damit den
Plasmaspiegel von 4. Die Entwicklung von 4 begann mit der Bestimmung der Sequenz eines
Heptapeptids 2, das durch die HIV-1 Protease gespalten wird. Der Austausch der Spaltstelle
Phe-Pro durch einen zentralen Hydroxyethylaminbaustein (s. Abb. 6) fiihrte zu einem von
Rich et al (1990) entwickelten Inhibitor 3, der analog zum Pepstatin ein
Ubergangszustandsmimetikum repréasentiert. Durch Verkiirzung der Peptidkette und
Modifizierungen der Aminoséurereste liel} sich in kurzer Zeit der hochaffine (ICso < 1 nM)

und oral verfiighare Inhibitor Saquinavir 4 darstellen (Abb.10).
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Abb. 10: Vergleichende Strukturformeln des Heptapeptids 2, des Ubergangszustandsmimetikums 3
und Saquinavir 4.

Die Konstitutionsformeln der weiteren funf Inhibitoren sind in Abbildung 11 gezeigt.

Indinavir 5 Nelvinavir 6 Amprenavir 7

g Q v ) \N o Q oo =
qﬁrwﬁﬁﬁf <SLOTNNﬂ)rTNVE">—<
Lopinavir 8 Ritonavir 9

Abb. 11: Strukturformeln von Indinavir 5, Nelvinavir 6, Amprenavir 7, Lopinavir 8, Ritonavir 9.

Jeder dieser Inhibitoren besitzt die in Abbildung 6 gezeigten Bausteine und tritt tber die
sekundaren Hydroxylgruppen mit den katalytischen Aspartylresten der HIV-1 Protease in

Wechselwirkung.
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Die Einnahme dieser Inhibitoren as Arznel wird heute innerhalb der so genannten HAART
Therapie (Highly Active Anti-Retroviral Therapy) durchgefiihrt. Hierbei werden zwei
Inhibitoren der viralen reversen Transkriptase und ein Protease Inhibitor eingesetzt. Durch
diese zweigleisige Strategie wird die Bildung von Wirkstoffresistenten Mutationen des Virus
deutlich zurtickgedrangt. Nach wenigen Wochen sinkt die Virenkonzentration im Korper
unter die Nachweisgrenze und der Ausbruch von AIDS wird verhindert, so dass HIV

positiven Patienten tber Jahre ein ,normales” Leben ermdglicht werden kann.

2.5 Cathepsin D

Cathepsin D ist eine humane, intrazellulare Aspartylprotease, die hauptsachlich in den
Lysosomen zu finden ist. Sie spielt bei der Prozessierung und dem Abbau von intrazelluldren
und extrazellul&ren Proteinen eine wichtige Rolle. Cathepsin D liegt in den Golgivesikeln als
Procathepsin D mit einer Grole von 53 kDa als Monomer vor. Die Aktivierung zum
Cathepsin D erfolgt durch eine pH-Wert Erniedrigung in den Lysosomen unter Abspaltung
von 46 Aminosauren (Metcalf & Fusek, 1993). Die Aufreinigung aus der Leber fir die
spatere Kristallisation gelang Gulnik er al. (1992). Klinische Studien haben gezeigt, dass
Cathepsin D bei Brustkrebs tberexprimiert wird und damit zum Tumorwachstum und zur
Metastasierung beitragen konnte (Rochefort er al., 1990). AulRerdem wurde vermutet, dass
Cathepsin D bei der Prozessierung von Antigenen mitwirkt (van Noort & van der Drift,
1989). Bisher ist Cathepsin D als potentielles Drug Target fir eine definierte Indikation kaum
erwéhnt und beschrieben worden. Inhibitionsstudien von Cathepsin D werden meistens im
Zusammenhang mit Inhibitoren anderer Aspartylproteasen (HIV-1 Protease, Plasmepsin,
Renin) veroffentlicht, um Aussagen uber Selektivitaten treffen zu konnen (Wood et al., 2003;
Haque et al., 1999; Nezami et al., 2002; Ohtaka et al., 2003).

2.5.1 Die 3D Raumstruktur von Cathepsin D

Cathepsin D ist in seiner aktiven Form ein 48 kDa groRes Monomer. Es sind bisher nur 3
Kristallstrukturen von Cathepsin D veroffentlicht und in der PDB hinterlegt: PDB-Code:
1LYA beschreibt die Apoform, 1LYB zeigt den Kokristall mit dem Inhibitor Pepstatin 1 bei
pH =5 und 1LYW beschreibt die Struktur, wie sie unter Kristallisationsbedingungen bei pH =
7.5 aufgefunden wird. Unter diesen Bedingungen erfolgte die Kristallisation in der
Raumgruppe P2:2:2; (1LYW), wogegen bei pH = 5 die Raumgruppe P65 (LLYA und 1LYB)
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eingenommen wird. Es sind aber keine wesentlichen Verénderungen in der Tertidarstruktur zu
beobachten.

Die Abbildung 12 zeigt die Uberlagerung der Apoform mit der Raumstruktur in
Kokristallisation mit Pepstatin 1 bei pH = 5.

Abb. 12: Uberlagerung der Apoform (1ILYA: in rot) mit der Kokristallisation von 1 (1LYB: in gelb).
In blau sind die katalytischen Aspartylreste 31 und 231 zu erkennen. Nach Atomtypen
farbkodiert ist die Konformation von 1 in der Bindetasche des Enzyms zu sehen. Die
sekundare Hydroxylgruppe interagiert Uber Wasserstoffbriicken mit den Aspartylresten.

Im Gegensatz zur HIV-1 Protease ist keine induzierte Bewegung von Schleifen zu erkennen.
Die Adressierung von Wasserstoffbriicken zu zwei Carbonylgruppen von 1 verlauft nicht tiber
ein , flap water", sondern wird direkt tber ein Stickstoffatom (Gly 79) des Peptidriickgrats des
Enzyms vermittelt. Zusatzlich beteiligen sich an der Fixierung von 1 auch die
Hydroxylgruppen von Seitenketten der Aminosauren (Abb. 13). Das Tyrosin 205 und Serin
80 bilden mit ihren Hydroxylgruppen zusatzliche Wasserstoffbricken mit den

Carbonylgruppen von 1.
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“Gly79

#. Ser 80

Abb. 13: Fixierung von 1 in der Bindetasche von Cathepsin D. Nach Atomtypen farbkodiert ist 1
markiert. In griin sind die Aminosduren ausgezeichnet, die zur Fixierung von 1 Uber
Wasserstoffbriicken (in gelb) beitragen.

2.5.2 Entwurf von Cathepsin D Inhibitoren

Bereits ohne Kenntnis der Kristallstruktur von Cathepsin D wurden von Rich als Vorreiter der
Idee der Ubergangszustandsmimetika von Pepstatin abgeleitete Peptidomimetika entwickelt
(Rich, 1985). Diese noch sehr substratdhnlichen Inhibitoren mit eingebauten Statinen wurden
erst zehn Jahre spater Uber einen kombinatorischen Ansatz durch Verkirzung der Peptidkette
und Variation der Aminosédureseitenketten optimiert. Einige der Inhibitoren (10 und 11)
zeigten Affinitaten im subnanomolaren Bereich (Lee er al., 1998) (Abb. 14).

oy

10: Ki=1.3nM 11: Ki=5.2 nM

Abb. 14: Strukturformeln von Cathepsin D Inhibitoren 10 und 11.
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2.6  [-Secretase

Mitte der 90iger Jahre wurde die Aspartylprotease [3-Secretase entdeckt, die fur das Auftreten
von neurotoxischen Plaques bei Alzheimer Patienten verantwortlich gemacht wurde (Glenner
et al., 1984). Erst 1999 gab es erste Indizien, dass es sich um eine Aspartylprotease handelt
(Vassar et al., 1999). Die B-Secretase (BACE) ist ein proteolytisches Enzym, das bei der
Prozessierung eines intergralen Membranproteins dem Amyloid Precursor Protein (APP) eine
zentrale Rolle spielt. Die Prozessierung beginnt mit der durch die B-Secretase katalysierten N-
terminalen Abspaltung von 571 Aminoséduren von APP. Die verkirzte Sequenz wird
nochmals durch die membranstdndige y-Secretase in ein 40-42 Aminosdauren grofies
Peptidfragment das Amyloid B (AB) gespalten. Durch Aggregation von A bilden sich die
neurotoxischen Plaques, die im Gehirn von Alzheimer Patienten zu finden sind. Die Hoffnung
besteht, durch die Hemmung der [3-Secretase die Bildung von AB zu unterbinden und somit

ein Fortschreiten der Alzheimer Krankheit zu verhindern.

2.6.1 3D Raumstruktur der B-Secretase

Im Jahre 2000 wurde die 3D Raumstruktur der proteolytischen Doméne dieses Enzyms geldst
(Hong et al., 2000). Bisher ist nur eine Kristallstruktur in der PDB hinterlegt (PDB-Code:
1FKN), die mit dem Inhibitor 12 (OM99-2) kokristallisiert wurde und dessen Statinbaustein
nach dem gleichen Prinzip wie Pepstatin den katalytischen Mechanismus hemmt (Abb. 15
und 16).

O OH 0\ I‘:II/ ,0 NH2 O OH
PRGN
'f' : 0 |'|| E OH : 0 ']' :
N : N : : L N :
Y N \H/\NH
vﬂ*r | o :
(0] H (0] (0] H (0]
(0] OH

Inhibitor 12 (OM99-2)

Abb. 15: Konsgtitutionsformel des kokristallisierten Inhibitors 12 (OM99-2).
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Abb. 16: Die 3D Raumstruktur der [3-Secretase ist dargestellt. In gelb ist die Tertiatrustruktur, in blau
sind die katalytischen Aspartylreste 32 und 228 gekennzeichnet. Nach Atomtypen
farbkodiert ist der Inhibitor 12 zu erkennnen.

Wiederum wird die Affinitdt durch ein Wasserstoffbriickennetzwerk zwischen dem
Peptidriickgrat des Inhibitors und des Enzyms und der Besetzung der Subtaschen des Enzyms

durch die Aminosaurereste von 12 gewahrleistet (Abb. 17).

Asp 32 & 228

Abb. 17: Fixierung von 12 in der Bindetasche der (3-Secretase. Nach Atomtypen farbkodiert ist 12
markiert. In grin sind die Aminosduren, die zur Fixierung von 12 tber Wasserstoffbriicken
(in gelb) beitragen, gekennzeichnet. In blau sind die katalytischen Aspartylreste 32 und 228
markiert.
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Das Threonin 72 legt sich wie ein Deckel Gber das peptidische Riickgrat von 12 und vermittelt
sowohl ber sein Stickstoffatom der Hauptkette als auch ber die OH-Gruppe seiner
Seitenkette Wasserstoffbriicken zu den zwei Carbonylgruppen von 12. Ob das Threonin 72
eine durch die Bindung des Inhibitors induzierte Beweglichkeit &hnlich den Isoleucinen 50
und 50" bei der HIV-1 Protease aufweist, ist aufgrund der fehlenden Apostruktur der [3-

Secretase noch nicht geklart.

2.6.2 Entwurf von Inhibitoren flr die [3-Secretase

Die [-Secretase ist im Gegensatz zu Cathepsin D ein sehr interessantes Target fur die
pharmazeutische Wirkstoffforschung. Zum einen ist die Funktion und die damit verbundene
Ursache der Alzheimer Krankheit nachgewiesen, zum anderen gibt es im Hinblick auf die
demographische Entwicklung in den Industrielandern immer mehr dltere Menschen, die an
dieser neurodegenerativen Erkrankung leiden. Bereits heute ist ein riesiger Markt vorhanden
(15.7 Millionen Menschen weltweit; Lahiri et al., 2002), und er wird in den nachsten Jahren
noch deutlich zunehmen. Eine zusétzliche Herausforderung fur die Entwicklung eines
potentiellen Wirkstoffs ist die Uberwindung der Blut-Hirn Schranke. Der Inhibitor muss nicht
nur hinreichend hydrophile Eigenschaften fiir die orale Bioverfiigbarkeit aufweisen, sondern
auch gentgend lipophil sein, um die Blut-Hirn Schranke passieren zu kénnen. Bis heute sind
mit Hilfe des rationalen Drug Design verschiedene Inhibitoren der (-Secretase entwickelt
worden (John et al., 2003). Vor allen Dingen von Elan Pharmaceuticals in Zusammenarbeit
mit Pfizer sind Inhibitoren mit Hydroxyethylen Ubergangszustandsmimetika vorgeschlagen
worden. Ahnlich wie bei der Entwicklung von Saquinavir 4 begann die Suche nach einem
Minimalsubstrat, dessen Aminoséurekette schrittweise verkirzt und modifiziert wurde (Tung
et al., 2002). Zwar zeigen die bisher vertffentlichten Inhibitoren eine nanomolare Inhibition
in vitro, weisen aber noch zu geringe Penetrationseigenschaften durch die Zellmembran auf,
so dass das pharmakologische Profil und die zu geringe Affinitét dieser Substanzen bisher fur
eine Markteinfiihrung nicht ausreichen (Hom er al., 2003) (Abb. 18).
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Abb. 18: Strukturformel des 3-Secretase Inhibitors 13 : 1Cs, = 30 nM, ECgo = 3000 NM.
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3. Ergebnisse und Diskussion: Aminohydroxysulfone

3.1 Der Entwurf der Aminohydroxysulfone

Basierend auf dem angenommenen katal ytischen Enzymmechanismus wurde die Anordnung
des Ubergangszustands bei dem Entwurf der Aminohydroxysulfone als isostere, nicht
spaltbare Ubergangszustandsmimetika einbezogen. Die Idee, als neuartige Templatstruktur
Aminohydroxysulfone zu verwenden, ist aus Bausteinen von Inhibitoren dreier verschiedener
Aspartylproteasen (HIV-1 Protease, Cathepsin D, [3-Secretase) abgeleitet worden (s. Abb. 19).
So ist in dem von Kim er al. bei Vertex synthetisierten HIV Inhibitor Amprenavir 7 die
Sulfonamid- bzw. in dem von Lee er al. beschriebenen Inhibitor 14 fur Cathepsin D die
Carbamideinheit gegen eine Methylsulfoneinheit ausgetauscht (Lee et al., 1998; Kim et al.,
1995). Bei dem von Ghosh ef al. (2001) verwendeten Inhibitor 15 der [3-Secretase ist die

Carbonylgruppe gegen eine Sulfoneinheit ersetzt.
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Abb. 19: Idee zur Entwicklung von Aminohydroxysulfonen als neuartige Templatstruktur: die Kreise
sollen schematisch die Besetzung der einzelnen Subtaschen S; bis S,” durch die P, bis Py
Seitenketten der Inhibitoren andeuten. Die bei 7, 14 und 15 rot markierten Bereiche wurden
direkt in der neuen Templatstruktur beriuicksichtigt, wobei die rot angegebenen funktionellen
Gruppen in den Referenzverbindungen ein Pendant in den Aminohydroxysulfonen durch die
CH-SO,-Gruppe fanden.
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Im Hinblick auf die Inhibitoren 7, 14 und 15 wurden die Aminohydroxysulfone mit gleichen
bzw. sehr ahnlichen Seitenketten dekoriert, um zu validieren, ob sie als neue Templatstruktur
zur Inhibierung der unterschiedlichen Aspartylproteasen geeignet sind. Eine besondere
Herausforderung bei der Synthese der Aminohydroxysulfone ist es, die drei in der
Templatstruktur enthaltenen Stereozentren mit den erforderlichen relativen Konfigurationen
darzustellen. Durch Entwicklung einer Synthestrategie, die diastereoselektiv ablaufende
Reaktionsschritte beriicksichtigt, konnte mittels 1,2- und 1,3-Induktionen eine native,

peptidanaloge Konfiguration der drei Stereozentren erzielt werden.

3.2 Diastereoselektive Synthesestrategie der Aminohydroxysulfone
3.2.1 Stereoselektive 1,2 Induktion

In der Abbildung 20 sind die ersten beiden Syntheseschritte zum Aufbau der
Aminohydroxysulfone dargestellt. Ausgehend von einem zuvor synthetisierten Alkohol 16
wurde unter den Bedingungen nach Swern zum Aldehyd 17 oxidiert (Marx & Tiddwell,
1984). Unter nicht-chelat-kontrollierten Bedingungen wurde das Racemat des Aldehyds 18 in
separaten Reaktionen mit je drei verschiedenen Alkylmethylketonen (Aceton, 4-
Methylpentan-2-on, 4-(2,4-Dichlorophenyl)-butan-2-on) in einer Aldolreaktion zu je drei -
Hydroxyketonen 18 a-c umgesetzt, wobei eine Diastereoselektivitat zugunsten der S,R bzw.
R,S Konfiguration (de: 92:8 bei Aceton; 94:6 bei 4-Methylpentan-2-on; 94:6 bei 2,4-

Dichlorophenyl-butan-2-on) beobachtet wurde.

OH (0]
BocHN (COcCl), BocHN
DMSO H 0 oA
Br NEt3 Br + )J\R
1 0,
98 % 52-57 %
16 17
R,
OH O OH O
H Me
BocHN\/'\/[kR BocHN
s: R 1 R] S R4 CH,CH(CH,),
BI"\©/_ Br Cl
Z\/g
18 a-c

Abb. 20: Darstellung der B-Hydroxyketone 18 a-c¢ unter nicht-chelatisierter Kontrolle.
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Die Auswahl verschiedener Alkylmethylketone wurde im Hinblick auf die Einfiihrung
spezifischer P, ™-Seitenketten flr die spétere Besetzung der unterschiedlichen S;™-Substaschen
der drei Aspartylproteasen getroffen. Sie sind in Analogie zu den in Abbildung 19
dargestellten Inhibitoren zu betrachten.

Die Deprotonierung der Ketone wurde unter kinetisch kontrollierten Bedingungen zum
geringer substituierten Enolat durchgefiihrt. So muss die Deprotonierung rasch, quantitativ
und irreversibel verlaufen. Diese Bedingungen werden bei der Verwendung von sehr starken
Basen wie z.B. Lithiumdiisopropylamid in einem polaren aprotischen Losungsmittel bei tiefer
Temperatur mit einem Unterschuss an Keton erfillt. Das aprotische Ldsungsmittel ist
notwendig, um einen reversiblen Protonenaustausch zwischen dem Ldsungsmittel und den
Reagenzien zu vermeiden, da sich ein thermodynamisches Gleichgewicht unter Bildung des
héher substituierten Enolats einstellen konnte. Um eine quantitative Deprotonierung zu
gewdhrleisten, wird das Keton im Unterschuss eingesetzt, da es andernfalls selbst als
Protonenquelle im Reprotonierungsgleichgewicht dienen wirde. Die Verwendung von
Lithium als Gegenion ist im Vergleich zu den chelatisierenden Metallen wie Magnesium oder
Titan fir eine nicht-chelat kontrollierte Aldolreaktion geeignet. Um eine diastereoselektive
Kontrolle der Aldolreaktion zur Synthese des gewunschten diastereomerenreinen Produkts zu
erzielen, sind erstmals 1952 von Cram Uberlegungen zur diastereofacialen Differenzierung
eines trigonalen Kohlenstoffatoms, das in a-Position zu einem stereogenen Zentrum liegt,
angestellt worden (Cram et al., 1952). Die Raumhalften eines trigonales Kohlenstoffatoms
wie es in 17 auftritt sind diastereotop und es kann eine bevorzugte Angriffsrichtung des
nucleophilen Enolats anhand der Cramschen Regeln formuliert werden (Cram et al., 1959).
Im Einklang mit den sterischen Faktoren stehen die stereoelektronischen Uberlegungen von
Cherest & Felkin und Anh (Cherest er al, 1968; Anh, 1980). Hiernach erfolgt im
Ubergangszustand eine Stabilisierung der sterisch anspruchvollen Boc-Gruppe mit
senkrechter Orientierung relativ zur einer Ebene durch die Carbonylgruppe von 17. Durch
Wechselwirkung zwischen dem 1e*-LUMO der C=0 Bindung mit dem c"-Orbital der C-N
Bindung wird diese senkrechte Konformation bevorzugt eingenommen (Reetz, 1991). Das
angreifende Enolat addiert unter Wechselwirkung mit dem kleinsten Substituenten Uber eine
Burgi-Dunitz-Trajektorie an das trigonale Kohlenstoffatom von 17 (Blrgi et al., 1974) (Abb.
21).
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Biirgi-Dunitz Winkel

Abb. 21: Darstellung des Ubergangszustands von 17 nach dem Felkin-Anh Modell.

3.2.2 Stereosaektive 1,3 Induktion

Bel Reduktion der B-Hydroxyketons 18 a-c zu den syn-Diolen 19 a-c¢ konnte durch Zusatz
von Tributylboran eine intermolekulare, diastereoselektive Hydridibertragung durch NaBH,4
erzielt werden. Der von Narasaka et al. vorgeschlagene Reaktionsmechanismus verlauft Gber

einen chelat-kontrollierten Ubergangszustand (Narasaka et al., 1984) (Abb.22).

OH OH OH OH
BBu BocHN\/\/\ BocHN

18 a-c : s R RRy R] S 7 SRy
NaBH, : Br

Br
70-76 % \©/

Abb. 22: Darstellung der syn-Diole 19 a-c.

19 a-c

Es bildet sich ein Dibutylboronester des [-Hydroxyketons in einer sesseldhnlichen
Konformation, dessen axiales Wasserstoffatom am C, zur Ketofunktion die Unterseite des
Chelats fir eine Reduktion mit NaBH,4 abschirmt. Der nucleophile Angriff eines Hydrid-
Aquivalents auf die Carbonylfunktion erfolgt fast ausschlieBlich von der Oberseite in einer
Diastereoselektivitat von 99 : 1 (Abb. 23).
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Abb. 23: Darstellung des Ubergangszustands zur asymmetrischen, intermolekularen
Hydridibertragung

3.2.3 Waeitere stereosal ektive Dekoration durch die P, -Seitenkette.

Unter Zugabe von NaH gelang die Cyclisierung zu den Oxazolidinon 20 a-c. Die
Hydroxylgruppe wird deprotoniert und das intermedidr entstehende Alkoholat greift
nucleophil die Carbonylfunktion der Boc-Gruppe an und bewirkt unter Abspaltung von tert-
Butanol einen intramolekularen Ringschluss (lwama er al., 1998). Die Aktivierung der
Zweiten sekundaren Hydroxylgruppe als Abgangsgruppe erfolgte mit
Methansulfonsaurechlorid in die Methansulfonate 21 a-c. Unter Inversion der Konfiguration
wurden in einer Sy2-Substitution die Methansulfongruppen gegen verschiedene Thiolate zu
den Thioethern 22 a-c¢ ausgetauscht. Zur spéteren Adressierung der S,™-Subtaschen der HIV
Protease und Cathepsin D wurden das para-Fluorthiophenolat und fur die 3-Secretase das 2-
Methyl-butanthiolat verwendet. Durch baseninduzierte Ring6ffnung des Oxazolidinons
wurden die B-Aminoalkohole 23 a-c dargestellt (Bolis ez al., 1987) (Abb. 24).
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Abb. 24: Syntheseschema zur Einfiihrung der P,™Seitenkette.

3.2.1 Weitere Dekoration durch Einfuhrung der Po-Seitenkette

23 a-c wurden mit verschiedenen Carbonsauren als Po-Reste mittels des Kupplungsreagenzes
EDC amidiert. Der letzte Schritt zur Synthese der Aminohydroxysulfone war die Oxidation
der Thioether 24 a-e mit m-CPBA zum Sulfon 25 a-e (Abb. 25).

R, O R, O
3{ OH R, 3 OH R,
R,COOH HN : : R F : R
EDC Y s 2 - //s\\/ 2
23a-¢ noBt g : m-CPBA gy : oo
7585 % 75-85 % \©/
24 a-e 25 a-e

Abb. 25: Syntheseschema zur Darstellung der Aminohydroxysulfone 25 a-e.
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Die Tabelle 2 fasst die synthetisierten Aminohydroxysulfone mit den im einzelnen

verwendeten Seitenketten zusammen.

R, R> R3
25a Me 0\\ //0
IS
25b F
o~
25¢ WQ/CI }{©/F o
Cl Br
25d Cl F O
){\/Q/ }{©/ % (o)
Cl
25 ¢ cl F cl
OO
Cl Cl
26 a H
3{\( v
%/O/ ¢ %o
26b 'Y'e
3{\( i
%/@/ © o

Tab. 2: Aufstellung der Aminohydroxysulfone 25 a-e und 26 a-b.
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26 a-b lielen sich aus 25 e durch nucleophile Substitution des Fluoratoms durch die
entsprechenden Amine darstellen. Weiterhin ware eine periphere Dekoration durch den
Austausch des Bromatoms im m-Brombenzylrest gegen Aryl- oder Alkylsubstituenten zu 27

mit Hilfe von Palladium katalysierten Kupplungen maoglich (Wolfe et al., 1999) (Abb. 26).

Me
F R, O N
~
f OH 3{ oH Ry Ry
7N\
O/\O O//\\O

26 a-b

25a
R
3’// 9
OH HN. A A

" =
o

.B / A
HO R /\

5 R5‘
Pd(PPh,), @/
27

Abb. 26: Zusatzliche periphere, orthogonale Dekoration der Aminohydroxysulfone.

3.3 Biologische Validierung der Aminohydroxysulfone
3.3.1 Bestimmung der K; und ICso-Werte

25 a-e und 26 a-b wurden in einem HIV-1 Protease-Assay auf ihre inhibitorische Aktivitat
getestet. Bei der Spaltung eines fluorophorgelabelten Peptidsubstrats durch die HIV-1
Protease wurde der Anstieg der Fluoreszenz in Abhéngigkeit von der Zeit gemessen. Der
ICso-Wert wurde durch Vergleich der Intensitdten mit und ohne Zugabe des Inhibitors

bestimmt. Tabelle 3 fasst die gemessenen K; und I1Cso-Werte zusammen.
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Inhibitor Ki (UM) 1Cs0 (UM)
25a > 40 > 40
25b 0.08 0.14
25 ¢ 3.1 4.5
25d 3.9 5.6
25 e 7.0 10
26 a 0.37 0.53
26 b 0.54 0.79

Tab. 3: Aufstellung der K; und ICs,-Werte der Inhibitoren 25 a-e und 26 a-b.

Die Adressierung der S, bis S,” Subtaschen der HIV-1 Protease ist durch Inhibitoren mit stark
hydrophoben, aromatischen Seitenketten begunstigt. Da die Subtaschen einen sehr,
hydrophoben Charakter aufweisen, scheint die Wechselwirkung mit den relativ kleinen
Alkylresten (Methyl bzw. 2-Pentyl) von 25 a flr eine hinreichende Affinitat zu gering. 25 b
hingegen orientierte sich an der Dekoration des HIV-1 Proteaseinhibitors Amprenavir 7 (s.
Abb. 19). Lediglich das Tetrahydrofuran-Fragment in 7 zur Adressierung der Sp-Subtasche
wurde gegen ein flr diese Tasche optimiertes 2,6-Dimethylphenoxy-Fragment ausgetauscht
(Beaulieu et al., 2000). Der 1Cso-Wert liegt im submikromolaren Bereich. 25 c-e sind zwar
mit grof3en, substituierten, aromatischen Seitenketten ausgestattet, die urspriinglich fiir die
Adressierung der Subtaschen von Cathepsin D vorgeschlagen wurden, zeigen aber trotzdem
eine Hemmung im mikromolaren Bereich. Die nucleophile Substitution des Fluoratoms von

25 a zu 26 a-b mit Aminen verringert die Affinitat zur HIV-1 Protease.

3.3.2 Bindungsaffinitat in Abhdngigkeit von der Stereochemie

Nach der unerwarteten, mikromolaren Hemmung der HIV-1 Protease durch 25 c-e, wurde
uberraschenderweise keine Affintat zum eigentlichen 7arget dem Cathepsin D beobachtet. 25
a-b und 26 a-b wiesen ebenfalls keine Hemmung von Cathepsin D auf. Auch der fiir die (3-
Secretase entworfene Inhibitor 25 a zeigte keine Affinitat in einem [-Secretase Assay. Der
Grund fur dieses Ergebnis ist in den relativen Konfigurationen der Stereozentren am Cy-Atom
des P;-Restes und an der sekundéren Hydroxygruppe zu suchen. Wahrend es bei der HIV-1
Protease eine bevorzugte Bindungsaffinitat der S, R- gegentber S, S-Konfiguration bei der
Leitstruktur der Hydroxylethylsulfonamide gibt, scheint bei Cathepsin D und (-Secretase die

S, 8 Konfiguration flr die Bindung essentiell zu sein. Ein Vergleich von zwei Amprenavir 7
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ahnlichen HIV Proteaseinhibitoren 28 und 29 macht dies deutlich (Vazquez et al., 1995)
(Abb. 27; s. auch Abb. 11). 28 und 29 haben identische Strukturen und unterscheiden sich nur
in der Konfiguration des Stereozentrums an der sekundéaren Hydroxylgruppe. Der I1Cso-Wert
des S, R-Stereoisomers 28 ist jedoch um das fast 30-fache niedriger als der 1Cso-Wert des S,
S-Stereoisomers 29 (Abb. 27).

H : 7 ; S 77\
3 S: R S S:
28: IC50=16 nM 29: IC59= 450 nM

Abb. 27: Strukturformeln von 28 und 29; in rot markiert die Konfiguration der Stereozentren. Die

Affinitatsdaten wurden gegen die HIV-1 Protease vermessen.

Beim Vergleich der Stereoisomeren mit der S, S- gegenuber der S, R-Konfiguration (S-
Konfiguration an der P;-Seitenkette und S-Konfiguration der sekundaren Hydroxygruppe;
Stereozentren im Statinbaustein s. Abb.5) des Cathepsin D Inhibitors Pepstatin 1 zeigte sich,
dass das S, S-Stereoisomer (Kij = 0.5 nM) um ein vielfaches affiner war als das S, R-
Stereoisomer (K;> 100 nM) (Rich er al., 1986). Die Kokristallisation von 1 mit Cathepsin D
gelang nur mit dem hochaffinen S, S-Stereoisomer. Es wird vermutet, dass die
Hydroxygruppe des S, R-Stereoisomer nur Uber eine Wasserstoffbriicke mit einem der beiden
Aspartylreste wechselwirkt (Baldwin er al., 1993). Letztlich wurde der Bindungsmodus des S,
R-Stereoisomers in einer Kristallstruktur aufgrund der geringen Affinitat zu Cathepsin D noch
nicht aufgeklart. Der von Lee er al. (1998) synthetisierte Cathepsin D Inhibitor 14 weist
ebenfalls die geforderte S, S-Konfiguration auf (Abb. 19). Auch die bisher ver6ffentlichten
Inhibitoren der (-Secretase basieren nur auf der S, §- Konfiguration (s. auch Abb. 13 und 19)
(Tung et al., 2002). Inhibitoren, die die R, S oder R, R-Konfiguration bezlglich der beiden
Stereozentren zeigen, sind bisher in der Literatur wenig diskutiert worden, da sie im
Gegensatz zum natlrlichen Peptidsubstrat eine nicht native R-Konfiguration am P;-Rest

aufweisen.

Da die Aminohydroxysulfone 25 a-e und 26 a-b durch die nicht chelat-kontrollierte
Aldolreaktion S, R konfiguriert sind, lasst sich die fehlende Affinitat zu Cathepsin D und [3-
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Secretase trotz der Dekoration mit bereits in der Literatur optimierten Seitenketten mit Hilfe
der Stereochemie erkldren. In Zukunft soll versucht werden, die Aldolreaktion unter Chelat-
Kontrolle mit einem Organotitan-Reagenz durchzufihren, so dass die Stereochemie zur S, S
Konfiguration umgekehrt wird. Wirde bei gleicher Dekoration Affinitat zu Cathepsin D und
der [3-Secretase auftreten, ware der Nachweis fur die Bevorzugung der S, S-Konfiguration

maoglich.

3.3.3 Trennung der S, R, S- und R, S, R-Enantiomere

Da 25 a-e und 26 a-b als Racemate aus der Synthese hervorgingen, ergab sich die Frage, ob
nur ein Enantiomer hochaffin bindet oder beide Enantiomere an der Hemmung der HIV-1
Protease beteiligt sind. Mittels einer chiralen, semiprdparativen HPLC konnte das

racemischen Gemisch von 25 b in seine Enantiomere aufgetrennt werden (Abb. 28).
SEMIPREP. HpPLC ; UNI BASEL

g

R, S, R-Enantiomer S, R, S-Enantiomer Br
von 25b von 25b

2

50 80

Detector A - 1
(220nm)
Retention Time Area Area Percent Height

Abb. 28: Auftrennung des Racematsvon 25 b in seine S, R, S- und R, S, R-Enantiomere. Der griine
und blaue Peak verdeutlichen die UV- Absorption je eines der Enantiomere.

Die Fraktionen, die den grinen und blauen dargestellten Peak entsprechen, stellen jeweils ein
Enantiomer von 25 b dar. Sie wurden getrennt gesammelt und nochmals unter den gleichen

Bedingungen in dem HIV Protease Assay vermessen. Die Stereoisomere von 25 e konnten
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ebenfalls voneinander getrennt werden. Die Inhibitonswerte sind in Tabelle 4

zusammengefasst.
Stereoisomerevon 25 b und 25 e Ki (UM) 1Cso (UM)
S, R, S-Enantiomer von 25 b 0.045 0.085
R, S, R-Enantiomer von 25 b 1.4 2
((2R), 1S, 2R, 4S)-Diastereomer von 25 e 2.9 4.2
((2R), IR, 2S, 4R)-Diastereomer von 25 e > 40 > 40

Tab. 4: Aufstellung der K; und |Cso-Werte der Stereoisomere von 25 b und 25 e.

Obwohl keine Zuordnung getroffen werden kann, welches Enantiomer die hohe Affinitat
aufweist, ist in der Tabelle 4 fir das S, R, S-Enantiomer von 25 b ein K;-Wert von 45 nM
angenommen. Es gibt verschiedene Hinweise, die auf diese Zuordnung hindeuten. Die S, R,
S-Konfiguration ist in Bezug auf das Stereozentrum am P;-Rest und an der sekundéren
Hydroxygruppe mit der S, R-Konfiguration des Amprenavirs (7) identisch. Aullerdem besitzt
das S, R, S-Enatiomer im Gegensatz zum R, S, R-Enantiomer am P;-Rest die native
substratanaloge S-Konfiguration der natirlichen Aminosauren. Zusatzlich stehen diese
Hinweise im Einklang mit Inhibitionswerten, die bei von Amprenavir (7) abgeleiteten
Enantiomeren bestimmt worden sind (Rocheblave ez al., 2002) (Abb. 29).

0__0 NH .0__0O NH
Y 9 % 2 L } 2
o /N\S/E\/N\ o NE N
H IR //s\\ H S S
Crt

(o)
30: ICso= 1.4 UM 31: ICs =12.5 UM

Abb. 29: Strukturformeln von Bioisosteren von 7. Der Unterschied zu 7 besteht im Austausch eines
Kohlenstoffatoms des Phenylalanin durch ein Schwefelatom im P;-Rest; die Konfiguration
der betreffenden Stereozentren sind in rot markiert.

Im Einklang mit den vorherigen Uberlegungen und den gemessenen Werten aus Tabelle 4 ist
das S, R Enantiomer 30 gegenuber dem R, § Enantiomer 31 um das Zehnfache affiner. Um
diese Annahmen zu stutzen und die moglichen Bindungsmoden der Enantiomere von 25 b

abzuschéatzen, wurde ein computergestiitztes Docking durchgefuhrt.
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3.4 Docking der S, R, $- und R, S, R-Enantiomere

Als Referenz fir das Docking wurde die Kristallstruktur der HIV-1 Protease im Komplex mit
Amprenavir 7 verwendet (pdb-Code: 1HPV). Abbildung 30 zeigt einen Einblick in die
Bindetasche der HIV-1 Protease mit dem gebundenen Inhibitor 7 (Kim et al., 1995).

Abb. 30: Einblick in die Bindetasche der Kristalstruktur der HIV-1 Protease im Komplex mit
Amprenavir 7 (in grln). In blau sind die beiden katalytischen Aspartylreste 25 und 25°
und das Asp 30 markiert. Nach Atomtypen farbkodiert sind die beiden Isoleucine 50 und
50" zu erkennen. Das Schlielen der beiden Schleifen wird wiederum durch das ,flap
water* (in blau) vermittelt. Die Wasserstoffbriicken zwischen der sekundéren
Hydroxylgruppe von 7 und Asp 25 und 25" sowie zwischen der Aminogruppe und dem
Asp 30 sind in gelb markiert.

Analog zum Inhibitor Pepstatin 1 ist 7 durch ein vergleichbares Wasserstoffbriickennetzwerk
in der Bindetasche fixiert. Die sekundare Hydroxylgruppe wechselwirkt mit den katalytischen
Aspartylresten 25 und 25°. Die Aminofunktion in para-Position zum Sulfonamid interagiert
mit dem Aspartylrest 30 Uber eine Wasserstoffbriicke. Weiterhin bewirkt das , flap water* das
Schliellen der beweglichen Schleifen Uber ein Wasserstoffbriickennetzwerk zwischen den
Isoleucinen 50 und 50" und der Carbonyl- und Sulfongruppe von 7.

Zum Docking der Enantiomere von 25 b wurde als Scoring-Funktion das Programm

DrugScore verwendet (Gohlke er al., 2000), die einzelnen Docking-Lésungen wurden mit
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AutoDock generiert (Goodsell et al., 1996). In Abbildung 31 ist die Uberlagerung der
Kristallstruktur von 7 mit der berechneten Docking-Losung des S, R, S-Enantiomers von 25

b zu sehen.

7 “Sulfon-

gruppen

\

Abb. 31: Uberlagerung der Kristallstruktur von Amprenavir (7, in griin) und der berechneten Docking-
Losung des S, R, S-Enantiomers von 25 b Nach Atomtypen farbkodiert. Die beiden
katalytischen Aspartylreste 25 und 25" sowie der Aspartylrest 30 sind blau gefarbt.

Eine analoge Anordnung der Docking-Losung mit der Kristallstruktur von 7 ist zu erkennen.
Die Seitenketten des S, R, S-Enantiomers besetzen in vergleichbarer Orientierung die
einzelnen Subtaschen des Enzyms. Die Hydroxylgruppen zeigen in gleicher Weise in die
Richtung der beiden Aspartylreste. Zusatzlich ist eine gute Uberlagerung des peptidischen
Rickgrats von 7 und dem S, R, S-Enantiomer gegeben. Die leichte Drehung des
Sulfonaromaten der Docking-Lésung im Vergleich mit der Kiristallstruktur wird
maoglicherweise durch die unterschiedlichen aromatischen Substituenten in para-Position
verursacht. Durch die Fluorsubstitution des S, R, S-Enantiomers ist es im Gegensatz zur
Aminogruppe von 7 nicht moglich, eine Wasserstoffbriicke zu Asp 30 aufzubauen, so dass
sich keine exakte Uberlagerung der beiden aromatischen P,-Seitenketten ergibt.

Dagegen zeigt die Docking-Ldsung des R, S, R-Enantiomers von 25 b ein vollig anderes Bild
(Abb. 32).
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Abb. 32: Uberlagerung der Kristallstruktur von Amprenavir 7 in griin und der berechneten Docking-
Losung des R, S, R-Enantiomers von 25 b nach Atomtypen farbkodiert. Die beiden
katalytischen Aspartylreste 25 und 25" sowie der Aspartylrest 30 sind blau gefarbt.

Als beste Losung wird eine Platzierung gefunden, in der die vergleichbaren funktionellen
Gruppen von 7 und dem R, S, R-Enantiomer keine rdumliche Nachbarschaft aufweisen.
Sowohl die Hydroxylgruppe als auch die Carbonyl- und Sulfonfunktion des R, S, R-
Enantiomers zeigen in die entgegengesetzte Richtung wie die vergleichbaren Gruppen von 7.
Es ist offen, ob dieser Unterschied in den berechneten Bindungsmoden als ein Hinweis auf die
hohere Bindugnsaffinittdt des S, R, S- gegeniiber des R, S, R-Enantiomers von 25 b

angesehen werden kann.

Einen wirklichen Beweis Uber die eingenommenen Bindungsmoden kann nur eine

Kokristallisation der HIV Protease mit den einzelnen Enantiomeren von 25 b liefern.

3.5 Zusammenfassung und Ausblick: Aminohydroxysulfone

Im Kapitel 3 wurde die Stoffklasse der Aminohydroxysulfone als neue Leitstrukturen zur
Inhibierung der Enzymfamilie der Aspartylproteasen untersucht. Dazu wurde die neue
Leitstruktur mit Seitenketten aus Literatur bekannten Inhibitoren der Aspartylproteasen

Cathepsin D, B-Secretase und HIV-Protease dekoriert. Es wurde eine diastereoselektive
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Synthese zur Darstellung der gewiinschten Konfigurationen fur die neue Templatstruktur
entwickelt. Bei der Hemmung der HIV-1 Protease erzielt das Racemat von Inhibitor 25 b
einen Kj-Wert von 80 nM. Nach Trennung des racemischen Gemischs erwies sich ein
Enantiomer (wahrscheinlich das S, R, S-Enantiomer) als hoch affin mit einem Kj-Wert von 45
nm (Abb. 33). Bei der Testung der Aminohydroxysulfone in einem Cathepsin D und einem [3-

Secretase-Assay konnte keine Inhibition festgestellt werden.

@fww@,\\@

Br
S, R, S-Enantiomer von 25 b

Abb. 33: Strukturformel des affinsten HIV-1 Proteaseinhibitors aus der Rehe der
Aminohydroxysulfone.

Eine mdogliche Erklarung der verschiedenen Affinitdaten der Aminohydroxysulfone zu den
jeweiligen Aspartylproteasen ist in der relativen Konfiguration der Stereozentren zwischen
dem Cqy- Atom am P;- Rest und der Hydroxylgruppe zu suchen. Die , affine* Konfiguration ist

individuell von der betrachteten Aspartylprotease abhangig.

Zukinftige Arbeiten werden sich darauf konzentrieren eine Kokristallisation der HIV-1
Protease mit den getrennten Enantiomeren von 25 b durchzufiihren, um einen Einblick in
ihren Bindungsmoden zu erhalten. Um festzustellen, welches der beiden Enantiomere hoher
affin ist, konnte die Synthese mit dem kommerziell erhéltlichen chiralen Boc-geschiizten S-
Phenylalanin als Ausgangsmaterial beginnen. Die Synthese wirde so erheblich verkirzt und
lieRe sich in Hinblick auf das enantiomerenreine Startmaterial enantioselektiv durchfiihren.
Auf eine spatere aufwendige Enantiomerentrennung kénnte dann verzichtet werden (Abb.
34).
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Abb. 34: enantioselektive Synthese mit dem chiralen Boc-geschitzten S-Phenylalanin als
Augangsmaterial zum Produkt 33.

Um mogliche Cathepsin D und [3-Secretase Inhibitoren zu synthetisieren, misste die
Stereoselektivitat bei der Aldolreaktion unter Chelat-Kontrolle durchgefiihrt werden. Ein
funfgliedriger chelatisierter Ubergangszustand lieRe sich z.B. mit einem Organotitan-Reagenz
erzielen. Hierbei erweisen sich die N, N-Dibenzyl-geschiitzten Aminoaldehyde gegeniiber den
Boc-geschutzten Aminoaldehyden als selektiver (Reetz, 1991; Kempf et al., 1986) (Abb. 35).

Biirgi-Dunitz Winkel
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Abb. 35: Aldolreaktion eines N, N-Dibenzyl-geschiitzten Aminoaldehyds unter Chelat-Kontrolle eines
Organotitan-Reagenz.

Somit lielen sich B-Hydroxyketone mit der flr die Affinitat zu Cathepsin D und [3-Secretase
gewunschten S, S-Konfiguration darstellen (Abb. 36).

(0] OH O
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Abb. 36: Darstellung des 3-Hydroxyketons 35 mit der S, S-Konfiguration.
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4. Ergebnisse und Diskussion: Pyrrolidindimethanamine

4.1  Der Entwurf der Pyrrolidindimethanamine

Die in Kapitel 2 und 3 vorgestellten Inhibitoren fir Aspartylproteasen verfolgen die
klassischen Ideen der Ubergangszustandsmimetika. Hierbei werden (bergangszustands-
analoge Bausteine mit einer sekundédren Hydroxygruppe in die Struktur der Inhibitoren
eingepasst. Die Hydroxygruppe verdréngt ein katalytisch wirksames Wassermolekil und
hemmt durch Ausbildung von Wasserstoffbriicken zu den beiden katalytischen Aspartylresten
die Spaltung des Peptidsubstrats. Die Anwendung dieser Aspartylproteaseinhibitoren hat sich
seit fast zehn Jahren in der Bekampfung der Krankheit AIDS erfolgreich bewéhrt. Allerdings
werden seit einiger Zeit immer h&ufiger Falle des Scheiterns dieser Therapie berichtet
(Romano et al., 2002). Bei einigen Patienten, die bereits zehn Jahre bei arztlicher Kontrolle
unter dieser Therapie stehen, tauchen durch die nicht immer vollstandige Unterdriickung der
Virusreplikation wirkstoffresistente Mutationen auf. Das Ansteigen dieser Mutationsraten
wird durch die enorme Virusreplikation (bis zu 100 Millionen HIV-1 RNA Kopien/ml) und
die nicht immer fehlerfreie Transkription der HIV Protease beglnstigt. Zusétzlich wird die
Situation durch die unzureichende, medizinische Versorgung und Kontrolle in den
Entwicklungslédndern verschérft. Die unregelmaliiige oder falsche Einnahme der Medikamente
tragt zusatzlich zur erfolgreichen Induktion der Mutagenese und folgender Resistenzbildung
bei.

Ein weiteres Problem sind Kreuzresistenzen zwischen den sechs bereits in den Markt
eingefuhrten Inhibitoren, die auf &hnlichen Bindungsmoden in der Bindetasche der HIV-1
Protease beruhen (Ohtaka er al., 2003) (Abb. 11). Ein Ansatz, um die Bildung von
kreuzresistenten Mutationen zu unterdriicken, ist die Entwicklung von neuen so genannten
nicht peptidischen, heterozyklischen Peptidomimetika. Diese Inhibitoren reprasentieren
entweder einen verénderten Bindungsmodus in der Bindetasche oder stabilisieren eine bisher
unbekannte Topographie der Bindetasche in demselben Enzym. Der von Lam et al. (1998)
entwickelte Inhibitor DMP-450 36 und das von Thaisrivongs & Strohbach er al. (1999)
vorgestellte Grindgertst von Tripanavir 37 zeigen ein solches modifiziertes Bindungsmuster
in der Bindetasche der HIV Protease (Abb. 35).
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DMP-450: K; = 0.6 nM 36 Tripanavir: 1Cs=30 nM 37

Abb. 37: Schematischer Uberblick tber die Bindungsmoden von DMP-450 und Tripanavir in der HIV
Proteasebindetasche; die Halbkreise deuten die Adressierung der einzelnen Subtaschen S,
bis S, durch die P, bis P,™-Reste an.

Die Hydroxygruppen von 36 und 37 interagieren wie bei den klassischen Inhibitoren tber
Wasserstoffbriicken mit den katalytischen Aspartylresten. Aullerdem werden durch die in die
hetereozyklischen Grundgeriste eingebauten Carbonylfunktionen die beiden Isoleucine 50
und 50" Uber Wasserstoffbriicken adressiert. Hierdurch wird das ,flap water” aus der
Bindetasche verdrangt und hochst wahrscheinlich ein zusétzlicher Entropiegewinn zur
Affinitat erzielt. Bei 36 wird die bereits bei Amprenavir 7 vorhandene Wasserstoffbriicke
zwischen der Aminofunktion und Asp 30 in den beiden C,-symmetrischen Domanen
ausgebildet. Bei 37 tragt die zusétzliche Besetzung der Sg™-Tasche zur Affinitat bei.
Allerdings ist das pharmakologische Profil von 36 fir eine Markteinfiihrung noch nicht
ausreichend und ist bisher an zu geringer oraler Bioverfugbarkeit in den klinischen Phasen
gescheitert. Tripanavir (37) hingegen ist bereits in der klinischen Phase Il und soll im
néchsten Jahr auf den Markt gebracht werden.

Ein weiteres heterozyklisches Grundgerust wurde bei Inhibitoren der Aspartylprotease Renin
entdeckt. In einem High Throughput Screening (HTS) bei Hoffmann-La Roche wurde ein
Piperidinderivat 38 gefunden, dass in einer Konzentration von 50 uM eine Hemmung gegen
Renin aufweist. Mit Hilfe der kombinatorischen Chemie wurde eine Bibliothek substituierter
Piperidinderivate aufgebaut. Die Struktur wurde bis zu Inhibitor 39 mit nanomolarer Affinitat
optimiert (Vieira et al., 1999). Erst vor kurzem wurde von Vertex ein weiteres endocylisches
Amin als Piperazinderivat 40 fir die Hemmung der B-Secretase vorgeschlagen (Varghese et
al., 2004) (Abb. 38).
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Screening Hit 38 optimiertes Derivat 39 [3-Secretase Inhibitor 40:

Halogen

fiir Renin: 1C50 =50 uM fir Renin: 1Csp= 8 nM Ki <3 uM
Abb. 38: Strukturformeln von endocyclischen Aminen 38-40 zur Hemmung von Renin und [3-
Secretase.

Zunéchst konnte man sich nicht erklaren, warum diese Inhibitoren ohne die bisher flr eine
Hemmung notwendige Hydroxygruppe Affinitdt zu Aspartylproteasen aufwiesen. Die
Kokristallisation von 39 mit Renin enthillte, dass die Adressierung der beiden katalytischen
Aspartylreste durch Wasserstoffbriicken zu den endocyclischen Aminfunktionen aufgebaut
wurde. Zusatzlich stabilisierte 39 eine bisher unbekannte und nur bei diesen Inhibitoren
beobachtete konformative Adaption der Protease unter Offnung einer neuen Tasche (Giiller et
al., 1999).

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Strategie entworfen, das Prinzip des endocyclischen
Grundgerusts von 39 auf die Pyrrolidindimethanamine zu Ubertragen. Zusétzlich flossen die
strukturellen Erkenntnisse Uber eine gezielte Inhibierung der HIV Protease durch den
klassischen Inhibitor Amprenavir 7 in das weitere Design der Pyrrolidindimethanamine mit
ein. In Abbildung 39 werden schematisch die flrr das Design der Pyrrolidindimethanamine

wichtigen Wechselwirkungen von Amprenavir 7 und dem Piperidinderivat 39 dargestellt.
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dekoriertes Pyrrolidindimethanamin 41 zur Inhibierung der HIV Protease

Abb. 39: Vorgeschlagene Fixierung des dekorierten Pyrrolidindimethanamins 41 in der Bindetasche
der HIV Protease. Das protonierte endocyclische Amin adressiert Uber Wasserstoffbriicken
die beiden Aspartylreste 25 und 25°. Die Carbonyl- und Sulfonylfunktion bilden ein
Wasserstoffbriickennetz mit dem ,flap water* und den Isoleucinen 50 und 50°. Die
Besetzung der Subtaschen S, bis S,” der HIV Protease gelingt durch Ubertragung der
optimierten Seitenketten P, bis P,"aus 7 auf das endocyclische Grundgerist. Die Halbkreise
stellen schematisch die Adressierung der einzelnen Substaschen dar.
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Zusammenfassend sind funf fur die Proteinbindung essentielle, strukturelle VVoraussetzungen

an die Stoffklasse der Pyrrolidindimethanamine zur Inhibition der HIV-1 Protease zu richten.

1. Im Zentrum wird ein protoniertes, endocylisches Amin zur Adressierung der

katalytisch wirksamen Aspartylreste 25 und 25" verlangt.

2. Eine Carbonyl- und Sulfonylfunktion dient zur Adressierung eines
Wasserstoffbriickennetzwerkes tber das ,flap water* zu den beiden Isoleucinen 50
und 50"

3. Dekoration des Pyrrolidingrundgeriists mit bereits optimierten Seitenketten des

Inhibitor 7 zur Adressierung der Subtaschen S, bis S, der HIV Protease.

4. Kovalente Verknupfung des P, zur P;-Seitenkette Uber eine Amidbindung bzw. des

P17 zur P,™-Seitenkette Uber eine Sulfonamidbindung.

5. trans-Konfiguration der P, und P;-Seitenketten relativ zu den P;”und P,™-Seitenketten
uber das Pyrrolidingrundgerist im Einklang mit einer substratanalogen Konformation

des peptidischen Riickgrats.

4.2 Diastereoselektive Synthesestrategie der Pyrrolidindimethanamine

Die ersten sechs Syntheseschritte beinhalten die Darstellung des Aldehyds 47. Dies ist der
erste  zentrale Baustein, der als Einstieg zur Synthese unterschiedlicher
Pyrrolidindimethanamine mit selektiver Adressierung von verschiedenen Mitgliedern aus der
Aspartylproteasefamilie dienen kann. Der erste Syntheseschritt ist eine 1,3-dipolare
Cycloaddition aus trans-Diethylfumarat als Dipolarophil und einem Azomethin-Ylid aus
Formaldehyd und N-Benzylglycin als Dienophil. Die Reaktion verlauft als konzertierte [;4s +
2s]-Cycloaddition und ist in Bezug auf das Dipolarophil eine stereospezifische syn-Addition
unter Beibehaltung der rrans-Konformation des Diethylesters. Unter saurer Aufarbeitung wird
das gebildete Pyrrolidingrundgerust zu 42 decarboxyliert. Durch reduktive Entfernung der
Benzylgruppe mittels Ho/Pd wird die Aminfunktion zu 43 freigesetzt und anschlieBend mit
der Boc-Gruppe zu 44 geschitzt. Die Reduktion des Diethylesters gelingt mit LiBH, zum
trans-Diol 45. Der selektive Schutz nur einer Hydroxygruppe erfolgt durch langsame,
sukzessive Zugabe von TBDMSCI in absolutiertes THF. Im letzten Schritt wird unter den
Bedingungen nach Swern die zweite Hydroxygruppe zum Aldehyd 47 oxidiert (Marx &
Tiddwell, 1984) (Abb. 40).
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Abb. 40: Darstellung der sechs Syntheseschritte bis zum Aldehyd 47.

Die nachsten synthetischen Schritte beschreiben exemplarisch die weitere Umsetzung von 47
mit ausgewdhlten Seitenketten zur Dekoration des Pyrrolidindiemethanamins 41. Die
Synthese beginnt mit der reduktiven Aminierung des Aldehyds 47 mit Benzylamin und
NMe4sHB(OAC)s. Hierbei ist die Nucleophilie des Hydrid Anions durch elektronenziehende
Acetatgruppen des Bors so vermindert, dass nur das intermediér entstehende Imin zum Amin
48 reduziert wird (Abdel-Magid et al., 1996). Durch saure Aufarbeitung konnte gleichzeitig
die Silylschutzgruppe entfernt werden und 48 in einer Ausbeute von 57 % isoliert werden.

AnschlieBend wurde mit (2,6-Dimethyl-phenoxy)-essigsaure unter Zugabe von EDC und
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HOBt zu 49 amidiert. Die Hydroxygruppe wurde wiederum unter Swern Bedingungen zum
Aldehyd 50 oxidiert (Abb. 41).

H (;\/OWOH
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\
boc
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57 %
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Abb. 41: Dekoration des Pyrrolidingrundgerists mit Po-und P;- Seitenketten zur Adressierung der Sp-
und S;-Subtaschen der HIV Protease.

Die Verbindung 50 dient als zweiter zentraler Baustein zur Einflhrung der P;™- und Py~
Seitenketten an das Pyrrolidingrundgerist. Durch die Umsetzung von 50 mit Isobutylamin
und NMe4sHB(OAC); lasst sich in einer weiteren reduktiven Aminierung das sekundare Amin
57 darstellen. Nach Amidierung von 57 unter Zugabe von Sulfonylchlorid ist die Dekoration
mit flr die Subtaschen S, bis S,” der HIV Protease optimierten Seitenketten abgeschlossen.
Im letzten Schritt wird mit HCI in Dioxan die Boc-Gruppe abgespalten und es entsteht das
Hydrochlorid des Pyrrolidindimethanamins 41 (Abb. 42). 41 wurde aufgrund der
asymmetrischen Dekoration der beiden Seiten des Pyrrolidingrundgerists als Racemat mit der

S, S bzw. R, R-Konfiguration dargestellt.
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Abb. 42: Dekoration des Pyrrolidingrundgerlsts mit P, ~und P,™ Seitenketten zur Adressierung der
S;~und S,-Stubtaschen der HIV Protease. Es ensteht das Hydrochlorid des
Pyrrolidindimethanamins 41 als Endprodukt.

Es besteht die Mdglichkeit mit dem zentralen Baustein 47 Uber einen kombinatorischen
Ansatz eine Bibliothek der Pyrrolidindimethanamine aufzubauen, die fir jede
Aspartylprotease mit selektiven Seitenketten ausgestattet wird. Ausgehend von dieser
Synthese wurde in Kooperation mit der Firma Bayer in Wuppertal eine kleine Bibliothek von
Pyrrolidindimethanaminen mit fur die Aspartylprotease Cathepsin D optimierten Seitenketten
synthetisiert. Zwei Vertreter (53 und 54) aus dieser Bibliothek wurden in einem Cathepsin D
Assay in Marburg vermessen (Abb. 43). Hierbei orientierte sich die Dekoration an dem
bereits bekannten Cathepsin D Inhibitor 14 (Abb. 19).

o h Q} SER-0%

53 54

Abb. 43: Strukturformeln der neuen Leitstruktur der Pyrrolidindimethanamine mit einer fiir Cathepsin
D optimierten Dekoration.
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4.3 Biologische Testung der Pyrrolidindimethanamine

In Tabelle 5 sind die Inhibitionskonstanten der Verbindungen 41, 53 und 54
zusammengefasst. Die Inhibitoren wurden jeweils sowohl in einem Cathepsin D als auch in
einem HIV Protease Assay in Hinblick auf ihre Affinitat getestet.

Substanznummer ICso HIV Protease [UM] ICs0 Cathepsin D [uM]
41 2.2 > 40
53 19.8 1.5
54 22.1 23

Tab. 5: Zusammengestellte 1Cs-Werte der fir die HIV Protease und Cathepsin D dekorierten
Pyrrolidindimethanamine 41, 53 und 54.

Aus Tabelle 5 ist ersichtlich, dass die Selektivitait der Affinitdt zur jeweiligen
Aspartylprotease von der Auswahl geeigneter Reste abhéngig ist. Der Inhibitor 41 zeigt
mikromolare Affinitat zur HIV Protease. Die Dekoration des Pyrrolidingrundgerists lehnte
sich an den HIV Proteaseinhibitor 7 an. 53 und 54 hingegen weisen eine 20-fach hdhere
Affinitat zu Cathepsin D auf; als eine Dekoration wurden Seitenketten analog dem Cathepsin
D Inhibitor 14 verwendet. Ob der Inhibitor 41 den in Abbildung 39 vorgeschlagenen
Bindungsmodus einnimmt, lasst sich nur durch eine Kokristallisation mit der HIV Protease
beweisen. Die Hemmung zweier Aspartylproteasen bei Verwendung desselben Grundgerists
ist ein erster Hinweis darauf, dass die Pyrrolidindimethanamine mdglicherweise als neue,
breit anwendbare Leitstruktur zur Adressierung von Aspartylproteasen darstellen konnten.

Trotz der Dekoration mit optimierten Seitenketten aus dem nanomolaren Inhibiors 7 liegt die
Affinitat von 41 nur im mikromolaren Bereich. Vermutlich gelingt mit dem verwendeten
Grundgerust noch keine optimal an die Geometrie der Bindetasche angepasste Platzierung der

Seitenketten.

4.5 Docking des S, S-Enantiomers

Um eine Vorstellung von der moglichen Bindungsgeometrie von 41 zu erhalten, wurde ein
computergestutztes Docking durchgefihrt. Als Referenz fiir das Docking wurde wiederum die

Kristallstruktur der HIV-Protease in Komplex mit Amprenavir 7 gewéhlt (Abb. 30).
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Exemplarisch soll hier die Docking-Ldsung des S, S-Enatiomers von 41 diskutiert werden
(Abb. 44).

Abb. 44: Uberlagerung der Kristallstruktur von Amprenavir 7 in der Bindetasche der HIV Protease (in
grun) und der Docking-Ldsung des S, S-Enantiomers von 41 (nach Atomtypen farbkodiert).
Die Platzierung der Seitenketten zur Adressierung der Subtaschen S, bis S,”von 41 steht im
Einklang mit 7 (Subtaschen sind schematisch wei3 markiert). Die einzige Abweichung zeigt
sich in der entgegengesetzten Orientierungen der Sulfongruppen von 41 und 7 (durch den
weilRen Pfeil angedeutet).

In weiten Teilen des Geriists ergibt sich eine strukturanaloge Uberlagerung von 7 mit 41. Es
werden die einzelnen Subtaschen durch die vier Seitenketten von 41 ausgefillt. Im Vergleich
zur Orientierung der Sulfonamidgruppe in 7 nimmt die Sulfonamidgruppe in 41 eine deutlich
abweichende Position mit entgegengesetzten Orientierungen an. Die Konsequenzen des
Wegdrehens der Sulfonamidgruppe sind in der Abbildung 45 im Hinblick auf die Ausbildung

der Wechselwirkungen von 41 mit der Protease zu erkennen.
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Abb. 45: Fixierung der Docking-Losung von 41 in der Bindetasche der HIV Protease. Die
katalytischen Aspartylreste (in blau) werden (ber Wasserstoffbriicken analog der
Hydroxylgruppe von 7 durch die Aminfunktion des Pyrrolidins adressiert. Die Ausbildung
eines Wasserstoffbriickennetzwerkes zum ,flap water® (in blau) ist nur mit der
Carbonylgruppe des Rickgrats von 41 maéglich, wahrend die Sulfongruppe eine Position
einnimmt, die keine solche Wechselwirkung zum , flap water* erlaubt.

Der vorgeschlagene Bindungsmodus der Docking-Losung von 41 zeigt wesentliche Merkmale
des Wasserstoffbriickennetzes von 7. Die Aminfunktion des Pyrrolidingrundgerists
interagiert in vergleichbarer Weise wie die Hydroxygruppe von 7 Uber Wasserstoffbriicken
mit den Kkatalytischen Aspartylresten der HIV Protease. Allerdings lasst sich nur Uber die
Carbonylgruppe von 41 ein Wasserstoffbruckennetz von den Isoleucinen 50 und 50" tber das
,flap water* aufbauen, da die Sulfongruppe eine entgegengesetzte Orientierung bezogen auf
die gleiche Gruppe in 7 einnimmt. Ob die fehlende Wasserstoffbriicke als ein Grund flr den
Affinitatsunterschied zwischen 41 und 7 gewertet werden kann, bleibt offen. Um eine
Antwort uber den wirklichen Bindungsmodus von 41 zu erhalten, wurde die Kristallstruktur
der HIV-1 Protease in einer Auflésung von 2.35 A im Kokristall mit 41 aufgeklart. Allerdings
zeigte die berechnete Elektronendichte von 41 in der Bindetasche der HIV Protease bisher
eine zu gering detaillierte Auflésung, so dass fur 41 noch kein in die Elektronendichte

eingepasster Bindungsmodus vorgeschlagen werden kann.

Aus der vorgeschlagenen Docking-L6sung von 41 ergab sich die Idee, das Rickgrat des

Inhibitors zu verkiirzen, um so die Platzierung der Seiteketten P, und P; bzw. P, und Py~
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durch eine weniger distante Verknupfung an das Pyrrolidingrundgerlst gegenseitig
anzunahern (Abb. 46).
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Abb. 46: Der Benzylrest von 41 soll vom amidischen Stickstoffatom (blau) auf den benachbarten
Methylenkohlenstoff verschoben werden, gleichzeitig erfolgt eine Ubertragung des
Isobutylrests sowie der Sulfongruppe vom rot markierten Stickstoff auf den
Methylenkohlenstoff, wodurch eine Anndherung an das Pyrrolidingrundgeriist erzielt wird.
Die in 55 eingebrachten Stereozentren sind rot umrandet.

Um zu validieren, ob der verkiirzte Abstand der Seitenketten die Adressierung der Subtaschen
begunstigt, wurde wiederum ein computergestutztes Docking mit der Kristallstruktur von
Amprenavir 7 als Referenz durchgefiihrt (Abb. 47). Hierbei wurde das in Abbildung 46

dargestellte S, S, S, S-Enantiomer von 55 verwendet.

S»
Sy’
i, Sulfon
N * gruppen

C—

Abb. 47: Uberlagerung der Kristallstruktur von Amprenavir 7 in der Bindetasche der HIV Protease (in
grin) und der Docking-Losung des S, S, .S, S-Enantiomers von 55 (nach Atomtypen
farbkodiert). Die Platzierung der Seitenketten zur Adressierung der Subtaschen S, bis S, ist
analog zu 7 (Subtaschen sind schematisch weil3 markiert). Die Sulfongruppen von 55 und 7
weisen eine vergleichbare Orientierung auf (als weil3er Pfeil markiert).
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Als Docking-Losung ergibt sich eine nahezu exakte Uberlagerung von 55 mit Amprenavir 7.
Die einzelnen Subtaschen werden durch 55 in vergleichbarer Weise besetzt. Die Sulfongruppe
weist im Gegensatz zu Inibitor 41 jetzt die gleiche Orientierung zur Sulfonamidgruppe in 7
auf. Somit sollte sich 55 in ein analoges Wasserstoffbriickennetz wie Amprenavir 7 in die
Bindetasche der HIV Protease einbinden lassen (Abb. 48).

Ile 50 & 50°

Asp 25 & 257

Abb. 48: Fixierung der Docking-Ldosung von 55 in der Bindetasche der HIV Protease. Die
katalytischen Aspartylreste (in blau) werden weiterhin ber Wasserstoffbriicken analog
der Hydroxylgruppe von 7 durch die Aminfunktion des Pyrrolidins adressiert. Die
Ausbildung eines Wasserstoffbriuckennetzwerkes zum , flap water* (in blau) ist sowohl
mit der Carbonylgruppe als auch mit der Sulfongruppe von 55 mdéglich.

Das Stereoisomer 55 scheint die geeignete Geometrie zur Inhibition der HIV-1 Protease zu

besitzen.

4.5 Synthesevorschlag zu Verbindung 55

Ein erster Einstieg zur Synthese von 55 ergab sich aus der Verwendung des bereits
synthetisierten zentralen Bausteins 47 (Abb. 40). Der Aldehyd 47 wurde im Gegensatz zu
Abbildung 41 nicht mit einem Amin, sondern mit einem Grignard-Reagenz umgesetzt. Mit
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diesem ersten Schritt gelang die Ubertragung des Isobutlyrests auf den benachbarten

Methylenkohlenstoff in a-Position zum Pyrrolidingrundgerist (Abb. 49).

TBDMSO =0
% TBDMSO SwoH
By R
N

boc —_— 'Il
boc

47 56
Abb. 49: Darstellung von 56 durch Umsetzung von Baustein 47 mit einem Grignard-Reagenz.

Die Frage nach dem kontrollierten Einbringen der korrekten Stereochemie lie3 sich hingegen
bisher nicht beantworten. Die sekunddre Hydroxylgruppe von 56 liele sich zum
Methansulfonat umsetzen, durch Thiophenolat substituieren und zum Sulfon 57 oxidieren.
Umsetzung von 57 zum Aldehyd 58 und eine erneute Grignard-Reaktion zu 59 wirde die

vorgeschlagene, verkirzte Distanz der Seitenketten abschliel3en.

TBSDMO’b;

N

57 58 59

Abb. 50: Synthesevorschlag zur verkirzten Distanz der Seitenketten an das Pyrrolidingrundgerdist.

Zukinftige Arbeiten werden Kkldaren, ob dieser Synthesevorschlag eine erfolgreiche
Maglichkeit zur Darstellung von 55 darstellt.
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4.6 Zusammenfassung und Ausblick: Pyrrolidindimethanamine

Im Kapitel 4 dieser Arbeit wurden die Pyrrolidindimethanamine as neue Leitstruktur zur
Inhibierung von  Aspartylproteasen vorgestellt. Es wurde eine Strategie zur
diastereoselektiven  Synthese unter Darstellung und Dekoration des neuen
Pyrrolidingrundgerists entwickelt. Die Inhibitoren 41, 53 und 54 in Tabelle 5 zeigen, wie
durch gezielte Variation der Seitenketten am Pyrrolidingrundgeriist unterschiedliche

Affinitaten gegentber Cathepsin D und der HIV Protease erreicht werden kdnnen.

o_-'-—
K ° o
Br \
@ % O o % Q:
41: 1C50=2.2 uM (HIV Protease) 53 : IC5p=1.5 puM (Cathepsin D)

Abb. 51: Strukturformeln der Inhibitoren 41 und 53.

Obwohl den Inhibitoren 41 bzw. 53 analoge Seitenketten wie in 7 bzw. 14 angefligt wurden,
ist nur eine Inhibition im mikromolaren Bereich zu beobachten. Hinweise zur mdglichen
Begrundung dieses Affinitatsunterschieds und Ideen zur Weiterentwicklung der neuen
Leitstruktur lieBen sich aus Docking Studien ableiten. Durch eine verkdrzte Distanz zwischen
der P; und P;™-Seitenkette in der Reihe der Pyrrolidine ware eine bessere Adressierung der
Taschen moglich. Der Synthesevorschlag aus Kapitel 4.5 konnte ein Zugang zur Darstellung
des Inhibitors 55 mit einer verkirzten Distanz der Seitenketten an das Pyrrolidingrundgerist
abgeben. Mdoglicherweise kann aber durch eine unzureichende diastereoselektive Kontrolle
der Grignard-Reaktion das Zielmolekil wegen der groRen Zahl von stereogenen Zentren zu
komplex werden. Zur Vereinfachung der Stereochemie der Zielverbindung unter
Beibehaltung der verkirzten Distanz zwischen den Seitenketten soll zukiinftig der Austausch
der zum Pyrrolidinring benachbarten, stereogenen Zentren gegen Stickstoffatome

vorgenommen werden (Abb. 52).
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55 60

Abb. 52: Austausch der rot umrandeten Stereozentren von 55 durch Stickstoffatome in 60

Eine denkbare Synthese beginnt mit dem kommerziell erhéltlichen Pyrrolin 61. Nach der
Schitzung der NH-Funktion mit der Boc-Gruppe wird die Doppelbindung mit m-CPBA zu 62
epoxidiert. Die Offnung des Epoxids mit NaNs erfolgt von der sterisch weniger gehinderten
konvexen Seite des Ringsystems zur frans-Konfiguration zwischen dem Azidrest und der
sekundaren Hydroxylgruppe zu 63. Unter Zusatz von Triphenylphosphin gelingt unter
Bedingungen nach Mitsonubu die intramolekulare Cyclisierung zum Aziridin 64 (Mitsunobu,
1981). Mit einem Uberschuss an Dibenzylamin unter Zusatz von BF3 sollte sich das Aziridin
wiederum von der sterisch weniger gehinderten konvexen Seite zur Verbindung 65 getffnet
(Ho et al., 1993). Das substituierte Pyrrolidin 65 besitzt als zentraler Baustein die geeigneten
Voraussetzungen zum Aufbau einer kombinatorischen Bibliothek. Das freie primére Amin
lieBe sich leicht mit Aldehyden mittels reduktiver Aminierung oder Substitution mit
Halogenalkylen unter anschlieBender Amidierung zu 66 derivatisiern. Unabhangig vom
endocyclischen Boc-geschitzten Amin lassen sich reduktiv mit Ho/Pd die Benzylgruppen des
zweiten Amins 67 entfernen. Nach der Dekoration dieser Aminofunktion zu 68 ware der
letzte Schritt die Abspaltung der Boc-Gruppe mit HCI/Dioxan zu 69 (Abb. 53).
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Abb. 53: Synthesevorschlag zum neuen, verkirzten Pyrrolidingrundgerist 69.

Das Pyrrolidingrundgerist 69 lieRe sich beliebig mit den selektiven Seitenketten z. B. fir die
[3-Secretase oder Cathepsin D dekorieren (Abb. 54, siehe auch Abb. 18 und Abb. 19).



Ergebnisse und Diskussion: Pyrrolidindimethanamine 59

Cl

-n

N
(o]
(@) \ o
N \N Br N SN
o) o \ o)

+ +
N N

Pr,N /\
2 H H Meo  omeH H
CI_ CI
70 Dekoration analog zu 13 71 Dekoration analog zu 14

Abb. 54: Dekoration des Pyrrolidingrundgeriists mit bereits optimierten Seitenketten aus den
Inhibitoren 13 bzw. 14 fiir die 3-Secretase bzw. Cathepsin D.
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5 Material und Methoden

5.1 Chemikalien und Sidulenmaterialien

Die benodtigen Chemikalien wurden von den Firmen Sigma-Aldrich (Seelze), Roth
(Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Merck (Darmstadt) bezogen. Die Restriktionsenzyme
und die DNase (Benzonase, 250 units/pl) wurden bei der Firma Sigma-Aldrich
(Biochemikalien, Seelze) bestellt. Die verwendeten S&ulenmaterialien (Q-Sepharose
Anionenaustauscher, S-Sepahrose Kationenaustauscher) stammten von Amersham Pharmacia
Biosciences (Uppsala, Schweden). Das Fluoreszenz-markierte Peptidsubstrat der HIV
Protease wurde von der Firma Bachem (Bubendorf, Schweiz) geliefert. Der Vektor mit der
HIV Protease Sequenz (wild type) wurde freundlicherweise vom pharmazeutisch-chemischen
Institut der Universitat Uppsala (Schweden) zur Verfugung gestellt.

5.2 Biochemische Methoden zur Darstellung der HIV Protease
5.2.1 Medien

Vor der Benutzung zur Kultivierung von E.coli wurden die Medien autoklaviert (30 min,
121°C, 1,3 bar). Zur Verwendung als Ndhrmedium wurden 1.5 % (w/v) Agar hinzugegeben.
Danach wurden die Medien mit einer steril filtrierten Ampicillin-Stammldsung (100 mg/ml in
aqua bidest.) bei einer Verdinnung von 1:1000 auf eine Endkonzentration von 100 pg/ml

Medium versetzt.

LB-Medium: 1.0 % (w/v) Bacto Trypton, 0.5 % (w/v) Hefeextrakt, 0.5 % ( w/v) NaCl

5.2.2 Ligation und Transformation

Die DNA Sequenz der wild type HIV-1 Protease aus 297 Basenpaaren (99 Aminoséuren)
wurde in das aus 5677 Basenpaaren bestehende pET1la Plasmid der Firma Novagen
zwischen die Restriktionsschnittstellen der Restriktionsenzyme BAMHI und NDEI ligiert.
pET11a diente als Expressionsvektor und 10 ng wurden mit 200 pl BL21(DE3) kompetenten
Zellen in Ampicillin-freiem Nahrmedium mittels Elektroporation transformiert. Die Zellen
wurden 1 h bei 37°C inkubiert und dann in Aliquots von 50 pl auf ampicillinhaltige

Selektions-Agar-Platten ausgestrichen und 16 h bei 37°C bebriitet.
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5.2.3 Plasmid Mini-Praparation

Es wurden zehn Kolonien ausselektiert und mit je 12 ml LB-Medium mit 100 pg/mi
Ampicillin 16 h bei 37°C inkubiert. Eine Plasmid Mini-Préparation von allen Kolonien wurde
mit dem QIAprep Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) analog dem beigefiigten Protokoll
durchgefuhrt. Die Zellen wurden lysiert, neutralisiert und die DNA von denaturierten
Zellbestandteilen durch Zentrifugation gereinigt. Der Uberstand wurde auf eine
Anionenaustauschersaule aufgetragen und unter spezifischen Pufferbindungen nur die
Plasmid-DNA an die Saule gebunden. Nach dem Waschen wurde die Plasmid-DNA mit dest.
Wasser eluiert. Ein doppelter Restriktionsverdau der Plasmid-DNA mit BAMHI und NDEI
wurde durchgefiihrt und mittels Interkalation von Ethidiumbromid wurden in einem
Agarosegel die erwarteten DNA-Fragmente (297 bp und 5677 bp) detektiert. Die
Transformation war in allen 10 Kolonien erfolgreich. VVon jeder Kolonie wurden 60 %-ige
Glycerol Stamm-Losungen der kompetenten Zellen (100 pl) angelegt, mit flussigem

Stickstoff schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt.

5.2.4  Kultivierung und Uberexpression der HIV Protease

Zunachst wurde eine Ubernachtkultur bei 37°C mit 4 x 15 ml der E.coli in ampicillinhaltigen
LB-Medium (100 pg/ml) angezogen. 4 x 1.5 | eines LB-Mediums mit 100 pg/ml Ampicillin
wurden mit den Ubernachtkulturen angeimpft. Nach 5 h Kultivierung bei 37°C wurde bei
einer ODgyo Von 1.0-1.4 mit 1 mM IPTG induziert. Nach weiteren 4 h der Uberexpression
wurden die Zellen bei 8000 U/min (20 min, JA-10-Rotor, 4°C, Beckmann Zentrifuge)
abzentrifugiert und das Zellpellet bei -80°C eingefroren. Der ODgyo Stieg wéhrend der

Expression nur leicht auf 1.8-2.1 an, da die exprimierte HIV Protease fir E.coli toxisch ist.

5.2.5 Isolierung und Reinigung der Einschlusskérper (Inclusion Bodies)

Die Zellen (ca. 5 g) wurden in 25 ml Puffer 1 suspendiert und bei 4°C mit einem Ultraturrax
homogenisiert. Zur Zellsuspension wurden anschlieRend zur Zerstérung der Zellwand 1.5 mg
pro 1 g Zellen Lysozym gegeben, fir 30 min bei 4°C inkubiert und mit einer French Press (3
X 980 bar) oder durch Ultraschallbehandlung (Branson Sonifier 250, sechsmal 30 sec.,
Einstellungen: duty cyle 60 %, output control 5) die Zellen auf Eis aufgeschlossen. Nach der
Zugabe von MgCl; (3 mM) wurde mit 5 ml Benzonase (350 units) pro 5 g Zellen die DNA

innerhalb von 3 h unter Rilhren bei Raumtemperatur verdaut. Zu dieser Suspension wurden 25
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ml des Puffers 2 gegeben, fur 30 min bei 4°C inkubiert und bei 20000 U/min (20 min, JA 25-
50 Rotor, 4°C, Beckmann Zentrifuge) zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet
wurde in 40 ml Puffer 3 mit Hilfe eines Ultraturrax resuspendiert. Die Zentrifugation und
Resuspendierung wurde dreimal wiederholt (20 min, JA 25-50 Rotor, 4°C, 20000 U/min) und
das entstandene Pellet mit flussigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert. Die
Identitdt der HIV Protease wurde durch die Auftragung einer Probe aus dem Pellet mittels

einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese bestimmt. Die Abbildung 55 zeigt das erhaltene

Gel. Marker
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10kDa - ——- _ <« 10 kDa (Monomer HIV-Protease)

Abb. 55 : SDS-Gel nach der Aufreinigung der ,, Inclusion Bodies"

Man erkennt als stérkste Bande das 10 kDa Monomer der HIV Protease. Die schwéacheren

Banden sind noch enthaltenden Verunreinigungen zuzuschreiben.

Folgende Puffer und Losungen wurden bei der Reinigung der ,, Inclusion Bodies* verwendet:

Puffer 1:0.1 M Tris-HCI, 1 mM EDTA ,pH =7
Puffer 2 : 1.5 M NaCl, 6 % Triton X-100, 60 mM EDTA ,pH =7

Puffer 3: 0.1 M Tris-HCI, 20 MM EDTA ,pH =7

5.2.6 Solubilisierung und Riickfaltung der HIV Protease

Das entstandene Pellet wurde in 10 ml Solubilisierungspuffer mit dem Ultraturrax suspendiert
und Uber 5-7 h bei 4°C geschwenkt. Nach der Aquilibrierung einer Anionaustauschersaule
(Q-Sepharose) mit dem Solubilisierungspuffer wurde das suspendierte Pellet auf die Sdule
aufgetragen. Verunreinigungen wurden an der S&ule gebunden, wohingegen die HIV Protease
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durch Waschen mit weiteren 10 ml Solubilisierungpuffer eluiert werden konnte. Durch
sukzessive Zugabe von 20 ml Solubilisierungpuffer in 250 ml Renaturierungspuffer wurde die
HIV Protease 16 h bei 4°C renaturiert. Ausgefallene Verunreinigungen wurden bei 20000

U/min (JA 25-50 Rotor, 20 min) abzentrifugiert und der Uberstand weiter aufgereinigt.

Solubilisierungspuffer: 6 M Guanidiniumhydrochlorid, 0.1M Tris-HCI, 1 mM EDTA, 10 mM
DTT,pH= 85

Renaturierungspuffer: 1 M Harnstoff, 10 mM Mes, 10 MM DTT, pH = 6.5

5.2.7 Aufreinigung der HIV Protease mittels kationischer Sdulenchromatographie

Fur die Saulenchromatographie wurde eine FPLC-Anlage (AKTA FPLC, Amersham
Biosciences) vewendet. Die renaturierte HIV Protease wurde auf eine mit Séulenpuffer 1
(steril filitriert und entgast) &quilibrierte Kationenaustauschersdule (S Sepharose) aufgetragen.
Nach dem Waschen mit S&ulenpuffer 1 erfolgte die Elution der HIV Protease mit einem
linearen NaCl-Gradienten von 0 bis 1 M (Saulenpuffer 2, steril filtriert und entgast) innerhalb
von 70 Minuten. Bei einer Flussrate von 2 ml/min lief sich die HIV Protease bei etwa 800

mM NaCl-Konzentration als einzige Fraktion eluieren (Abb. 56)

Elution der HIV Protease als
einzige Fraktion

350
300
250
200
150
100

s0

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm
w4 s memwn@e®Eo s = S CEEE I RARAR AR N RO ofaEaEnaFTEISTISFEIE

=
ANRNNNNN
100 || T LA NN RS N |

N
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
B25 B30 B35 640 B45 S0 BSS 60 BG5S E70 ETS 630 B85 S0 B95 700 705 7i0 VA5 720 725 A0 735 740 745 70 7SS VE0 FES IO 7S 70

Abb. 56: FPLC Diagramm zur Elution der HIV Protease
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Die Detektion erfolgt Gber die UV-Absorption der aromatischen Aminoséuren der HIV
Protease. Es konnten insgesamt etwa 4 mg des Proteins eluiert werden. Die Reinheit dieser

Fraktion wurde mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese bestimmt (Abb. 57).
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Abb. 57: Reinheit der HIV Protease nach der FPLC

Es konnte auf dem SDS-Gel nur die Bande des Monomers der HIV Protease in einer Grolle

von 10 kDa identifiziert werden.
Folgende Puffer wurden fiir die Sdulenchromatographie benutzt:
Saulenpuffer 1: 50 mM Mes, 1 mM EDTA; 1 mM DTT, pH =6.5

Saulenpuffer 2: 1 M NaCl, 50 mM Mes, 1 mM EDTA; 1 mM DTT, pH =6.5

5.3 Dialyse und Kokristallisationsversuche der HIV Protease

Die HIV Protease Fraktionen wurden vereinigt und Uber Nacht bei 4°C in 5 |
Kristallisationspuffer dialysiert und auf ein Volumen von 400 uM mit einem Centriplus YM
10 (Millipore, Schwalbach) aufkonzentriert. Die Konzentration des Proteins betrug etwa 10
mg/ml. Zurzeit werden Kokristallisationversuche mit den Enantiomeren des Inhibitors 25 b
und dem Racemat 41 nach der ,Hanging drop“ Methode mit folgendem Protokoll
durchgefuhrt. 2ul HIV  Protease Loésung werden mit 2 pl  Reservoirlésung
(Kristallisationspuffer) und 0.4 pl Inhibitorlosung (5 % DMSO, 4 mM) auf einem
Deckgléschen vermischt. Mit dem Deckglaschen wurde eine Vertiefung einer 24er

Kristallisationsplatte (Hampton Research, USA), die 1 ml Kristallisationpuffer enthielt, mit
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Silikonpaste (Bayer Silikon) luftdicht abgeschlossen und bei 16°C gelagert. Es konnten
sowohl bei den Aminohydroxysulfonen als auch bei den Pyrrolidindimethanaminen Kristalle
erhalten werden. Die Auswertung der Kristallstrukturen wird in den néchsten Monaten im

Rahmen der Diplomarbeit von Jark Bottcher durchgefuhrt.
Folgende Puffer wurden verwendet:

Dialysepuffer: 20 mM NaAc, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH =5.8
Kristallisationspuffer: 0.1 mM Bis-Tris, 3 M NaCl, pH = 6.5

5.4 Gehaltsbestimmung der HIV Protease-Losungen

Die Gehaltsbestimmung der HIV Protease erfolgte photometrisch bei A = 280 nm unter

Verwendung des Lambert-Beer schen Gesetzes (Gleichung 5.1).

1
E :Iog[—°:£><c><d (5.1)

E = Extinktion

lo = Intensitat des eintretenden Lichts in die Pufferlosung der HIV Protease
| = Intensitat des aus Pufferlosung der HIV Protease austretenden Lichts

€ = Extinktionskoeffizient

¢ = Konzentration der HIV Protease

d = Durchmesser der Kuvette

Der Extinktionskoeffizient der HIV Protease betragt € = 1,158 ml mg™ cm™ (entnommen aus
Nillroth ez al., 1997). Aus der gemessenen Extinktion bei einem Kuvettendurchmesser von 1

cm liel? sich die Konzentration der Proteinldsung errechnen.

5.5  Bestimmung der Kinetischen Parameter
5.5.1 Durchfiihrung des Cathepsin D Assays

Die kinetischen Daten zur Inhibition von Cathepsin D wurden in einem fluorometrischen
Assay gemessen. Hierbei wird als Substrat H&moglobin verwendet, welches mit einem
Fluorophor, dem 6-Amino-((7-amino-4-methylcoumarin-3-acetyl)amino)hexanséure-
succinimidylester (AMCA-X-Se), markiert ist (Abb. 63).
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72: AMCA

Abb. 58: Strukturformel der Substanz AMCA.

AMCA wird durch seinen aktivierte Succinimidylester an die zur Oberflache von Hdmoglobin
exponierten Lysine kovalent Uber eine Amidbindung gebunden. Die Spaltung des
Hémoglobins als Substrat wird durch Cathepsin D katalysiert. Es wird ein Anstieg der
Fluoreszenz bei 400 nm wahrend der Spaltung detektiert. 1Cso-Werte werden durch Vergleich

der Messungen mit und ohne Inhibitor ermittelt. Dabei kam Gleichung 5.2 zur Anwendung:

ICq,

KRR 1] PV

(5.2)

U, = Anfangsgeschwindigkeit in Abwesenheit eines Inhibitors
U, = Anfangsgeschwindigkeit in Anwesenheit eines Inhibitors

[11 = Inhibitorkonzentration

ICs0 = Inhibitorkonzentration bei der 50 % der Enzymreaktion gehemmt ist

Durch die Auftragung von u, gegen die Inhibitorkonzentration l&sst sich mit linearer

Regression mit dem Programm GraFit (Leatherbarrrow, 1999) der ICso-Wert bestimmen.

5.5.2 Durchfiihrung des HIV Protease Assays

In diesem Assay wird die Intensitdt der Spaltung des mit Anthranilsdure (Abz)
fluoreszenzmarkierten Peptidsubstrats 73 durch die HIV Protease in Abangigkeit von der Zeit
gemessen. Die Spaltung zwischen para-Nitrophenylalanin und Phenylalanin von 73 fuhrt zu

einer Zunahme der Fluoreszenz bei 410 nm (Abb. 59).
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Abz-Thr-Ile-pNph | -Phe-GIn-Arg-NH,

73

Abb. 59 : Sequenz des fluoreszenzmarkierten Peptidsubstrats 73. Die Spaltstelle ist durch einen Pfeil
gekennzeichnet.

Wiederum wurde der 1Cso-Wert durch Vergleich der Intensitdten mit und ohne Inhibitor nach

Gleichung 5.2 bestimmt. Die K;-Werte sind anhand der Gleichung 5.3 errechnet worden.

Ki = [1Cs0— ([E/IIL + ([SVKm)] ™ (53)

Ki= Inhibitionskonstante

E; = totale Enzymkonzentration

[S] = Substratkonzentration

ICso = Inhibitorkonzentration bel der 50 % der Enzymreaktion gehemmt ist

Km = Michadis-Menten Konstante

Die Enzymkonzentration lag bei 40 nM. Die Substratkonzentration wurde bel 20 uM konstant
gehalten und K, wurde zu 39.8 uM bestimmt. Der HIV-1 Protease Assay wurde in 402.2 pl
eines Assaypuffers, 8.4 pl in DMSO geléstem Substrat 73, 8.4 pl verschiedener in DMSO
geloster Inhibitorkonzentrationen und 1 pl HIV-1 Protease durchgefiihrt. Das Gesamtvolumen

der Kuvette lag bei 420 ul bei einem prozentualen DMSO-Anteil von 4 %.

Assaypuffer: 100 mM MES, 300 mM KCI, 5 mM EDTA, 1mg/ml BSA, pH =5.5

Zur Messung der Fluoreszenz wurde das Fluoreszenzphotometer RF-5301 PC der Firma

Shimadzu benutzt.
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55.3 Kp-Wert Bestimmung

Durch die Umformung der MichalissMenten Gleichung 5.4 zu Gleichung 5.5 kann der K-

Wert aus der Auftragung nach Lineweaver und Burk abgel esen werden.

] L

0 m (5.4) = [—]"'— (5.5)

U, = Anfangsgeschwindigkeit in Abwesenheit eines Inhibitors
U, = Maximale Geschwindigkeit der Enzymreaktion

[S] = Substratkonzentration

Km = Michadis-Menten Konstante

Tragt man 1/vu, gegen 1/[S] auf ergibt sich aus der Steigung der Geraden der Quotient aus
K/ U5 - Aus dem Schnittpunkt mit der y-Achse erhalt man den Wert flir vina und aus dem
Schnittpunkt mit der x-Achse den Wert fur K, (Abb. 60). Fur v, ergab sich ein Wert von
11.7 £ 2.3 pM/min und fir Ky, 39.8 £14.0 uM.

Lineweaver-Burk Diagramm

1Iv

1K, 1/[S]

Abb. 60: Lineweaver-Burk Diagramm zur Bestimmung des K ,—Werts des Substrats 73.
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5.6 Methoden des computergestiitzten Wirkstoffdesigns
5.6.1 Berechnungen mit dem Programm DrugScore

DrugScore ist eine wissenbasiertes Scoring-Funktion. Glnstige Wechselwirkungsfelder (,, Hot
Spots*) in der Bindetasche der HIV-1 Protease wurden mit dem Programm DrugScore
bestimmt (Gohlke et al., 2000). Hierbei wird die Proteinbindetasche auf ein dreidimensionales
Gitter mit Gitterpunkten in einem Abstand von 1 A platziert. An jedem Gitterpunkt werden
dann die Wechselwirkungen einer bestimmten Sonde im Hinblick auf die umgebenden
Proteinatome berechnet. Die Haufigkeit des Auftretens bestimmer Protein-Ligand-Kontakte
wird in Bezug auf einen definierten Referenzzustand in so genannte Paar-Potentiale
konvertiert. Bei DrugScore werden aufgrund ihrer Nichtbestimmbarkeit in der
Elektronendichte in den Ublicherweise erzielten Auflésungen von Protein-Kristallstrukturen
die Wasserstoffatome nicht in die Ableitung der Potentiale einbezogen. Die mit DrugScore
berechneten, ausgezeichneten Wechselwirkungsbereiche in der Bindetasche der HIV-1
Protease wurden beim Docking mit dem Programm AutoDock zur Vorhersage der

Bindungsmoden der eingepassten Inhibitoren benutzt.

5.6.2 Anwendungen des Docking-Programms AutoDock

Nach der Minimierung des Liganden mit dem MaxiMin-Kraftfeld im Programm Sybyl
wurden im Programm AutoDock die freidrehbaren Bindungen des Liganden definiert. Der
Ligand wurde in das Zentrum des Gitters (16 A x 14 A x 22 A, mit einem Abstand der
Gitterpunkte von 1 A) um die Bindetasche platziert, dessen Wechselwirkungsfelder mit der
Scoring-Funktion DrugScore berrechnet wurden, die anstatt der in AutoDock implementierten
Energiefunktion zum Docking benutzt worden sind (Sotriffer ez al,, 2002). Uber einen
Lamarck“schen genetischen Algorithmus wurde in zehn unabhéngigen Laufen pro Ligand,
einer Population von 50 zuféllig platzierten Liganden, einer maximalen Anzahl von 1.5x10°
Energie Evaluierungen, einer Mutationsrate von 0.02, einer Crossover Rate von 0.8 und
einem Elitismus-Wert von 1 das Docking des Liganden durchgefiihrt. Die gunstigste
Konformation des Liganden in der Bindetasche wurde bis zur Konvergenz in ein lokales

Energiemininum bei einer Iterationsrate von 300 vorgeschlagen.
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5.7 Methoden der organischen Synthese

5.7.1 Chemikalien und Saulenmaterial flr die organische Synthese

Es wurden handelsubliche Losungsmittel verwendet, die nach allen tiblichen Labormethoden
gereinigt und getrocknet wurden.

Feuchtigkeitsempfindliche Substanzen wurden mittels Spritzen iber Septen zugegeben.

Fir Reaktionen unter Inertgas wurden die ReaktiongefaRe im Argonstrom ausgeheizt. Als

Inertgase dienten Stickstoff oder Argon in handelstblicher Qualitat ohne weitere Behandlung.

Zur Diinnschichtchromatographie wurden DC-Fertigfolien Alugram SIL G/UV254 der Firma
Macherey-Nagel verwendet. Die Detektion erfolgte im UV Licht bei 254 nm.

Die Flashséulenchromatographie erfolgte an Kieselgel 60, KorngroRe 0.063-0.02 mm der
Firma Merck.

Ausbeuteangaben beziehen sich auf die umkristallisierten bzw. sdulenchromatographisch

gereinigten Produkte.

Schmelzpunkte wurden mit einem Gerat HM-Lux von der Firma Seitz (Wetzlar) ermittelt und

sind unkorrigiert wiedergegeben.

Die 'H- und **C-NMR-Spektren wurden an den supraleitenden Multiresonanzspektrometern
DRX 500, DPX 400 der Firma Jeol aufgenommen. Die Proben wurden in CDCl3; oder de-
DMSO gelost und mit Tetramethylsilan (TMS) als internen Standard versetzt. Die
chemischen Verschiebungen sind als 3-Werte (ppm) angegeben und beziehen sich bei *H- und
13C-NMR-Spektren auf das TMS-Signal (0.00 ppm) oder DMSO (2.49 ppm fiir *H- oder 39.5
ppm fur *C-NMR). Zur Angabe der Signalmultiplizitaten im H- und *3C-NMR-Spektren
werden folgende Abkurzungen benutzt: s (Singulett), d (Dublett), t (Triplett) und m
(Multiplett). Die Kopplungskonstanten J werden in Hertz (Hz) angegeben. Die Aufnahme der
13C-NMR-Spektren erfolgte unter Protonen-Breitband-Entkoppelung. Die Zuordung der **C-
NMR-Signale und deren Multiplizitaten wurden Uber die 2D-korrelierten Spektren HMBC
und HSQC-DEPT gewonnen. Die Spektrenbearbeitung erfolgte mit dem NMR-Data-
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Processing Programm Win Nuts, Version 2D 5.084, der Firma Acorn NMR Inc. Fremont, Ca,
USA am PC.

M assenspektrometrische Bestimmungen wurden mit einem doppel fokussierenden Sektorfeld-
Massenspektrometer vom Typ VG 7070 H der Firma Vacuum Generators oder einem
doppelfokussierenden Sektorfeld-Massenspektormeter mit EBE-Geometrie vom Typ VG-
Autospec der Firma Micromass vorgenommen. Die Datenaquisition erfolgte mit dem
Datensystem ,Vector 1° der Firma Teknivent Corp. Die Angaben der Probentemperatur
sowie der Messgenauigkeit erfolgte nur bei Messungen mit doppelfokussierenden
Massenspektrometern vom Typ VG 7070 H. Angegeben sind das Molekilion (M™),
Probentemperatur und einige Bruchstlicke (m/z Masse/Ladungsverhéltnis) sowie die relative

Intensitét in Prozent.

Elementaranalysen wurden mit einem CH-Analyzer nach Dr. Salzer der Firma
Labormatic/Waosthoff und mit einem CHN-Autoanalyzer 185 der Firma Hewlett-Packert

ausgefuhrt. Die Werte sind in Prozentzahlen angegeben.
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5.7.2 Auswertung der analytischen Daten zur Darstellung der Aminohydroxysulfone

Arbeisvorschrift zur Darstellung von rac-2-N- [1-(3-Bromophenyl)-3-oxopropyl]-

carbamid-siure-tert-butylester (17).

In 500 ml Dichlormethan wurden bei -78°C 5.7 g (45 mmol, 1.5 Aquiv.) Oxalylchlorid
vorgelegt. Innerhalb von 1 h wurden 7.02 g (90 mmol, 3 Aquiv.) Dimethylsulfoxid bei -78°C
hinzugetropft. Die Reaktionsmischung wurde %2 h bei —78°C gerihrt. 10 g (30 mmol) von 16
wurden in 500 ml Dichlormethan geldst und innerhalb 1 h bei -78°C zugetropft. Nach 1 h
wurden innerhalb von %2 h 23.3 g (180 mmol, 6 eq.) Diisopropylethylamin hinzugegeben. Die
Reaktionmischung wurde im Verlauf von 16 h auf Raumtemperatur erwérmt und
anschlieBend mit 11 Wasser hydrolysiert. Die walrige Phase wurde dreimal mit je 200 ml
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden dreimal mit je 200 ml
(IN) HCI-Lo6sung, dreimal mit je 200 ml geséttigter Natriumhydrogencarbonatlésung und
dreimal mit je 200 ml geséttigter Natriumchloridlosung gewaschen. Nach dem Trocknen uber
Magnesiumsulfat wurde am Rotationverdampfer bis zur Trockene eingedampft. Nach
saulenchromatographischer Aufreinigung (c-Hex/EE = 3:1) konnte das gewunschte Produkt

als farbloser Feststoff isoliert werden.

T
T 0

O

Ausbeute: 9.59 g (29 mmol, 96 % d. Th.)

Rr=0.65 (EE), farblose Kristalle, Smp.: 117.4°C

'H-NMR (&/ppm, 400 MHz, CDCl3): 1.45 (s, 9H, C(CHa)s), 3.05 (dd, J = 14.13 Hz, J= 6.72
Hz, 2H, 1-H), 3.14 (dd, J = 14.12 Hz, J= 6.43 Hz, 2H, 1-H), 4.39 (m, 1H, 2-H), 5.08 (d, J =
5.60 Hz, 1H, N-H), 7.10 (d, /= 7.74 Hz, 1H, 6'-H), 7.19 (t, /= 7.8 Hz, 1H, 5'-H), 7.33 (s, 1H,
2'-H), 7.64 (d, J= 7.78 Hz, 1H, 4 -H).
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BC.NMR (8/ppm, 400 MHz, CDCl3): 28.6 (C(CHs)s), 35.3 (C-1), 61.0 (C-2), 80.8
(C(CHa)3), 123.1 (C-37, 128.3 (C-67), 130.6 (C-4"), 130.6 (C-57, 132.8 (C-2"), 138.6 (C-1),
155.6 (C=0), 199.1 (C-3).

EI-MS (m/z (%)): 327/329 (0.1/0.1) [M*], 300/298 (12/12) [(M-CHO)"], 244/242 (23/23)
[(M-C4Hg-CO)*], 200/198 (42/42) [(M-CsHgO--CO)*], 119 (9), 90 (5) [C7He'], 57 (100)
[CaHs™].

Elementaranalyse: Ber.: C51.23 H 5.53 N 4.27
C14H1803NBr (328.21 g/mol) Gef.: C51.40 H 5.40 N 4.20

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung der B-Hydroxyketone 18 a-c (AAV-1).

Unter Argonatmosphare wurden 54 mmol (2 eq.) Diisopropylamin bei —78°C in 100 ml abs.
THF gelost. Innerhalb von einer %2 h wurden 54.0 mmol (2 eq.). einer 1.6 molaren n-
Butyllithiumlésung hinzugetropft. Nach % h wurden 21 mmol (1.3 eq.) Alkylmethylketon in
40 ml abs. THF gel6st und bei -72°C zugetropft. Nach weiteren 30 min wurden 27 mmol von
17 in 40 ml abs. THF bei -78°C hinzugegeben. Die Ldsung wurde Uber Nacht auf
Raumtemperatur  erwdarmt und anschlieBend auf 300 ml einer geséttigten
Ammoniumchloridlésung gegeben. Die Lésung wurde dreimal mit je 100 ml Dichlormethan
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden dreimal mit je 100 ml geséttigter
Natriumchloridlésung gewaschen, Uber Magnesiumsulfat getrocknet, gefiltert und am
Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck eingeengt. Nach dem Waschen mit 500 ml
Pentan und séulenchromatographischer Reinigung (c-Hex/EE = 1:1) wurde das gewunschte

Produkt als sauberes Diastereomer erhalten.
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rac-(1R, 2S)-[1-(3-Bromo-benzyl)-2-hydroxy-4-oxo-pentyl]carbamidsaure- fert-butylester
(18 a)

Das Diastereomerenverhéltnis der Reaktion wurde aus der Reaktionsmischung vor
Aufarbeitung  durch HPLC bestimmt. Das Diastereomerenverhaltnis betrug 92:8. Im

Uberschuss lag das Racemat von 18 a vor.

Nach der AAV-1 wurden 4.25 (11 mmol, 52% d. Th.) des gewinschten Produkts erhalten.

Re=0.40 (c-Hex/EE = 1:1), farblose Kristalle, Smp.: 138°C

'H-NMR (&/ppm, 500 MHz, dg-DMSO0): 1.39 (m, 9H, zer-butyl), 2.01 (s, 3H, 5-H), 2.50 (m,
3H, 3-H, 7=H), 3.01 (dd, >J = 13.74 Hz, J = 3.21 Hz, 1H, 7~H), 3.45 (m, 1H, 1-H), 3.82 (m,
1H, 2-H), 4.98 (d, J = 6.64 Hz, 1H, OH), 6.65 (d, J = 9.62 Hz 1H, N-H, Amid) 7.19 (m, 2H,
4™-H, 5=H), 7.33 (d, J = 3.32 Hz, 1H, 6=H), 7.38 (s, 1H, 2~H).

B3C-NMR (&/ppm, 400 MHz, de-DMSO): 28.7 (C(CHa)s), 31.1 (C-5), 36.3 (C-7°), 48.8 (C-3),
57.2 (C-1), 70.3 (C-2), 78.1 (C(CHa)3), 121.8 (C-37), 128.2, 128.4, 129.8, 131.8 (C-27, C-47,
C-57,C-6"), 143.8 (C1"), 155.8 (C=0, Boc-Gruppe), 208.1 (C=0, Keton).

EI-MS (m/z (%)): 300/298 (15/15) [(M-C4Hs05)], 216 (36) [(M-C7HeBr)], 244/242 (42/42)
[CoHsBrNO,"], 200/198 (62/65) [CsHsBrN*], 56 (100) [C4Hs'.

Elementaranalyse: Ber.: C 52.86 H 6.26 N 3.63
C17H24BrNO4 (386.28 g/mol) Gef.: C53.15 H 6.20 N 3.83
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rac-(1R, 25)-[1-(3-Bromobenzyl)-6-(2,4-dichlorophenyl)-3-hydroxy-5-oxo-
heptyl]carbamidséaure-zert-butylester (18 ¢).

Das Diastereomerenverhéltnis der Reaktion wurde aus der Reaktionsmischung vor
Aufarbeitung mittels HPLC bestimmt. Das Diastereomerenverhaltnis betrug 94:6. Im

Uberschuss lag das Racemat von 18 ¢ vor.

Nach der AAV-1 wurden 6.54 (12 mmol, 57% d. Th.) des gewinschten Produkts erhalten.

Re=0.47 (c-Hex/EE = 1:1), farblose Kristalle, Smp.: 158.3°C

'H-NMR (&/ppm, 400 MHz, de-DMSO): 1.25 (s, 9H, C(CHa)s), 2.51 (m, 3H, 7~H, 3-H),
2.78 (m, 2H, 5-H), 2.85 (m, 2H, 6-H), 3.00 (m, 1H, 7=H), 3.45 (m, 1H, 1-H), 3.83 (m, 1H, 2-
H), 5.06 (d, J = 6.6 Hz, 1H, OH), 6.69 (d, J = 9.5 Hz, 1H, NH), 7.20 (m, 2H, 5'-H, 6'-H),
7.36 (M, 4H, 4=H, 2-H, 6=H, 57=H), 7.57 (s, 1H, 3=H).

3C-NMR (&/ppm, 400 MHz, de-DMSO): 26.1 (C-5), 28.0 (C(CHas)3), 35.6 (C-7"), 41.8 (C-6),
47.3 (C-3), 56.6 (C-1), 69.7 (C-2), 77.4 (C(CHs)3), 121.4 (C-3"), 127.2 (C-57), 128.2, 128.4,
128.4 (C-37, C-67, C-4"), 129.9 (C-5), 131.3, 131.7, 131.8 (C-6™; C-4™, C-2), 133.7 (C-
27, 137.6 (C-17), 142.4 (C-1"), 155.2 (C=0, Boc-Gruppe), 208.1 (C-4).

CI-MS (m/z (%)): 546 (0.1) [(M+H)"], 474/472/470 (10/22/13) [(M-C4H¢O)"], 430/428/426
(6/12/7) [(M-CsHuO,N)*], 410 (8), 274/272 (90/92) [M-CgH:Cl-CsHg02)'], 219/217
(65/100) [C10H100CI,"].

Elementaranalyse: Ber.: C 52.86 H5.18 N 2.57
C24H2804NBICl; (545.31 g/mol) Gef.: C 52.70 H5.10 N 2.50
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rac-(1R, 25)-[1-(3-Bromobenzyl)-2-hydroxy-6-methyl-4-oxo-heptyl]-carbamidséure-tert-
butylester (18 b).

Das Diastereomerenverhéltnis der Reaktion wurde aus der Reaktionsmischung vor
Aufarbeitung mittels HPLC bestimmt. Das Diastereomerenverhaltnis betrug 94:6. Im

Uberschuss lag das Racemat von 18 b vor.

Nach der AAV-1 wurden 4.71 (11 mmol, 53% d. Th.) des gewinschten Produkts erhalten.

R =0.42 (c-Hex/EE = 1:1), farblose Kristalle, Smp.: 140°C

'H-NMR (&/ppm, 500 MHz, ds-DMSO): 0.86 (d, 6H, , J = 6.68 Hz CH3, isopropyl), 1.22 (m,
9H, rert-butyl), 1.98 (m, 1H, 6-H), 2.28 (m, 2H, 5-H), 2.47 (m, 2H, 3-H, 1H, 7~-H), 2.98 (dd,
°J = 13.86 Hz, J = 3.16 Hz, 1H, 7-H), 3.42 (m, 1H, 1-H), 3.79 (m, 1H, 2-H), 5.03 (d, J =
6.75 Hz, 1H, OH), 6.64 (d, J = 9.58 Hz 1H, N-H, Amid) 7.19 (m, 2H, 5~H, 6 -H), 7.32 (m,
1H, 4™-H), 7.37 (s, 1H, 2™-H).

3C-NMR (8/ppm, 400 MHz, d-DMSO): 22.3 (CHs-isopropyl), 23.6 (C-6), 28.1 (C(CHs)3),
35.6 (C-77), 47.6 (C-3), 51.6 (C-5), 56.5 (C-1), 69.6 (C-2), 77.4 (C(CHa)3), 121.2 (C-3),
128.2, 128.4, 129.8, 131.8 (C-27, C-47, C-57, C-67), 142.5 (C1"), 155.2 (C=0, Boc-Gruppe),
209.0 (C=0, Keton).

EI-MS (m/z (%)): 356/354 (7/7) [(M-C4HgO)'], 258 (35) [(M-C7HeBr)'], 244/242 (48/48)
[CoHsBrNO,"], 200/198 (75/75) [CsHsBIN*], 184 (74), 56 (100) [CaHs'].

Elementaranalyse: Ber.: C 56.08 H 7.06 N 3.27
C20H30BrNO4 (428.37 g/mol) Gef. C55.81 H7.30 N 3.91
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Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung der syn-Diole 19 a-c (AAV-2).

Zu einer Losung von 18 a-c¢ (10 mmol) in 400 ml abs. THF wurden 2 g (11 mmol, 1.1 eq.)
Tributlyboran hinzugetropft. Die Reaktionsmischung wurde 2 h bei Raumtemperatur gerihrt.
Bei —78°C wurden 440 mg (11 mmol, 1.1 eq.) Natriumborhydrid in 100 ml einer Lésung aus
abs. THF/H,0 (4:1) hinzugegeben. Die Losung wurde mindestens tber 7 h bei -78°C gehalten
und im Verlauf von 16 h auf Raumtemperatur erwérmt. Die Reaktionsmischung wurde mit
einer Losung aus 20 ml Hx02, 40 ml eines Na,HPO4/NaH,PO4-Puffers (pH = 7) und 50 ml
Methanol versetzt. Die Lésung wurde dreimal mit je 100 ml Dichlormethan extrahiert, mit
Natriumchloridlosung gewaschen, mit Magnesiumsulfat getrocknet, gefiltert und am
Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck eingedampft. Das Rohprodukt wurde mit
einer methanolischen HCI-Lésung (1%) aufgenommen und 24 h gerohrt. Nach
saulenchromatographischer Reinigung (c-Hex/EE = 1:1) lielRen sich das diastereomerenreine

Produkt in Form eines farblosen Feststoffs isolieren.

rac-(1R, 28, 4S)-[1-(3-Bromobenzyl)-2,4-dihydroxy-pentyl]carbamidsdure-zert-butylester
(19 a).

Das Diastereomerenverhéltnis der Reaktion wurde aus der Reaktionsmischung vor
Aufarbeitung mittels HPLC bestimmt. Das Diastereomerenverhéltnis betrug >99:1. Die

angegebene Analytik charakterisiert das syn-Diol.
Nach der AAV-2 wurden 2.87 g (7.4 mmol, 74% d. Th.) des gewiinschten Produkts erhalten.
Re=0.22 (c-Hex/EE = 1: 1), farblose Kristalle, Smp.: 140°C

'H-NMR (8/ppm, 500 MHz, de-DMSO): 1.06 (d, J = 6.15 Hz, 3H, 5-H),1.29 (m, 9H, tert-
butyl), 1.49 (m, 1H, 3-H), 2.50 (m, 1H, 77~H), 2.99 (dd, > = 13.87 Hz, J = 2.02 Hz, 1H, 7~
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H), 3.48 (M, 2H, 1-H, 2-H), 3.82 (m, 1H, 4-H), 4.53 (d, J,.oi = 4.12 Hz, 1H, OH), 4.78 (d, J>.
or = 4.82 Hz, 1H, OH), 6.58 (d,J = 8.71 Hz 1H, N-H, Amid) 7.19 (m, 2H, 4=H, 5~H), 7.34
(d, J=3.32 Hz, 1H, 6~H), 7.38 (s, 1H, 2™-H).

13C-NMR (3/ppm, 400 MHz, dg-DMSO0): 23.3 (C-5), 28.1 (C(CHs)3), 35.5 (C-77), 42.6 (C-3),
56.6 (C-1), 64.9 (C-4), 71.5 (C-2), 77.3 (C(CHa)3), 121.2 (C-37), 128.2, 128.4, 129.8, 131.8
(C-27,C-47,C-57, C-67), 142.7 (C1), 155.2 (C=0, Boc-Gruppe).

EI-MS (m/z (%)): 316/314 (5/5) [(M-C4Hs)'], 218 (14) [(M-C7HeBr)*], 244/242 (41/39)
[CoHsBrNO,'], 200/198 (64/64) [CsHsBIN*], 162 (100) [C1:H1sBr'] 56 (67) [C4Hs'].

HRMS (ESI): C17H27BrNO4 Ber.: 388.1123 Gef.: 388.1143
Elementaranalyse: Ber.: C 52.58 H6.75 N 3.61
C17H26BrNO,4 (388.30 g/mol) Gef.: C52.48 H 6.30 N 4.32

rac-(1R, 28, 4S)-[1-(3-Bromobenzyl)-6-(2,4-dichlorophenyl)-2,4-dihydroxy-
hexyl]carbamidséure-zert-butylester (19 c)

Das Diastereomerenverhaltnis der Reaktion wurde aus der Reaktionsmischung vor
Aufarbeitung mittels HPLC bestimmt. Das Diastereomerenverhéltnis betrug >99:1. Die

angegebene Analytik charakterisiert das syn-Diol.

Nach der AAV-2 wurden 4.15 g (7.6 mmol, 76 % d. Th.) des gewunschten Produkts erhalten.

Re =0.33 (c-Hex/EE = 1: 1), farbloser Feststoff, Smp.: 151.3°C
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IH-NMR (8/ppm, 400 MHz, d-DMS0): 1.26 (s, 9H, C(CHa)s), 1.52 (m, 2H, 3-H, 5-H), 1.65
(m, 2H, 3-H, 5-H), 2.50 (m, 1H, 7~H), 2.67 (m, 1H, 6-H), 2.80 (M, 1-H, 6-H), 2.97 (m, 1H,
77H), 3.44 (M, 2H, 1-H, 2-H), 3.68 (m, 1H, 4-H), 4.70 (d, J = 4.6 Hz, 1H, 4-OH), 4.85 (d, J =
5.2 Hz, 1-H, 2-OH), 6.63 (d, J = 8.9 Hz, 1H, N-H), 7.19 (m, 2H, 6=H, 5=H), 7.35 (m, 4H, 2~
H, 4=H, 6=H, 5=H), 7.55 (s, 1H, 3-H).

3C-NMR (&/ppm, 400 MHz, de-DMSO): 28.0 (C(CHs)3), 28.4 (C-6), 35.3 (C-7"), 36.3 (C-5),
40.8 (C-3), 56.6 (C-1), 66.0 (C-4), 67.9 (C-2), 77.3 (C(CHa)3), 121.1 (C-37), 127.2 (C-57),
128.2, 128.4, 128.5 (C-3 oder C-4 oder C-67), 129.9 (C-57), 131.0, 131.7, 131.8 (C-6"0der
C-4"oder C-2), 133.7 (C-27), 139.0 (C-17), 142.6 (C-1"), 155.1 (C=O).

EI-MS (m/z (%)): 547 (0.1) [M'], 474 (0.2) [(M-C4Hg0)"], 320 (28), 302 (27), 244/242
(32/34) [C10H1:ONBI*], 200/198 (52/52) [CsHoNBr*], 161/159 (41/49) [C7HsCl,'], 57 (100)
[CaHs™].

HRMS (ESI): Co4H3004NBrCl,+ Na*  Ber.: 568.0627 568.0624
Elementaranalyse: Ber.: C 52.67 H 5.52 N 2.56
C24H3004NBrCl; (547.30 g/mol) Gef.: C 53.10 H 5.40 N 2.50

rac-(1R, 2S, 4S)-[1-(3-Bromobenzyl)-2,4-dihydroxy-6-methyl-heptyl]carbamidséure-rert-
butylester (19 b).
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Das Diastereomerenverhaltnis der Reaktion wurde aus der Reaktionsmischung vor
Aufarbeitung mittels HPLC bestimmt. Das Diastereomerenverhéltnis betrug > 99:1. Die

angegebene Analytik charakterisiert das syn-Diol.
Nach der AAV-2 wurden 3.01 g (7 mmol, 70% d. Th.) des gewiinschten Produkts erhalten.
R =0.27 (c-Hex/EE = 1: 1), farblose Kristalle, Smp.: 143°C

'H-NMR (&/ppm, 500 MHz, dg-DMSO): 0.86 (m, 6H, CHs, isopropyl), 1.24 (m, 2H, 5-H),
1.24 (m, 9H, tert-butyl), 1.36 (m, 1H, 3-H), 1.39 (m, 1H, 3-H), 1.75 (m, 1H, 6-H), 2.50 (m,
1H, 7=H), 2.98 (dd, °J = 13.80 Hz, J = 3.07 Hz, 1H, 7~H), 3.47 (m, 1H, 2-H), 3.47 (m, 1H,
1-H), 3.68 (m, 1H, 4-H), 4.46 (d, J = 5.03 Hz, 1H, OH), 4.83 (d, J = 4.59 Hz, 1H, OH), 6.58
(d, J =9.15 Hz 1H, N-H, Amid) 7.20 (m, 2H, 5™-H, 6™-H), 7.32 (m, 1H, 4™H), 7.38 (s, 1H,
27-H).

3C-NMR (8/ppm, 400 MHz, dg-DMSO): 21.9 (CHs-isopropyl), 23.5 (CHs-isopropyl), 23.8
(C-6), 28.1 (C(CHa)s), 35.3 (C-7"), 415 (C-3), 46.4 (C-5), 56.5 (C-1), 67.1 (C-4), 71.7 (C-2),
77.3 (C-(CHg)s), 121.1 (C-37), 128.2, 128.3, 129.8, 131.8 (C-2", C-4", C-57 C-67), 142.9
(C1Y), 155.2 (C=0).

EI-MS (m/z (%)): 376/374 (15/1.5) [(M-C4Hg)'], 358/356 (3/3) [(M-C4HgO)*], 260 (12) [(M-
C7HeBr)")], 204 (100), 200/198 (57/56) [CsHsBIN'], 244/242 (51/51) [CsHsBINO,'], 168
(55) [C7HGBI'+].

Elementaranalyse: Ber.: C 55.82 H 7.49 N 3.25
C20H32BrNO4 (430.77 g/mol) Gef. C 55.80 H7.38 N 3.46
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Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung der Oxazolidinone 20 a-c (AAV-3).

Zu einer Suspension aus 500 mg (20.7 mmol, 3 eq.) Natriumhydrid in 50 ml abs. THF wurden
bei Raumtemperatur 6.9 mmol von 19 a-c in 50 ml abs. THF hinzugegeben. Dann wurde 2 h
bei Raumtemperatur gerlihrt und anschlieBend wurde die Losung mit 100 ml geséttigter
Ammoniumchloridlésung versetzt und dreimal mit je 50 ml Diethylether extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden tber Magnesiumsulfat getrocknet, gefiltert und das
Filtrat wurde am  Rotationsverdampfer bis zur Trockne eingeengt. Nach
sédulenchromatographischer Reinigung (c-Hex/EE = 1:1) wurden das Oxazolidinon als

farbloser Feststoff erhalten.

rac-(4R, 35S, 2S)-4-(3-Bromobenzyl)-5-(2-hydroxy-propyl)-1,3-oxazolidin-2-on (20 a)

Nach der AAV-3 wurden 1.41 g (4.5 mmol, 66% d. Th.) des gewiinschten Produkts erhalten.
R =0.07 (c-Hex/EE = 1: 1), farbloser Feststoff, Smp.: 91°C

'H-NMR (8/ppm, 500 MHz, d-DMSO0): 1.08 (d, J = 6.19 Hz, 3H, 5-H), 1.66 (ddd, %/ = 14.00
Hz, J = 6.50 Hz, J = 5.05 Hz, 1H, 3-H), 1.84 (ddd, °J = 13.86 Hz, J = 8.73 Hz, J = 5.73 Hz,
1H, 3-H), 2.58 (dd, °J = 12.95 Hz, J = 9.14 Hz, 1H, 7~H), 2.87 (dd, °J = 13.72 Hz, J = 4.59
Hz, 1H, 7~H), 4.03 (m, 1H, 4-H), 4.60 (d, J = 4.79 Hz, 1H, OH), 4.64 (m, 1H, 2-H), 7.26 (m,
2H, 4=H, 57H), 7.41 (m, 1H, 67=H), 7.49 (s, 1H, 2~=H), 7.57 (s, 1H, N-H, Amid).

3C-NMR (8/ppm, 400 MHz, dg-DMSO): 22.8 (C-5), 35.6 (C-77), 38.1 (C-3), 55.3 (C-1), 63.1
(C-4), 76.4 (C-2), 121.6 (C-37), 128.2, 129.1, 130.4, 131.8 (C-2", C-47, C-57, C-67), 140.6
(C19, 157.9 (C=0, Oxazolidinon).
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EI-MS (m/z (%)): 316/314 (0.5/0.5) [M*], 300/298 (2/2) [((M+H)-CHs)'], 144 (100) [(M-
C7HeBr)*], 126 (88) [CsHsNO,'], 100 (37).

Elementaranalyse: Ber.: C 49.70 H 5.13 N 4.45
Ci13H16BrNO; (314.18 g/mol) Gef.: C 49.77 H 5.27 N 4.11

rac-(4R, 35S, 2S)-4-(3-Bromobenzyl)-5-[4-(2,4-dichlorophenyl)-2-hydroxy-butyl]-1,3-

oxazolidin-2-on (20c)

Nach der AAV-3 wurden 2.08 g (4.41 mmol, 64% d. Th.) des gewiinschten Produkts erhalten.
Rr=0.13 (c-Hex/EE = 1: 1), Smp.: 103.8°C

'H-NMR (8/ppm, 500 MHz, d-DMSO): 1.58 (m, 1 H, 5-H), 1.68 (m, 1H, 5-H), 1.82 (m, 2H,
3-H), 2.62 (m, 1H, 7~H, 1H, 6-H), 2.84 (m, 1H, 7~-H, 1H, 6-H), 3.55 (m, 1H, 4-H), 4.06 (m,
1H, 1-H), 4.73 (m, 1H, 2-H), 4.80 (s, 1H, OH,), 7.26 (m, 2H, 5~H, 6=H), 7.36 (M, 2H, 57=H,
6-H), 7.42 (m, 1H, 4~H), 7.47 (s, 1H, 2~H), 7.55 (s, 1H, 37=H), 7.61 (s, 1H, NH).

3C-NMR (&/ppm, 400 MHz, d-DMSO): 28.8 (C-6), 35.6 (C-7"), 36.2 (C-3), 36.5 (C-5), 55.4
(C-1), 66.4 (C-4), 76.4 (C-2), 121.8 (C-37), 127.4 (C-57), 128.4 (C-6"), 128.7 (C-37), 129.3
(C-47, 130.6 (C-57), 131.3 (C-47), 132.0 (C-2), 132.0 (C-67), 133.9 (C-27), 139.0 (C-17),
140.8 (C-17), 158.2 (C=0).

EI-MS (m/z (%)): 473 (0.1) [M*], 304/302 (50/78) [(M-C;HeBr)*], 286/284 (42/65) [(M-
C7HeBr-H20)*], 161/159 (64/100) [C7HsCl,*], 100 (77).

Elementaranalyse: Ber.: C 50.77 H 4.26 N 2.96
C20H2003NBICl, (473.20 g/mol) Gef. C 50.50 H 4.30 N 2.80
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rac-(4R, 35S, 2S)-4-(3-Bromobenzyl)-5-(2-hydroxy-4-methyl-pentyl)-oxazolidin-2-on (20 b)

o]

Nach der AAV-3 wurden 1.64 (4.6 mmol, 67% d. Th.) des gewiinschten Produkts erhalten.
R =0.08 (c-Hex/EE = 1: 1), Smp.: 90°C

'H-NMR (&/ppm, 500 MHz, d-DMSO): 0.81 (d, J = 6.78 Hz, 3H, CH3, isopropyl), 0.86 (d, J
= 6.78 Hz, 3H, CHj, isopropyl), 1.14 (m, 1H, 5-H), 1.26 (m, 1H, 5-H), 1.75 (m, 1H, 6-H),
1.75 (m, 2H, 3-H), 2.58 (dd, °J = 14.01 Hz, J = 4.98 Hz, 1H, 7~H), 2.84 (dd, /= 13.76 Hz, J
=8.94 Hz, 1H, 7™-H), 3.52 (m, 1H, 4-H), 4.05 (m, 1H, 1-H), 4.47 (d, J = 5.77, 1H, OH), 4.67
(m, 1H, 4-H), 7.25 (m, 2H, 5=H, 6 =H), 7.41 (m, 1H, 47~H), 7.47 (s, 1H, 2~H), 7.56 (s, 1H,
N-H, Amid).

B3C-NMR (8/ppm, 400 MHz, dg-DMSO): 21.7 (CHs-isopropyl), 23.6 (CHs-isopropyl), 23.8
(C-6), 35.6 (C-77), 37.6 (C-3), 45.7 (C-5), 55.3 (C-1), 64.8 (C-2), 78.6 (C-4), 121.6 (C-3),
128.2,129.1, 130.4, 131.8 (C-27,C-47, C-57, C-6"), 140.6 (C1"), 158.0 (C=0, oxazolidinon).
EI-MS (m/z (%)): 358/356 (1/1) [M'], 186 (100) [((M-C+HeBr)*], 168 (55) [C;HeBI].

HRMS (ESI): C16H2,BrNOs+ Na* Ber.:378.0681 Gef.: 378.0677

Elementaranalyse: Ber.: C 53.93 H6.22 N 3.92
C16H22BrNO;3 (356.28 g/mol) Gef. C54.06 H 6.15 N 3.48
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Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung der Methansulfonate 21 a-c (AAV-4).

Zu einer Losung aus 3.9 mmol 20 a-c und 2.36 g (23.4 mmol, 6 eqg.) Triethylamin in 200 ml
Dichlormethan wurde bei 0°C 1.32 g (11.7 mmol, 3 eq.) Methansulfonséurechlorid
portionsweise hinzugegeben. Nach 2 h bei 0°C wurde die Reaktionsmischung mit Wasser
hydolysiert und die walrige Phase dreimal mit je 50 ml Dichlormethan extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden dreimal mit je 50 ml gesattigter
Natriumchloridlésung gewaschen, Gber Magnesiumsulfat getrocknet, gefiltert und das Filtrat
wurde am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck eingeengt. Nach
séulenchromatographischer Reinigung konnte (c-Hex/ EE = 1:1) das jeweils gewiinschte
Produkt erhalten werden.

ac-(4R, 58, 2S)-2-[4-(3-Bromobenzyl)-2-oxo-oxazolidin-5-yl]-1-methyl-methansulfonséure-
ethylester (21 a)

Nach der AAV-4 wurden 1.3 g (3.3 mmol, 84% d. Th.) des gewtinschten Produkts erhalten.
Rr=0.17 (c-Hex/EE = 1: 1), farblose Kristalle, Smp.: 64°C

'H-NMR (&/ppm, 500 MHz, de-DMSO): 1.39 (d, J = 6.51 Hz, 3H, 5-H), 1.99 (m 1H, 3-H),
2.15 (m, 1H, 3-H), 2.60 (dd, >/ = 13.62 Hz, J = 10.03 Hz, 1H, 7-H), 2.90 (dd, >/ = 13.79 Hz,
J=4.29 Hz, 1H, 7™-H), 3.18 (s, 3H, OSO,CH3), 4.05 (m, 1H, 1-H), 4.71 (ddd, J = 10.51 Hz, J
= 6.67 Hz, J = 3.79 Hz, 1H, 2-H), 4.81 (m, 1H, 4-H), 7.26 (m, 2H, 4=H, 5~H), 7.43 (m, 1H,
67H), 7.52 (s, 1H, 2~-H), 7.66 (s, 1H, N-H, Amid).
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3C-NMR (&/ppm, 400 MHz, ds-DMSO): 20.3 (C-5), 31.7 (OSO,CHs), 35.4 (C-7), 37.8 (C-
3), 55.2 (C-1), 75.2 (C-4), 76.9 (C-2), 121.6 (C-37), 128.2, 129.1, 130.4, 131.8 (C-27, C-4", C-
57 C-67), 140.5 (C1"), 157.5 (C=0, Oxazolidinon).

EI-MS (m/z (%)): 392 (0.5) [M*], 298 (1) [((M+H)-CH303S)"], 222 (49) [(M-C:HeBr)'], 126
(100) [CeHsNO'].

Elementaranalyse: Ber.: C 42.86 H 4.59 N 3.56
C14H18BrNOsS (392.26 g/mol) Gef.: C 4282 H 4.68 N 3.79

rac-(4R, 58, 15)-1-[4-(3-Bromobenzyl)-2-ox0-1,3-0xazolidin-5-ylmethyl]-3-(2,4-

dichlorophenyl)methansulfonséure-propylester (21 ¢)

Nach der AAV-4 wurden 1.76 g (3.2 mmol, 82% d. Th.) des gewiinschten Produkts erhalten.
Re =0.23 (c-Hex/EE = 1: 1), farblose Kristalle, Smp.: 69.5°C

'H-NMR (8/ppm, 500 Hz, ds-DMSO): 1.92 (m, 1H, 5-H), 2.01 (m, 1H, 5-H), 2.15 (ddd, 2/ =
14.8 Hz, J= 6.8 Hz, J = 3.3 Hz, 1H, 3-H), 2.22 (ddd, 2/ = 14.6 Hz, J = 9.8 Hz, J = 5.3 Hz,
1H, 3-H), 2.65 (dd, 27 = 13.7 Hz, J = 9.5 Hz, 1H, 7~-H), 2.80 (m, 2H, 6-H), 2.91 (dd, 2/ = 13.7
Hz, J = 4.5 Hz, 1H, 7~-H), 3.22 (s, 3H, SO,CH3), 4.11 (m, 1H, 1-H), 4.76 (m, 1-H, 2-H), 4.85
(m, 1H, 4-H), 7.28 (m, 2H, 5=H, 6=H), 7.42 (m, 3H, 4~H, 5=H, 6 =H), 7.49 (s, 1H, 2~H),
7.59 (s, 1H, 37=H), 7.72 (s, 1H, N-H).
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3C-NMR (8/ppm, 400 MHz, dg-DMSO): 27.6 (C-6), 31.4 (C-5), 33.2 (C-3), 35.3 (C-7"), 37.9
SO,CHs), 55.2 (C-1), 75.1 (C-2), 79.5 (C-4), 121.7 (C-37), 127.4 (C-57), 128.2, 128.6 (C-3™~
oder C-67), 129.2 (C-47), 130.4 (C-57), 131.5, 131.8, 131.8 (C-2” oder C-6"" oder C-47),
133.7 (C-27), 137.6 (C-17), 140.4 (C-17), 157.6 (C=O0).

CI-MS (m/z (%)): 554/552/550 (0.2/0.4/0.2) [(M+H)'], 458/456/454 (46/100/61) [((M+H)-
CH3039)"].

Elementaranalyse: Ber.: C 45.75 H 4.02 N 2.54

C21H220sNSBICl, (551.29 g/mol) Gef.: C4540  H4.10 N 2.40

rac-(4R, 58, 1S)-1-[4-(3-Bromobenzyl)-2-0x0-1,3-0xazolidin-5-ylmethyl]-3-methyl-
methansulfonsaurebutylester (21 b)

Nach der AAV-4 wurden 1.34 g (3.1 mmol, 80% d. Th.) des gewiinschten Produkts erhalten.
Re=0.14 (c-Hex/EE = 1: 1), farblose Kristalle, Smp.: 63°C

'H-NMR (8/ppm, 500 MHz, ds-DMSO0): 0.90 (d, J = 6.55 Hz, 6H, CHs, isopropyl), 1.51 (ddd,
°J=13.10 Hz, J = 7.29 Hz, J = 3.01 Hz, 1H, 5-H), 1.60 (ddd, °J = 14.22 Hz, J = 8.56 Hz, J =
4.90 Hz, 1H, 5-H), 1.72 (m, 1H, 6-H), 2.05 (ddd, °/ = 14.31 Hz, J = 6.89 Hz, J = 3.13 Hz, 1H,
3-H), 2.16 (ddd, %/ = 14.88 Hz, J = 10.27 Hz, J = 4.91 Hz 1H, 3-H), 2.63 (dd, 2/ = 13.71 Hz, J
=9.21 Hz, 1H, 7~H), 2.88 (dd, 2/ = 13.91 Hz, J = 4.81 Hz, 1H, 7~H), 3.18 (s, 3H, CH3-SO,
), 4.08 (m, 1H, 1-H), 4.72 (ddd, J = 10.20 Hz, J = 7.44 Hz, J = 3.01 Hz, 1H, 3-H) 4.80 (m,
1H, 4-H), 7.25 (m, 2H, 5=H, 6 -H), 7.42 (m, 1H, 4~H), 7.47 (s, 1H, 2~-H), 7.68 (s, 1H, N-H,
Amid).
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3C-NMR (8/ppm, 400 MHz, de-DMSO): 21.6 (CHs-isopropyl), 22.9 (CHs-isopropyl), 23.6
(C-6), 315 (CH3-S0,), 34.2 (C-3), 35.3 (C-77), 44.6 (C-5), 55.3 (C-1), 75.3 (C-2), 79.1 (C-
4), 121.5 (C-3"), 128.2, 129.2, 130.4, 131.8 (C-2", C-4", C-5", C-67), 140.4 (C1"), 157.6
(C=0, Oxazolidinon).

EI-MS (m/z (%)): 340/338 (8/9) [((M+H)-CH3045")], 264 (24) [(M-C7HeBr)'], 168 (100)
[C7HGBI'+].

HRMS (ESI): C17H24BrNOsS+ Na* Ber.: 456.0456 Gef.: 456.0494
Elementaranalyse: Ber.: C47.00 H 5.57 N 3.23
C17H24BrNOsS (434.34 g/mol) Gef.: C 46.75 H5.76 N 3.66

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung der Thioether 22 a-c (AAV-5).

Zu einer Losung aus 2.7 mmol des Thiols in 100 ml abs. THF wurden bei Raumtemperatur 65
mg (2.7 mmol) Natriumhydrid hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wurde auf 0°C
abgekihlt und 2.7 mmol von 21 a-c in 50 ml abs. THF wurden hinzugetropft. Danach wurde
auf Raumtemperatur erwarmt und 3 h gertihrt. AnschlieRend wurde mit Wasser hydrolysiert
und dreimal mit je 40 ml Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden dreimal mit je 40 ml gesattigter Natriumchloridlésung gewaschen, Uber
Magnesiumsulfat getrocknet, gefiltert und am Rotationsverdampfer unter vermindertem
Druck eingeengt. Nach séulenchromatographischer Reinigung (c-Hex/EE = 2:1) wurde das

gewdinschte Produkt isoliert.

rac-(4R, 5S, 2R)-4-(3-Bromobenzyl)-5-[2-(3-methyl-butylsulfanyl)-propyl]-1,3-oxazolidin-2-
on (22 a)
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Nach der AAV-5 wurden 880 mg (2.2 mmol, 83%) des gewlinschten Produkts synthetisiert.

R =0.23 (c-Hex/EE = 1: 1), farbloser Feststoff, Smp.: 99°C

'H-NMR (&/ppm, 500 MHz, de-DMSO): 0.86 (d, J = 1.01 Hz, 3H, 9-H), 0.88 (d, .J = 1.26 Hz,
3H, 9-H), 1.32 (d, J = 6.92 Hz, 3H, 5-H), 1.38 (m, 2H, 8-H, 7-H), 1.63 (m, 1H, 7-H), 1.68
(ddd, 27 = 14.60 Hz, J = 9.75 Hz, J = 3.05 Hz, 1H, 3-H ), 2.15 (ddd, %/ = 14.92 Hz, J = 10.41
Hz, J = 4.36 Hz, 1H, 3-H), 2.49 (m, 2H, 6-H), 2.63 (dd, >/ = 13.83 Hz, J = 9.14 Hz, 1H, 7~
H), 2.82 (m, 1H, 4-H), 2.89 (dd, 27 = 13.95 Hz, J = 4.95 Hz, 1H, 7=H), 4.14 (m, 1H, 1-H),
4.80 (ddd, J = 10.39 Hz, J = 7.78 Hz, J = 3.59 Hz, 1H, 2-H), 7.26 (m, 2H, 4=H, 5=H), 7.41
(m, 1H, 67H), 7.47 (s, 1H, 2~-H), 7.59 (s, 1H, N-H, Amid).

3C-NMR (&/ppm, 400 MHz, de-DMSO): 21.9 (C-9), 22.5 (C-5), 27.6, 27.7 (C-6, C-8), 35.2,
36.5, 36.7, 38.2, (C-77, C-3, C-4, C-7), 54.9 (C-1), 76.7 (C-2), 121.5 (C-3"), 127.9, 128.8,

130.2, 132.1 (C-27, C-47, C-57, C-6"), 140.4 (C1"), 157.3 (C=0, Oxazolidinon).

EI-MS (m/z (%)): 401/399 (60/60) [(M+H)"], 340/338 (62/60) [((M+H)-CHNO,)"], 332/330
(38/39) [((M+H)-CsH11)*], 230 (100) [(M-C7HgBr)'].

HRMS (ESI): C1gH27BrNO,S Ber.: 400.0964 Gef.: 400.0945

Elementaranalyse: Ber.: C 54.00 H 6.55 N 3.50
C18H26BrNO,S (400.37 g/mol) Gef.: C53.96 H 6.45 N 3.99



Material und Methoden 89

rac-(4R, 5S, 2R)-4-(3-Bromobenzyl)-5-[4-(2,4-dichlorophenyl)-2-(4-fluorophenyl-
sulfanyl)butyl]-1,3-oxazolidin-2-on (22 ¢)

Nach der AAV-5 wurden 1.22 g (2.1 mmol, 80%) des gewtinschten Produkts synthetisiert.
Rr=0.47 (c-Hex/EE = 1: 1), Smp.: 123.5°C

'H-NMR (8/ppm, 500 MHz, de-DMSO): 1.65 (m, 1H, 3-H), 1.79 (m, 2H, 5-H), 2.08 (m, 1H,
3-H), 2.67 (m, 1H, 7=H), 2.87 (m, 3H, 6-H, 6-H, 7-H ), 3.17 (M, 1H, 4-H), 4.21 (m, 1H, 1-
H), 4.99 (m, 1-H, 2-H), 7.18 (m, 2H, 57H, 37"=H), 7.28 (m, 2H, 5~=H, 6~H), 7.36 (m, 5™~
H, 6™H), 7.43 (s, 3H, 27=H, 6 =H, 4=H), 7.48 (s, 1H, 2~=H), 7.55 (s, 1H, 37=H), 7.70 (s,
1H, N-H).

3C-NMR (8/ppm, 400 MHz, dg-DMSO): 29.8 (C-6), 34.1 (C-3), 35.3 (C-5), 35.7 (C-7"), 46.5
(C-4), 55.3 (C-1), 76.7 (C-2), 116.5 (d, 2Jc.p= 21.4 Hz, C-37",C-57), 122.1 (C-3"), 127.8 (C-
57), 128.5 (C-67), 128.7 (d, “Jor = 3.4 Hz, C-17), 129.0 (C-37), 129.6 (C-4"), 130.8 (C-5),
131.8 (C-2"), 132.1 (C-67), 132.4 (C-47), 134.1 (C-27), 135.6 (d, *Je.r = 8.2 Hz, C-2™, C-
6™, 138.4 (C-17), 141.0 (C-17), 158.1 (C=0), 162.1 (d, *Je.r = 244 Hz, C-4™).

CI-MS (m/z (%)): 586/584/582 (46/100/61) [(M+H)'], 504 (15) [((M+H)-Br)*], 257 (17)
[((M+H)-C16H14CIoFS)*], 245/243/241 (3/5/2), 163 (5), 91 (19) [C7H7'].

Elementaranalyse: Ber.: C53.53 H 3.97 N 2.40
Cstngl’C|2 O5NS (583.35 g/mol) Gef.: C53.10 H 4.00 N 2.40
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rac-(4R, 5S, 2R)-4-(3-Bromobenzyl)-5-[ 2-(4-fluoro-phenylsulfanyl)-4-methyl-pentyl]-1,3-

oxazolidin-2-on

Nach der AAV-5 wurden 1.12 g (2.4 mmol, 87%) des gewiinschten Produkts synthetisiert
Re=0.40 (c-Hex/EE = 1: 1), farbloser Feststoff, Smp.: 114°C

'H-NMR (&/ppm, 500 MHz, d-DMSO): 0.82 (d, J = 3.00 Hz, 3H, CH3, isopropyl), 0.84 (d, J
= 3.23 Hz, 3H, CHj, isopropyl), 1.37 (m, 2H, 5-H), 1.53 (ddd, °/ = 14.70 Hz, J = 10.54 Hz, J
= 2.01 Hz 1H, 3-H), 1.88 (m, 1H, 6-H), 1.95 (ddd, °J = 14.66 Hz, J = 11.47 Hz, J = 3.37 Hz
1H, 3-H), 2.64 (dd, %/ = 14.05 Hz, J = 8.80 Hz, 1H, 7~-H), 2.83 (dd, °J = 14.05 Hz, J=5.30
Hz, 1H, 7-H), 3.06 (m, 1H, 4-H), 4.20 (m, 1H, 1-H), 4.99 (ddd, J = 11.66 Hz, J = 7.85 Hz, J
=1.99 Hz 1H, 3-H), 7.20 (m, 4H, 3™-H, 57-H, 5™~H, 6™-H), 7.40 (m, 4H, 4™-H, 2™-H, 27-H,
67-H), 7.65 (s, 1H, N-H, Amid).

BC-NMR (&/ppm, 400 MHz, dg-DMSO): 22.1 (CHs-isopropyl), 22.3 (CHs-isopropyl), 24.8
(C-6), 34.3 (C-77), 35.3 (C-3), 44.5, 44.7 (C-5, C-4), 57.8 (C-1), 76.3 (C-2), 116.1 (d, 2Jcr =
22.0 Hz, C-37,C-57), 121.5 (C-37, 128.0, 128.3, 129.1, 130.4, 131.8 (C-2", C-4", C-5", C-6",
C-17, 135.5 (d, *Jer = 9Hz, C-27, C-67), 140.5 (C1%), 157.8 (C=0, oxazolidinon), 161.7 (d,
YJe.p = 245 Hz, C-47).

EI-MS (m/z (%)): 467/465 (100/65) [(M+H)"], 340/338 (10/10) [((M+H)-CsH4FS)*], 296 (17)
[(M-C7HgBr)"], 197 (46) [CoH1FS"].

HRMS (ES|) CxH26BrFNO,S Ber.: 466.0852 Gef.: 466.0885

Elementaranalyse: Ber.: C 56.65 H 5.40 N 3.00
C2H2sBrFNO,S (466.41 g/mol) Gef.: C57.04 H 5.62 N 3.44
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Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung der 3-Aminoalkohole 23 a-c (AAV-6).

Eine Lésung aus 2 mmol von 22 a-c und 1.1 g (4 mmol, 2 eq.) Bariumhydroxid Octahydrat
wurde in 100 ml Dioxan und 70 ml Wasser fur 24 h unter Ruckfluss erhitzt. Nach dem
Abfiltrieren des Bariumcarbonats wurde die Losung dreimal mit 50 ml Diethylether
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden dreimal mit je 40 ml geséttigter
Natriumchloridlésung gewaschen, Uber Magnesiumsulfat getrocknet, gefiltert und am
Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck eingeengt. Nach saulenchromatographischer

Reinigung mit Essigsaureethylester wurde das gewtiinschte Produkt isoliert.

rac-(2R, 3S, 5R)-2-Amino-1-(3-bromophenyl)-5-(3-methyl-butylsulfanyl)-hexan-3-ol (23 a)

Nach der AAV-6 wurden 560 mg (1.5 mmol, 75%) des gewiinschten Produkts synthetisiert.

Rr=0.35 (EE), farbloser Feststoff, Smp.: 102°C

'H-NMR (&/ppm, 500 MHz, de-DMSO): 0.86 (d, J = 0.81 Hz, 3H, 9-H), 0.88 (d, ./ = 0.91 Hz,
3H, 9-H), 1.24 (d, J = 6.67 Hz, 3H, 5-H), 1.40 (m, 2H, 7-H), 1.47 (m, 1H, 3-H), 1.64 (m, 2H,
3-H, 8-H), 2.36 (dd, 2/ = 12.76 Hz, J = 7.79 Hz, 1H, 77-H), 2.49 (m, 2H, 6-H), 2.74 (m, 2H,
1-H, 77H), 2.93 (m, 1H, 4-H), 3.27 (s, 2H, NH,), 4.48 (m, J = 5.66 Hz, 1H, OH), 7.23 (m,
2H, 472H, 5=H), 7.37 (m, 1H, 67=H), 7.44 (s, 1H, 2=H).

3C-NMR (8/ppm, 400 MHz, d-DMSO): 21.9, 23.0 (C-5, C-9), 26.7, 26.8 (C-6, C-8), 38.5,
39.0, 39.1, 39.2 (C-77, C-3, C-4, C-7), 57.5 (C-1), 71.7 (C-2), 121.4 (C-3"), 128.1, 128.3,
129.9, 131.7 (C-27, C-47, C-57, C-67), 143.3 (C1).
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EI-MS (m/z (%)): 375/373 (13/11) [(M+H)"], 358/356 (62/60) [((M+H)-OH)*], 304/302
(47/47) [(M+H)-CsH11)*], 200/198 (99/100) [CsHeBIN"].

HRMS (ESI): C17H29BrNOS Ber.: 374.1181 Gef.: 374.1153
Elementaranalyse: Ber.: C54.54 H7.54 N 3.74
C17H2sBrNOS (374.38 g/moal) Gef . C54.20 H 7.03 N 4.02

rac-(2R, 3S, 5R)-2-Amino-1-(3-bromophenyl)-7-(2,4-dichlorophenyl)-5-(4-fluoro-
phenylsulfanyl)-heptan-3-ol (23 c).

Nach der AAV-6 wurden 890 mg (1.6 mmol, 80%) des gewlinschten Produkts synthetisiert.
Rr=0.26 (EE), farbloser Feststoff, Smp.: 132°C

'H-NMR (8/ppm, 500 MHz, de-DMSO): 1.70 (m, 2H, 3-H), 1.80 (m, 1H, 5-H), 2.39 (dd, 2/ =
12.86 Hz, J = 8.85 Hz, 1H, 77=H), 2.78 (m, 2H, 6-H, 7~H), 2.84 (m, 2H, 7~H, 1-H), 3.34 (m,
1H, 4-H), 3.57 (m, 1H, 2-H), 4.63 (d, J = 5.72 Hz, OH), 7.14 (m, 2H, 3™"=H, 5"=H), 7.24,
7.31,7.37,7.46,7.50 (m, 9H, 2=H, 4=H, 5=H, 6~H, 27<H, 3™-H, 5-H, 2"=H, 6 "=H).

3C-NMR (8/ppm, 400 MHz, dg-DMSO): 29.6 (C-6), 35.6 (C-5), 37.0 (C-77), 38.7 (C-3),
46.2 (C-4), 57.7 (C-1), 71.6 (C-2), 115.8 (d, %Je.r = 23.0 Hz, C-37",C-577), 121.4 (C-3),
127.2, 128.3, 128.4, 128.5, 130.0, 130.1, 131.3, 131.8, 131.9, 133.7, (C-27, C-47, C-57, C6",
C-27,C-37,C-47,C-57,C-6™,C-17), 134.3 (d, 3/ = 9 Hz, C-2™"und C-6"), 138.2 (C-
17), 143.4 (C-17), 161.4 (d, “Je.r = 254 Hz, C-4™).
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EI-MS (m/z (%)): 557 (1) [M"], 388/386 (19/27) [((M+H)-C;HeBr)"], 200/198 (99/100)
[CgHgBrN+].

Elementaranalyse: Ber.: C 53.87 H 4.52 N 2.52
CasH2sBrCI,FNOS (557.35 g/mol) Gef . C53.62 H 4.49 N 3.01

rac-(2R, 3S, SR)-2-Amino-1-(3-bromophenyl)-5-(4-fluorophenylsulfanyl)-7-methyl-octan-3-
ol (23 b)

Nach der AAV-6 wurden 634 mg (1.4 mmol, 72%) des gewlinschten Produkts synthetisiert.
Re=0.30 (EE), farbloser Feststoff, Smp.: 110°C

'H-NMR (&/ppm, 500 MHz, d-DMSO): 0.81 (d, J = 6.67 Hz, 3H, CH3, isopropyl), 0.83 (d, J
= 6.67 Hz, 3H, CHj, isopropyl), 1.37 (m, 2H, 3-H), 1.58 (m, 2H, 5-H), 1.81 (m, 1H, 6-H),
2.35 (dd, 27 = 12.87 Hz, J = 9.38 Hz, 1H, 7=H), 2.73 (m, 1H, 1-H), 2.97 (dd, °J = 13.44 Hz,
J=4.34 Hz, 1H, 7~-H), 3.27 (m, 1H, 4-H), 3.67 (m, 1H, 2-H), 4.68 (d, J = 6.14 Hz, 1H, OH),
7.20 (M, 4H, 3™=H, 5=H, 5~H, 6 =H), 7.40 (m, 4H, 4~H,2~H, 27=H, 6 =H).

BC-NMR (&/ppm, 400 MHz, dg-DMSO): 22.1 (CHs-isopropyl), 22.3 (CHs-isopropyl), 24.8
(C-6), 37.3 (C-77), 38.9 (C-3), 44.5 (C-5), 45.6 (C-4), 57.7 (C-1), 71.3 (C-2), 116.5 (d, ZJ.r =
22.0 Hz, C-37,C-57), 121.3 (C-3"), 128.3, 128.4, 128.7, 129.9, 130.0, 131.8 (C-27, C-47, C-
57 C-67, C-17), 134.7 (d, *Jer = 8 Hz, C-2~, C-67), 142.3 (C17), 161.4 (d, “Jer = 245 Hz, C-
47).
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EI-MS (miz (%)): 439/441 (2.7/3) [M+H'], 270 (51) [(M)-C;HeBr)'], 242/240 (2/2)
[C1oH1:BrNO'], 200/198 (98/100) [((M+H)-C1oH1:BrNO)].

Elementaranalyse: Ber.: C57.27 H 6.18 N 3.18
Ca1H27BrFNOS (440.41 g/mol) Gef . C57.52 H 6.31 N 3.28

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung der Aminohydroxysulfane 24 a-e (AAV-7).

Eine Losung aus 0.35 mmol einer Carbonséure und 70 mg (0.35 mmol) EDC wurden bei
Raumtemperatur in 100 ml abs. THF gel6st. Innerhalb einer % h wurden portionsweise 0.35
mmol von 23 a-c bei RT hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wurde mit 100 ml Wasser
hydrolysiert und dreimal mit 100 ml Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden dreimal mit je 50 ml geséattigter Natriumchloridlésung gewaschen, Uber
Magnesiumsulfat getrocknet, gefiltert und am Rotationsverdampfer unter vermindertem
Druck eingeengt. Nach séulenchromatographischer Reinigung mit (c-Hex/EE = 2:1) wurde
das gewiinschte Produkt isoliert.

rac-(1R, 28, 4R)-N-[1-(Bromobenzyl)-2-hydroxy-4-(3-methyl-butylsulfanyl)-pentyl]-3-
methylsulfanyl-propionamid (24 a)

Nach der AAV-7 wurden 133 mg (0.28 mmol, 80%) des gewiinschten Produkts synthetisiert.

Re=0.23 (c-Hex/EE = 1: 1), farbloser Feststoff, Smp.: 145°C
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'H-NMR (8/ppm, 500 MHz, de-DMSO): 0.86 (d, J = 0.90 Hz, 3H, 9-H), 0.88 (d, J = 1.01 Hz,
3H, 9-H), 1.27 (d, J = 6.95 Hz, 3H, 5-H), 1.41 (m, 2H, 7-H, 1H, 3-H), 1.63 (m, 1H, 3-H, 1H,
8-H), 1.99 (s, 3H, 17=H), 2.25 (m, 2H, 2=H), 2.49 (m, 2H, 37=H, 2H, 6-H, 1H, 7-H), 2.92
(m, 1H, 4-H), 2.99 (dd, >J = 13.82 Hz, J = 3.30 Hz, 1H, 7~H), 3.59 (m, 1H, 2-H), 3.78 (m,
1H, 1-H), 4.77 (d, J = 6.86 Hz, 1H, OH), 7.20 (m, 2H, 4™=H, 5~H), 7.34 (m, 1H, 6™=H), 7.41
(s, 1H, 2=H), 7.71 (d, J = 8.99 Hz, N-H, Amid).

3C-NMR (&/ppm, 400 MHz, de-DMSO): 14.5(C-17), 22.0, 23.0 (C-5, C-9), 26.9, 27.0 (C-6,
C-8), 39.4 (C-27), 35.3, 35.6 (C-7", C-37) 36.9 (C-4), 38.6 (C-7), 40.1 (C-3), 55.1 (C-1), 70.6
(C-2), 121.1 (C-39), 128.1, 128.5, 128.8, 131.8 (C-27, C-4", C-57, C-6"), 142.4 (C1"), 170.5
(C=0, Amid).

EI-MS (m/z (%)): 477/475 (1/1) [M+H"], 459/457 (5/4) [((M+H)-OH)*], 358/356 (100/98)
[((M+H)-C4HsNO)+], 200/198 (32/34) [CsHeBIN'].

HRMS (ESI): C21H3sBrNOSS, Ber.: 476.1254 Gef.: 476.1292
Elementaranalyse: Ber.: C52.93 H7.19 N 2.94
C21H34BrNO,S, (476.54 g/mol) Gef.: C53.24 H 7.30 N 2.80

rac-(1R, 28, 4S)-N-[1-(3-Bromobenzyl)-6-6(2,4-dichlorophenyl)-4-(4-fluorophenylsulfanyl)-
2-hydroxy-hexyl]-2-(2,4-dichlorophenoxy)-acetamid (24 c)

Nach der AAV-7 wurden 223 mg (0.29 mmol, 84%) des gewiinschten Produkts synthetisiert.
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Re = 0.35 (c-Hex/EE = 1: 1), farbloser Feststoff, Smp.: 150°C

H-NMR (8/ppm, 500 MHz, d-DMSO): 1.63 (m, 2H, 3-H), 1.76 (m, 2H, 5-H), 2.66 (dd, 27 =
14.02 Hz, J = 10.62 Hz, 1H, 77-H), 2.83 (m, 2H, 6-H), 3.06 (dd, /= 14.02 Hz, J = 3.41 Hz,
1H, 77H), 3.29 (m, 1H, 4-H), 3.87 (m, 1H, 2-H), 3.96 (m, 1H, 1-H), 4.47 (s, 2H, CH,-
phenoxy), 5.01 (d, J=7.00 Hz, OH), 6.75 (dd, , J = 8.97 Hz, 1H, 6 =H), 7.16 (m, 2H, 3™"H,
57_H), 7.20, 7.33, 7.38, 7.47 (m, 7TH, 3=H, 5=H, 4™=H, 5=H, 6 =H, 5"H, 6 "=H), 7.42
(s, 1H, 27=H), 7.47 (m, 2H, 277=H und 6~"=H), 7.50 (s, 1H, 3"=H), (s, 2H, 7.53 (d, J =
9.08 Hz, 1H, N-H, Amid).

B3C-NMR (8/ppm, 400 MHz, ds-DMSO0): 29.5 (C-6), 35.2, 35.3 (C-5, C-77), 38.1 (C-3), 45.8
(C-4), 54.9 (C-1), 67.7 (CH2-phenoxy), 69.8 (C-2), 115.1 (C-67), 115.8 (d, %Jc.r = 23.0 Hz, C-
377,C-577), 121.2 (C-37), 122.5 125.0 (C-47, C-27), 127.2, 127.6, 128.0, 128.5, 128.6,
129., 129.3, 129.9, 130.2, 130.7, 130.7 (C-37, C-57, C-2™, C4™, C-57,C-6™, C-2™, C-3™,
C-47,C-57,C-67,C-177), 134.8 (C-27, C-677), 138.0 (C-17), 142.0 (C-17), 152.3
(C-17), 161.5 (d, “Je.r = 254 Hz, C-477), 166.2 (C=0).

EI-MS (m/z (%)): 759 (1) [(M-H)"], 742/740/738 (35/39/17) [(M-OH)'], 709/707/705/703
(20/52/70/33), 161/159 (68/100) [C7HsCl,"].

HRMS (ESI): C33H30BrCl4FNO3S Ber.: 757.9833 Gef.: 757.9867

Elementaranalyse: Ber.: C52.13 H 3.84 N 1.84
Ca3H29BrCI4FNO3S (760.37 g/mol) Gef. C51.80 H 3.94 N 2.15
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(IR, 2S, 4R, (4'R))-[-1-(3-Bromobenzyl)-6-(2,4-dichlorophenyl)-4-(4-fluorophenyl sulfanyl)-2-
hydroxy-hexyl]-tetrahydrofuran-3-carbonsaureamid und (1S, 2R, 4S, (4'R))-[-1-(3-
Bromobenzyl)-6-(2,4-dichlorophenyl)-4-(4-fluorophenylsulfanyl)-2-hydroxy-hexyl]-

tetrahydrofuran-3-carbonsaureamid (24 e)

als Diastereomerengemisch aus (IR, 2S, 4R,(4'R)) und (1S, 2R, 4S, (4'R)) von 24 e.
Nach der AAV-7 wurden 176 mg (0.27 mmol, 77%) des gewiinschten Produkts synthetisiert.
Re=0.44 (c-Hex/EE = 1: 1), farbloser Feststoff, Smp.: 144°C

'H-NMR (8/ppm, 500 MHz, de-DMSO): 1.41 (m, 1H, 3=H), 1.68 (m, 6H, 2=H, 5-H, 3-H),
1.98 (m, 1H, 37H), 2.72 (m, 1H, 7=H), 2.84 (m, 2H, 6-H), 3.07 (m, 1H, 7=H), 3.29 (m, 1H,
4-H), 3.47 (m, 1H, 1=H), 3.85 (m, 3H, 1=H, 1-H, 2-H), 4.03 (m, 1H, 4~H), 5.00 (d, J = 6.46
Hz, OH), 7.17, 7.34, 7.39, 7.48 (m, 12H, 27-H, 4™-H, 5=H, 6 ~H, 3"=H, 5"H, 6 =H,
377“H,57=H, 27-H, 67"=H, N-H, Amid).

B3C-.NMR (&/ppm, 400 MHz, ds-DMSO): 25.0 (C-27), 29.1, 29.2 (C-6, C-37), 34.6 (C-77),
38.8 (C-3), 45.3 (C-4), 53.9 (C-1), 67.3 (C-1"), 68.7 (C-2), 76.9 (C-4"), 115.3 (d, 2Jc.r = 22.0
Hz, C-377,C-57), 120.5 (C-37), 126.6, 127.3, 127.8, 127.9, 129.2, 130.7, 131.3, 133.0,
133.2, 134.0, 134.6 (C-4™,C-5"",C-6,C-57, C-3™",C-27,C-27",C-67", C-6™", C-4™,
C-277,C-177), 137.4 (C-17), 141.8 (C17), 161.0 (d, YJcr = 253 Hz, C-477),171.3 (C=0).

EI-MS (m/z (%)): 654 (10) [(M-H)'], 540/538 (55/94) [((M-H)-CsHsO.N)'], 71 (100)
[C4H-0™].
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Elementaranalyse: Ber.: C 54.97 H4.77 N 2.14
C3oH31BrCI,FNOsS (655.45 g/mol) Gef .. C55.19 H 4.68 N 2.48

rac-(1R, 2S, 4R)-2-Bromo-N-[1-(3-bromobenzyl)-6-(2,4-dichlorophenyl)-4-(4-
fluorophenylsulfonyl)-2-hydroxy-hexyl]-4,5-dimethoxy-benzamid (24 d)

Nach der AAV-7 wurden 224 mg (0.28 mmol, 81%) des gewiinschten Produkts synthetisiert
Re =0.45 (c-Hex/EE = 1: 1), farbloser Feststoff, Smp.: 155°C

'H-NMR (&/ppm, 500 MHz, d-DMSO): 1.79 (m, 3H, 6-H, 3-H), 1.89 (m, 1H, 3-H), 2.66 (dd
, 2J=14.16 Hz, J = 11.06 Hz, 1H, 7-H), 2.83 (m, 2H, 5-H), 3.20 (m, 1H, 7-H), 3.39 (m, 1H,
4-H), 3.74 (s, 3H, O-CHs3), 3.78 (s, 3H, O-CHs), 3.88 (m, 1H, 2-H), 4.15 (m, 1H, 1-H), 5.00
(d, J = 6.95 Hz, OH), 6.52 (s, 1H, 6=H), 7.10 (m, 3H, 3=H, 27=H, 67"=H), 7.30 (m, 4H,
57°H, 67=H, 37=H, 57=H), 7.38 (m, 1H, 4™=H), 7.48 (m, 4H, 27=H, 6"=H, 37-H,57 -
H), 8.06 (d,J = 6.95 Hz, 1H, N-H, Amid).

3C-NMR (8/ppm, 400 MHz, dg-DMSO): 29.4 (C-6), 35.5, 35.7 (C-7~, C-5), 38.5 (C-3), 46.0
(C-4), 55.6, 55.7, 56.1 (O-CHs, O-CHg, C-1), 70.7 (C-2), 109.4 (C-37), 112.0 (C-67), 115.7
(C-29, 116.5 (d, 2Jer = 23.0 Hz, C-377,C-577), 121.2 (C-37), 128.2 128.5, 128.6, 129.7,
130.0, 130.9, 131.1, 131.8, 131.9, 133.7, 134.4, 1345 (C-17, C-2™, C-4™, C-57, C-6~, C-
277,C-37,C-47",C-57,C-6"",C-1"", C-27"und C-6™), 138.1 (C-1™), 142.6 (C-17),
147.7 (C-5), 149.9 (C-4"), 161.4 (d, YJer = 254 Hz, C-477), 166.3 (C=0).
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EI-MS (m/z (%)): 799 (1) [M-H'], 245/243 (100/98) [CoHgBrOs], 262/260 (48/49)
[CgHgBrN03+].

HRMS (ES|) C34H338I’20|2FNO4S Ber.: 797.9813 Gef.: 789.9858
Elementaranalyse: Ber.: C51.02 H 4.03 N 1.75
Ca4H3Br,Cl,FNO,4S (800.40 g/mol)  Gef.: C 50.96 H 4.28 N 2.18

Arbeitsvorschrift zur Darstellung von 24 b.

Eine Losung aus 200 mg (1.1 mmol) 2,6-Dimethylphenoxyessigsaure und 215 mg (1.1 mmol)
EDC wurden bei RT in 100 ml abs. THF gel6st. Innerhalb einer % h wurden portionsweise
500 mg (1.1 mmol) von 23 b bei RT hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wurde mit 100
ml Wasser hydrolysiert und dreimal mit 100 ml Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden dreimal mit je 50 ml geséttigter Natriumchloridlésung
gewaschen, tber Magnesiumsulfat getrocknet, gefiltert und am Rotationsverdampfer unter
vermindertem Druck eingeengt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung mit (c-Hex/EE

1:1) wurde das gewiinschte Produkt isoliert.

rac-(1R, 2S, 4R)-N-[1-(3-Bromobenzyl)-4-(4-fluorophenylsulfanyl)-2-hydroxy-6-methyl-
heptyl]-2-(2,6-dimethyl-phenoxy)-acetamid (24 b)

Nach der AV-8 wurden 490 mg ( 0.82 mmol, 75 %) des gewiinschten Produkts synthetisiert.

R =0.41 (c-Hex/EE = 1: 1), farbloser Feststoff, Smp.: 147°C
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'H-NMR (&/ppm, 500 MHz, ds-DMSO): 0.82 (d, J = 6.53 Hz, 3H, CH3, isopropyl), 0.84 (d, J
= 6.43 Hz, 3H, CHj3, isopropyl), 1.35 (m, 2H, 3-H), 1.57 (m, 2H, 5-H), 1.84 (m, 1H, 6-H),
2.16 (s, 6H, (CH3)2, phenoxy), 2.79 (dd, %/ = 13.66 Hz, J = 10.68 Hz, 1H, 7"-H), 3.07 (dd, °J
=13.98 Hz, J=3.03 Hz, 1H, 77=H), 3.30 (m, 1H, 4-H), 3.96 (m, 1H, 2-H), 3.96 (m, 1H, 1-
H), 3.96 (d, °J = 14.26 Hz, 1H, CH,-phenoxy), 4.11 (d, °J = 14.35 Hz, 1H, CH,-phenoxy),
5.10 (d, J = 6.44 Hz, 1H, OH), 6.93 (dd, J = 7.18 Hz, J = 6.72 Hz 1H, 4™=H), 7.02 (d, J = 7.33
Hz, 2H, 5~H, 3=H), 7.20 (m, 4H, 27=H, 4™H, 67™=H, 27-H ), 7.44 (m, 4H, 57-H, 6-H,
577-H,37=H), 7.95 (m, 3H, N-H, Amid).

B3C-NMR (8/ppm, 400 MHz, dg-DMSO): 15.7 (2-CHs-phenoxy), 22.1 (CHs-isopropyl), 22.3
(CHs-isopropyl), 24.7 (C-6), 35.0 (C-77), 38.7 (C-3), 44.1 (C-5), 45.3 (C-4), 55.9 (C-1), 59.6
(C-2), 70.1 (CHz-phenoxy), 116.5 (d, 2Jc.e= 23.0 Hz, C-37,C-5™7), 121.1 (C-37), 124.2 (C-
49, 128.1, 128.6, 128.7, 128.7, 129.3, 129.9, 130.1, 131.8, 133.5 (m, C-2™, C-4™, C-57, C-
6™, C-27C-6"C-37, C-57 C-1™), 135.1 (d, *Je.r = 8 Hz, C-27, C-6™), 142.3 (C17), 154.3
(C-1"), 161.4 (d, “Jer = 245 Hz, C-477),167.3 (C=0).

EI-MS (m/z (%)): 603/601 (6/6) [(M+H)"], 585/583 (57/51) [(M+H)-F)*], 424/422 (97/100)
[((M+H)-C1oH12NO5)*], 242/240 (44/38) [C1oH10BrNO*].

Elementaranalyse: Ber.: C61.79 H6.19 N 2.32
Cz1H37BrFNO3S (602.56 g/mol) Gef.: C61.77 H 6.15 N 2.20

Arbeitsvorschrift zur Darstellung des Aminohydroxysulfons 25 a (AV-9).

Zu einer Losung aus 100 mg (0.21 mmol) von 24 a in 100 ml Chloroform wurden 200 mg
(1.26 mmol. 6 Aquiv.) meta-Chlorperbenzoesdure portionsweise hinzugegeben. Die
Reaktionsmischung wurde 2 h unter Rickfluss gehalten. Nach dem Abkihlen wurde einmal
mit 50 ml Wasser, sechsmal mit 50 ml gesattigter Natriumhydrogencarbonatlésung und
zweimal mit geséttigter Natriumchloridlésung gewaschen. Die vereinigten organischen
Phasen wurden tber Magnesiumsulfat getrocknet, gefiltert und am Rotationsverdampfer im
Vakuum eingeengt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (c-Hex/EE = 3:1) konnte das

gewdinschte Produkt isoliert werden.
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rac-(1R, 2S, 4R)-N-[1-(3-Bromobenzyl)-2-hydroxy-4-(3-methyl-butan-1-sulfonyl)-pentyl]-3-

methansulfonyl-propionamid (25 a)
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Nach der AV-9 wurden 100 mg (0.18 mmol, 89%) des gewiinschten Produkts synthetisiert.
Rr=0.34 (c-Hex/EE = 1: 1), farbloser Kristalle, Smp.: 144°C

'H-NMR (&/ppm, 500 MHz, de-DMS0): 0.91 (d, J = 6.53 Hz, 6H, 9-H), 1.34 (d, J = 6.78 Hz,
3H, 5-H), 1.43 (ddd, > = 15.21 Hz, J = 8.20 Hz, J = 7.05 Hz, 1H, 3-H), 1.57 (m, 2H, 7-H),
1.68 (m, 1H, 3-H, 1H, 8-H), 2.17 (ddd, °J = 14.77 Hz, J = 4.78 Hz, J = 4.05 Hz, 1H, 3-H),
2.46 (m, 2H, 37=H), 2.55 (dd, > = 13.00 Hz, J = 10.32 Hz, 1H, 7~H), 2.87 (s, 3H, 17=H),
2.96 (dd, 2J = 13.92 Hz, J = 3.37 Hz, 1H, 7~H), 3.15 (m, 2H, 27=H), 3.27 (m, 1H, 4-H), 3.62
(m, 1H, 2-H), 3.86 (M, 1H, 1-H), 5.04 (m, 1H, OH), 7.22 (m, 2H, 4=H, 5~H), 7.36 (m, 1H,
67-H), 7.43 (s, 1H, 2~-H), 8.01 (d, J = 8.98 Hz, N-H, Amid).

B3C-NMR (8/ppm, 400 MHz, de-DMSO): 14.7(C-5), 21.9 (C-9), 26.7, 27.9, 29.2 (C-6, C-8,
C-37), 33.2, 34.6 (C-7, C-3) 46.9 (C-6), 49.8 (C-17), 54.9. 55.1 (C-1, C-4), 62.7 (C-27),
71.0 (C-2), 121.2 (C-3"), 128.2, 128.6, 130.0, 131.8 (C-2", C-47 C-57, C-67), 142.1 (C1"),
168.4 (C=0, Amid).

EI-MS (m/z (%)): 272 (100), 255/253 (87/98) [C1sH12BrNO,'], 200/198 (32/34) [CsHsBIN'].

Elementaranalyse: Ber.: C 46.67 H 6.34 N 2.59
C21Hz4BrNOgS; (540.53 g/mol) Gef. C 46.79 H 5.95 N 2.69
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Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung der Aminohydroxysulfone 25 b-e (AVV-
10).

Zu einer Losung aus 0.21 mmol von 24 b-e in 100 ml Chloroform wurden 100 mg (0.63
mmol, 3 eq.) meta-Chlorperbenzoesdure  portionsweise  hinzugegeben.  Die
Reaktionsmischung wurde 2 h unter Rickfluss gehalten. Nach dem Abkulhlen wurde einmal
mit 50 ml Wasser, sechsmal mit 50 ml gesattigter Natriumhydrogencarbonatlésung und
zweimal mit geséttigter Natriumchloridlosung gewaschen. Die vereinigten organischen
Phasen wurden tber Magnesiumsulfat getrocknet, gefiltert und am Rotationsverdampfer im
Vakuum eingeengt. Nach saulenchromatographischer Reinigung (c-Hex/EE = 3:1) konnte das

gewdinschte Produkt isoliert werden.

rac-(IR, 2S, 4R)-N-[-1-(3-Bromobenzyl)-6-(2,4-dichlorophenyl)-4-(4-fluorophenylsulfonyl)-
2-hydroxy-hexyl]-2-(2,4-dichloro-phenoxy)-acetamid (25 ¢)

Nach der AVV-10 wurden 150 mg (0.19 mmol, 90%) des gewiinschten Produkts synthetisiert.
Rr=0.37 (c-Hex/EE = 1: 1), farbloser Feststoff, Smp.: 154°C

'H-NMR (8/ppm, 500 MHz, dg-DMSO): 1.65 (m, 2H, 3-H, 5-H), 1.99 (m, 1H, 5-H), 2.10
(ddd, %7 =15.21 Hz, J = 7.15 Hz, J = 2.68 Hz, 1H, 3-H), 2.61 (dd, °J = 13.61 Hz, J = 10.68
Hz, 1H, 7™-H), 2.70 (m, 2H, 6-H), 3.01 (dd, %/ = 13.96 Hz, J = 2.97 Hz, 1H, 7"-H), 3.42 (m,
1H, 4-H), 3.69 (m, 1H, 2-H), 3.96 (m, 1H, 1-H), 4.48 (s, 2H, CH,-phenoxy), 5.18 (d, J = 6.66
Hz, OH), 6.74 (dd, , J = 8.90 Hz, 1H, 6~-H), 7.20 (m, 3H, 5=H, 5™=H, 6 -H), 7.33, 7.38, 7.47
(m, 7H, 27=H, 4™°H, 3™-H, 5"H, 6 "=H, 3™-H, 5™"-H), 7.54 (d, J = 2.55 Hz 1H, 3~H),
7.81 (d, J=9.35 Hz, 1H, N-H, Amid), 7.92 (m, 2H, 6™=H und 2""-H).
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3C-NMR (8/ppm, 400 MHz, dg-DMSO): 28.8, 29.0 (C-5, C-6), 32.2 (C-3), 34.6 (C-77), 54.5
(C-1), 60.0 (C-4), 67.4 (CH,-phenoxy), 70.5 (C-2), 114.9 (C-67), 116.2 (d, %Jc.r = 23.0 Hz, C-
377,C-577), 121.0 (C-37), 122.3, 124.8 (C-47, C-27), 127.0, 127.5, 127.8, 128.3, 128.4,
128.9, 129.0, 129.7, 131.2, 131.3, 131.5, 131.6, 133.4, (C-37,C-57C-2",C4™,C-57,C-67,
C-27,C-37,C-47,C-5",C-6™,C-17, C-27"und C-6"), 136.9 (C-17), 141.5 (C-
17), 152.9 (C-17), 164.7 (d, *Jer = 254 Hz, C-4™), 166.0 (C=0).

EI-MS (m/z (%)): 792/790 (0.5/1) [(M+H)"], 624/622/620 (8/15/10) [((M+H)-C-HeBr)'],
464/462/460 (25/50/37) [((M+H)-C13H10BrO,FS)*], 242/240 (100/96) [C1oH10BrON*].

HRMS (ESI): C33H3BrCI4FNOsS  Ber.: 789.9755 Gef.: 789.9766
Elementaranalyse: Ber.: C 50.02 H 3.69 N 1.77
C33H29BrCI4FNOsS (792.38 g/mol) Gef.: C 49.98 H 3.83 N 2.32

Vor der Trennung mittels HPLC wurden nach der AAV-10 125 mg (0.18 mmol 87%) von 25

e als racemischen Produkt synthetisiert.

(IR, 2S, 3R, 45)-[-1-(3-Bromobenzyl)-6-(2,4-dichlorophenyl)-4-(4-fluorophenylsulfonyl)-2-

hydroxy-hexyl]- tetrahydrofuran-3-carbonsdureamid von 25 e

Re=0.34 (c-Hex/EE = 1: 1), farbloser Feststoff, Smp.: 153°C
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'H-NMR (&/ppm, 300 MHz, CDCl3): 1.50 (m, 1H, 2-H), 1.75 (m, 4H, 3~H, 5-H, 3-H), 2.02
(m, 1H, 2=H), 2.17 (M, 2H, 5-H, 3-H), 2.57 (ddd, °J = 13.74 Hz, J = 9.31 Hz, J = 7.34 Hz,
1H, 6-H), 2.71 (dd, %/ = 14.02 Hz, J = 10.75 Hz 1H, 7~-H), 2.84 (ddd, >/ = 13.81 Hz, J = 9.32
Hz, J = 4.71 Hz, H, 6-H), 3.03 (dd, °J = 14.23 Hz, J = 4.46 Hz, 1H, 7~H), 3.36 (m, 1H, 4-
H), 3.66 (m, 1H, 1=H), 3.79 (m, 1H, 1=H), 4.03 (m, 1H, 2-H), 4.14 (m, 1H, 1-H), 4.28 (dd, >J
= 8.35 Hz, J = 5.28 Hz 1H, 4™=H), 6.72 (d, J = 7.68 Hz, 1H, N-H, Amid) 7.17, (m, 7H, 57~
H, 6=H, 3™ H, 57=H, 6"=H, 37=H, 57=H), 7.37 (s, 1H, 2~H), 7.40 (m, 1H, 4™=H),
7.83 (M, 2H, 2~H, 67=H).

3C-NMR (&/ppm, 400 MHz, de-DMSO): 25.5 (C-27), 29.9, 30.2, 30.5 (C-6, C-37, C-5), 32.2
(C-3), 36.2 (C-77), 56.2 (C-1), 60.8 (C-4), 69.9 (C-17), 72.2 (C-2), 78.5 (C-47), 116.8 (d, *Jcr
= 22.0 Hz, C-377,C-57), 123.0 (C-37), 127.6, 128.2, 129.8, 130.3, 130.7, 131.9, 132.0,
132.6, 133.3, 133.7, 134.8 (C-4™,C-5",C-6,C-57,C-3™",C-2™,C-2"",C-6"",C-6 ™,
C-477,C-27",C-177), 136.7 (C-1™), 140.3 (C17), 164.9 (d, YJer = 253 Hz, C-47),175.0
(C=0).

EI-MS (m/z (%)): 686 (1) [(M-H)"], 574/573/572/571/570 (3/2/6/2/3) [((M+H)-CsHgO2N)'],
518/516 (24/33) [((M+H)-C;HeBr)], 358/356 (30/46) [((M+H)-C13H1oBrO,FS)*], 299/297
(97/100) [C13H15BI'02N1—_|.

Elementaranalyse: Ber.: C52.42 H 4.55 N 2.04
C30H3:BrCI,FNOsS (687.5.g/mol) Gef.: C52.41 H 4.70 N 2.38

(IS, 2R, 3R, 4R) Diastereomer-[-1-(3-Bromobenzyl)-6-(2,4-dichlorophenyl)-4-(4-

fluorophenylsulfonyl)-2-hydroxy-hexyl]-tetrahydrofuran-3-carbonsdureamid von 25 e
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Rr = 0.22 (c-Hex/EE = 1:1), farbloser Feststoff, Smp.: 148°C

'H-NMR (3/ppm, 300 MHz, CDCls): 1.87 (m, 6H, 2=H, 3=H, 5-H, 3-H), 2.28 (m, 2H, 5-H,
3-H), 2.56 (ddd, °J = 13.77 Hz, J = 9.32 Hz, J = 7.21 Hz, 1H, 6-H), 2.90 (m, 3H, 6-H, 7~H),
3.32 (m, 1H, 4-H), 3.82(m, 2H, 1=H), 3.89 (m, 1H, 2-H), 4.06 (m, 1H, 1-H), 4.27 (dd, °J =
8.08 Hz, J = 5.81 Hz, 1H, 4~H), 5.56 (m, 1H, OH), 6.86 (d, J = 7.16 Hz, 1H, N-H, Amid)
7.17, (m, 7H, 5™=H, 6™=H, 3™-H, 5"-H, 6 ™-H, 3™"=H, 57%H), 7.34 (s, 1H, 2-H), 7.39
(m, 1H, 4™=H), 7.83 (m, 2H, 2™"-H, 6 ""=H).

3C-NMR (&/ppm, 400 MHz, de-DMSO): 25.2 (C-27), 29.6, 29.8, 30.2 (C-6, C-37, C-5), 31.9
(C-3), 35.3 (C-77), 57.3 (C-1), 60.4 (C-4), 69.5 (C-17), 71.9 (C-2), 78.2 (C-47), 116.8 (d, %Jcr
= 22.0 Hz, C-377,C-5"), 122.7 (C-37), 127.2, 127.8, 129.4, 130.0, 130.3, 131.4, 131.5,
131.6, 132.3, 132.9, 133.5, 134.3 (C-4™,C-5",C-6™,C-57,C-3™,C-27,C-27",C-6 ™,
C-6™, C-4™, C-2™, C-17™), 136.3 (C-1™), 140.0 (C1™), 164.9 (d, Jer = 253 Hz, C-
47),174.9 (C=0).

EI-MS (m/z (%)): 686 (2) [(M-H)'], 572 (4) [((M+H)-CsHsO,N)"], 498 (100), 518/516
(17/23) [((M+H)-C7HeBr)'], 358/356 (21/31) [((M+H)-C1sH10BrOFS)'], 299/297 (58/57)
[C13H15BI'02N+].

HRMS (ES|) C3oH3BrCI,FNOsS Ber.: 686.0549 Gef.: 686.0545
Elementaranalyse: Ber.: C52.42 H 4.55 N 2.04
C30H31BrCI,FNOsS (687.50 g/mol) Gef.: Cb5244 H 4.64 N 1.62

rac-(I1R, 28, 4R)-2-Bromo-N-[-1-3-bromobenzyl)-6-(2,4-dichlorophenyl)-4-(4-
fluorophenylsulfonyl)-2-hydroxy-hexyl]-4,5-dimethoxy-benzamid (25 d)
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Nach der AVV-10 wurden 150 mg (0.18 mmol, 89 %) des gewinschten Produkts

synthetisiert.

Rr=0.35 (c-Hex/EE = 1:1), farbloser Feststoff, Smp.: 155°C

'H-NMR (&/ppm, 500 MHz, d-DMSO): 1.65 (m, 1H, 5-H), 1.73 (ddd, °J = 14.97 Hz, J =
10.70 Hz, J = 3.98 Hz, 1H, 3-H), 1.94 (m, 1H, 5-H), 2.42 (ddd, >/ = 15.30 Hz, J = 7.67 Hz, J
= 2.52 Hz, 1H, 3-H), 2.65 (M, 2H, 6-H, 7~-H), 3.18 (dd, 1H, >/ =13.98 Hz, J=3.21 Hz, 7~
H), 3.46 (m, 1H, 4-H), 3.75 (m, 1H, 2-H), 3.75 (s, 3H, O-CHs), 3.78 (s, 3H, O-CHj), 4.03 (m,
1H, 1-H), 5.23 (d, J = 7.10 Hz, OH), 6.59 (s, 1H, 6=H), 7.10 (s, 1H, 3=H), 7.27, 7.33, 7.38,
7.49 (m, 9H, 27=H, 4™=H, 5<H, 6 =H, 3"“H, 5"“H, 6 -H, 3~"=H, 5""=H), 7.89 (m, 2H,
H-2""", H-6""), 8.17 (d, J = 9.40 Hz, 1H, N-H, Amid).

3C-NMR (8/ppm, 400 MHz, dg-DMSO): 29.0 (C-5), 29.5 (C-6), 32.6 (C-3), 35.4 (C-77),
55.5 (C-1), 55.7 (O-CHz), 56.0 (O-CHys), 60.0 (C-4), 71.5 (C-2), 109.3 (C-37), 111.7 (C-6),
115.7 (C-2), 116.5 (d, %Je.p= 23.0 Hz, C-3™,C-577), 121.2 (C-37), 127.3, 128.2 (C-4~, C-
57, 128.6, 128.6, 130.0 (C-5~, C-6~, C-3™7), 130.7 (C-27), 131.4 (C-17), 131.5 (C-2™~
und C-6""), 131.6 (C-6"), 131.9 (C-4™"und C-27), 133.6 (C-177), 137.2 (C-1™), 142.3
(C-17), 147.6 (C-57), 149.8 (C-4"), 166.0 (d, “Jo.r = 254 Hz, C-47), 166.5 (C=0).

EI-MS (m/z (%)): 832 (10) [(M+H)'], 664/662 (7/9) [((M+H)-C/HeBr)'], 445/443/441
(15/26/15) [C1sH17Bro.NO3"], 245/243 (97/100) [C/HsBrOs'].

HRMS (ES|) C34H338|’2C|2FNO6S Ber.: 829.9736 Gef.: 829.9756

Elementaranalyse: Ber.: C 49.06 H 3.87 N 1.68
C34H328|’2C|2FNO6S (83241 g/mol) Gef.: C49.44 H 4.26 N 2.04
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rac-(1R, 2S, 4R)-N-[-1-(3-Bromobenzyl)-4-(4-fluorophenylsulfonyl)-2-hydroxy-6-methyl-
heptyl]-2-(2,6dimethyl-phenoxy)-acetamid (25 b)

Nach der AVV-10 wurden 106 mg (0.17 mmol, 80%) des gewiinschten Produkts synthetisiert.
Re=0.34 (c-Hex/EE = 1:1), farbloser Feststoff, Smp.: 147°C

'H-NMR (8/ppm, 500 MHz, dg-DMSO): 0.75 (d, J = 6.39 Hz, 3H, CH3, isopropyl), 0.85 (d, J
= 6.73 Hz, 3H, CH3, isopropyl),1.26 (m, 2H, 5-H), 1.44 (m, 1H, 3-H), 1.66 (m, 1H, 6-H), 2.08
(m, 1H, 3-H), 2.16 (s, 6H, (CH3),, phenoxy), 2.75 (dd, 2/ = 10.98 Hz, J = 2.46 Hz, 1H, 7-H),
3.03 (dd, °J = 13.85 Hz, J = 3.59 Hz, 1H, 77-H), 3.41 (m, 1H, 4-H), 3.76 (m, 1H, 2-H), 3.96
(m, 1H, 1-H), 3.96 (d, °J = 14.54 Hz, 1H, CH,-phenoxy), 4.10 (d, °J = 14.50 Hz, 1H, CH,-
phenoxy), 5.25 (d, J = 6.88 Hz, 1H, OH), 6.94 (d, J = 7.13 Hz, 1H, 4~H), 7.01 (d, J = 7.15
Hz, 2H, 5=H, 3~H), 7.21 (m, 2H, 5=H, 6 =H), 7.36 (dd, “J = 1.39 Hz, J = 7.44 Hz, 1H, 4~
H), 7.44 (s, 1H, 27-H), 7.51 (d, J = 8,97 Hz, 2H, 67-H, 27=H), 7.93 (m, 3H, N-H, Amid,
577H, 37-H).

B3C-NMR (d/ppm, 400 MHz, ds-DMSO): 15.6 (2-CHs-phenoxy), 20.9 (CHs-isopropyl), 23.1
(C-7), 24.3 (C-6), 33.3 (C-5), 34.9 (C-77), 38.8 (C-3), 54.9 (C-1), 59.0 (C-4), 70.0 (CH,-
phenoxy), 70.6 (C-2), 116.5 (d, %Jcr = 23.0 Hz, C-377,C-577), 121.1 (C-37), 124.2 (C-4),
128.1, 128.6 (C-47, C-57), 128.7 (C-3’und C-5), 129.9 (C-67), 130.2 (C-2"und C-6"), 131.6
(d, *Jer = 10 Hz, C-277, C-6™), 131.8 (C-27), 133.7 (C-1™), 142.3 (C17), 154.2 (C-1),
165.0 (d, "Je.g = 253 Hz, C-477), 167.3 (C=0).
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EI-MS (m/z (%)): 635/633 (30/27) [(M+H)'], 555 (5) [(M+H)-Br)], 476 (4) [(M+H)-
CiHNO,)', 464 (10) [(M+H)-C/HeBr)'], 362/360 (18/16) [CisH1sBINO,'], 242/240
(36/38) [C10H10BrNO"], 44 (100) [CaHs'].

Elementaranalyse: Ber.: C 58.67 H 5.88 N 2.21
Cs1H37BrFNOsS (634.61 g/mol) Gef . C58.80 H 5.95 N 2.49

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung von 26 a-b (AAV-11).

Eine Losung aus 50 mg (0.08 mmol) 25 b wurde mit 10 ml einer 1 molaren Methylamin bzw.
Dimethylamin-Ldsung in abs. THF in einem Autoklaven bei 2 bar auf 150°C erhitzt. Nach
dem Abkuhlen wurde mit 40 ml Wasser hydrolysiert mit dreimal mit 40 ml Diethylether
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet,
gefiltert  und am Rotationsverdampfer im Vakuum eingeengt. Nach
saulenchromatographischer Reinigung (c-Hex/EE = 3:1) konnte das gewinschte Produkt

isoliert werden.

rac-(1R, 28, 4S)-N-[-1-(3-Bromobenzyl)-4-(4-dimethylamino-phenylsulfonyl)-2-hydroxy-6-
methyl-heptyl]-2-(2,6dimethyl-phenoxy)-acetamid (26 b)

Nach der AVV-11 wurden 47 mg (0.07 mmol, 90%) des gewtinschten Produkts synthetisiert.

R =0.37 (c-Hex/EE = 1:1), farbloser Feststoff, Smp.: 142°C
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'H-NMR (&/ppm, 500 MHz, ds-DMSO): 0.78 (d, J = 6.28 Hz, 3H, CH3, isopropyl), 0.85 (d, J
=6.56 Hz, 3H, CH3, isopropyl),1.16 (m, 1H, 5-H), 1.36 (m, 1H, 5-H), 1.48 (m, 1H, 3-H), 1.66
(m, 1H, 6-H), 2.04 (m, 1H, 3-H), 2.16 (s, 6H, (CH3)2, phenoxy), 2.75 (dd, °J = 16.25 Hz, J =
2.98 Hz, 1H, 7""-H), 2.99 (s, 6H, (CH3)2N), 3.03 (dd, °J = 13.63 Hz, J=3.21 Hz, 1H, 7""-H),
3.23 (m, 1H, 4-H), 3.76 (m, 1H, 2-H), 3.96 (m, 1H, 1-H), 3.96 (d, °J = 14.34 Hz, 1H, CH,-
phenoxy), 4.11 (d, °J = 14.24 Hz, 1H, CH,-phenoxy), 5.14 (s, 1H, OH), 6.78 (d, J = 9.19 Hz,
2H,57"-H, 3""-H), 6.94 (dd, J = 7.03 Hz, /= 8.03 Hz, 1H, 4"-H), 7.01 (dd, J=7.34 Hz, J =
7.33Hz, 2H, 5 -H, 3 -H), 7.22 (m, 2H, 5"-H, 6""-H), 7.36 (dd, *J = 1.95 Hz, J = 7.60 Hz, 1H,
4 -H), 7.44 (s, 1H, 2°"-H), 7.56 (d, J = 9.05 Hz, 2H, 6""-H, 2"""-H), 7.85 (d, J = 9.73 Hz, 1H,
N-H, Amid).

B3C-NMR (&/ppm, 400 MHz, ds-DMSO): 15.6 (2-CHs-phenoxy), 21.1 (CHs-isopropyl), 23.2
(C-7), 24.3 (C-6), 33.7 (C-5), 34.9 (C-7"), 39.4 (C-3, ((CH3)2N), 54.9 (C-1), 59.2 (C-4), 70.1
(CH2-phenoxy), 70.7 (C-2), 110.7 (C-3"" und C-57"), 121.3 (C-37), 1241 (C-4),
128.2,128.6 (C-4", C-57), 128.7 (C-3" und C-5), 129.9 (C-6""), 130.1, 130.2 (C-2""" und C-
6", C-2 und C-67), 130.3 (C-1"""), 131.8 (C-27"), 142.3 (C1"), 153.0 (C-4""), 154.3 (C-1"),
167.2 (C=0).

EI-MS (m/z (%)): 660/658 (27/25) [M+H'], 580 (7) [((M+H)-Br)"], 362/360 (8/6)
[CisH1BINO,"], 242/240 (30/32) [CioH1oBrNO'], 185 (40) [CeHsNO,S'], 168 (100)
[C/HsNO,ST].

Elementaranalyse: Ber.: C 60.08 H 6.57 N 4.25
Ca3H43BrN2OsS (659.69 g/mol) Gef .. C 60.42 H 6.59 N 4.27
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rac-(1R, 28, 4S)-N-[-1-(3-Bromobenzyl)-2-hydroxy-6-methyl-4-(4-methylamino-
phenylsulfonyl)-heptyl]-2-(2,6dimethyl-phenoxy)-acetamid (26 a)

Nach der AVV-11 wurden 45 mg (0.07 mmol, 87%) des gewiinschten Produkts synthetisiert.

Re =0.34 (c-Hex/EE = 1:1), farbloser Feststoff, Smp.: 144°C

'H-NMR (8/ppm, 500 MHz, de-DMSO): 0.78 (d, J = 6.34 Hz, 3H, CH3, isopropyl), 0.85 (d, J
= 6.58 Hz, 3H, CH3, isopropyl),1.16 (m, 1H, 5-H), 1.36 (m, 1H, 5-H), 1.48 (m, 1H, 3-H), 1.65
(m, 1H, 6-H), 2.04 (ddd, °J = 15.31 Hz, J = 2.76 Hz, J = 7.22 Hz, 1H, 3-H), 2.17 (s, 6H,
(CH3),, phenoxy), 2.71 (d, J = 4.68 Hz, 3H, CHs, Amin), 2.76 (dd, °J = 13.65 Hz, J = 2.52
Hz, 1H, 77=H), 3.03 (dd, %/ = 14.00 Hz, J = 2.68 Hz, 1H, 77=H), 3.22 (m, 1H, 4-H), 3.77
(m, 1H, 2-H), 3.96 (m, 1H, 1-H), 3.96 (d, °J = 14.63 Hz, 1H, CH,-phenoxy), 4.12 (d, °J =
14.63 Hz, 1H, CH,-phenoxy), 5.14 (d, J = 6.58 Hz, 1H, OH), 6.62 (d, J = 8.96 Hz, 2H, 5™~
H, 37=H), 6.66 (d, J = 4,66 Hz, 1H, N-H, Amin), 6.94 (dd, J = 6.98 Hz, /= 8.25 Hz, 1H, 4~
H), 7.01 (dd, J = 6.64 Hz, J = 7.32 Hz, 2H, 5~H, 3~=H), 7.22 (m, 2H, 5™=H, 6-H), 7.35 (dd,
“J=1.33 Hz, J=7.61 Hz, 1H, 4~H), 7.48 (s, 1H, 27-H), 7.49 (d, J = 9.02 Hz, 2H, 6 =H,
277H), 7.75 (d, J = 9.66 Hz, 1H, N-H, Amid).

B3C-NMR (d/ppm, 400 MHz, de-DMSO): 15.6 (CHs-phenoxy), 21.1 (CHa-isopropyl), 23.2
(C-7), 24.3 (C-6), 28.9 (NH-CHg), 33.7 (C-5), 34.9 (C-77), (C-3) unter DMSO, 54.9 (C-1),
59.2 (C-4), 70.0 (CH2-phenoxy), 70.9 (C-2), 110.5 (C-37"und C-577), 121.3 (C-37), 124.2
(C-49), 128.2, 128.6 (C-47, C-57), 128.7 (C-3’und C-57), 129.9 (C-67), 130.2 (C-17),
130.3, 130.4 (C-27"und C-6"", C-2"und C-67), 131.8 (C-27), 142.3 (C17), 153.6 (C-47),
154.3 (C-17), 167.2 (C=0).
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EI-MS (m/z (%)): 646/644 (25/23) [M+H'], 566 (7) [((M+H)-Br)'], 475 (10) [((M+H)-
C7HeBI)*], 362/360 (18/16) [CisH1BINO,], 242/240 (46/48) [CioH1BrNO', 171 (50)
[CeHeNO,S'], 154 (100) [C/HsNO,S'.

Elementaranalyse: Ber.: C59.53 H 6.40 N 4.34
Cs2H41BrN2OsS (645.66 g/mol) Gef . C 59.87 H 6.40 N 4.32
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5.7.3 Auswertung der analytischen Daten fiir die Darstellung der Pyrrolidindimethanamine

Die folgende Arbeitsvorschrift zur Darstellung von rac-(3S, 4S)-(1-Benzyl-pyrrolidin-3,4-
dicarbonséurediethylester wurde von der Firma Bayer durchgefiihrt und das Produkt (42) als
Ausgangsstoff fur die Synthese der Pyrrolidindimethanamine zur Verfligung gestellt.

Eine Suspension aus N-Benzylglycin (150 g, 907 mmol), trans-Diethylfumarat (159.5 g, 926
mmol) und Formaldehyd (32 g, 1. mol) in 1.3 | Toluol wurde in einer Dean-Stark Kolonne fir
1 h unter Ruckfluss erhitzt. Die Losung wurde gefiltert und unter vermindertem Druck
eingeengt. Das Produkt wurde mittels Destillation (159°C, 0.9 mbar) in einer Ausbeute von
214 g (702 mmol, 78%) isoliert.

Rr = 0.47 (c-Hex/EE 1:1), gelbliches Ol

'H-NMR (&/ppm, 300 MHz, CDCly) : 1,23 (t, J = 7.18, 6H, CH,CH), 2.79 (dd, 2 = 9.26, J =
6.13, 2H, 4-H oder 5-H), 2.89 (dd, %) = 8.54, J = 7.83, 2H, 4-H oder 5-H), 3.44 (m, 2H, 2-H,
3-H), 3.59 (s, 2H, CH,-Benzyl), 4.13 (d, J = 7.02, 4H, CH,CHg), 7.25 (m, 5H, 2=H, 3=H, 4~
H, 57=H, 6™-H).

3C-NMR (8/ppm, 300 MHz, CDCls): 14.1 (CHCHs), 45.4 (C-2, C-3), 56.5 (C-4, C-5), 59.2
(CH2-Benzyl), 60.8 (CH,CHs), 126.9 (C-47), 128.1, 128.3 (C-27, C-37, C-4", C-57), 138.3 (C-

19, 173.3 (C=0).

EI-MS (m/z (%)): 305 [M'], 276 [(M-CzHs)'], 260 (69) [(M-C,Hs0)*], 168 (100) [(M-
CoH120)*], 91 (64) [C7H7'].

HRMS (El): C17HzsNO, Ber.: 305.1627 Gef.: 305.1625
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Elementaranalyse: Ber.: C 66.86 H 7.59 N 4.59
C17H23N O, (305.38 g/moal) Gef .. C67.16 H 7.45 N 4.77

Arbeitsvorschrift zur Darstellung von rac-(3S, 45)-Pyrrolidin-3,4-
dicarbonsiurediethylester (43).

Zu einer Losung von 42 (5.8 g, 19 mmol) in 200 ml abs. THF wurden 10 % Pd/C (322 mg)
wurden hinzugefiigt. Die Reaktionsmischung wurde 24 h unter H, (1 bar) Dbei
Raumtemperatur geruhrt. Der Katalysator wurde durch Filtration tber Celite abgetrennt und
die organische Phase unter verminderten Druck eingeengt. Das Produkt konnte als farbloses

Ol isoliert werden.

Ausbeute: 4.01 g (18.6 mmol, 98 % d. Th.)
Rr = 0.23 (EE/Methanol 10:1), farbloses Ol

'H-NMR (8/ppm, 500 MHz, CDCls) : 1.26 (t, J = 7.10, 6H, CH,CHj), 2.14 (m, 1H, N-H),
3.01 (m, 2H, 3-H, 4-H), 3.28 (m, 4H, 1-H, 2-H), 4.17 (d, 4H, J =7.10, CH,CHy).

3C-NMR (&/ppm, 500 MHz, CDCls): 14.5 (CH,CHjs), 48.4 (C-3, C-4), 52.2 (C-1, C-2), 70.0
(CH2CH3),173.9 (C:O)

EI-MS (m/z (%)): 215 (80) [M'], 170 (100) [(M-C;Hs0)*], 142 (90) [(M-C3HsO2)'].

HRMS (El): C1o0H17NO4 Ber.: 215.1153 Gef.: 215.1158
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Arbeitsvorschrift zur Darstellung von rac-(3S, 4S)-Pyrrolidin-1,3,4-tricarbonsiiure-1-

tert-butylester-3,4-diethylester (44).

Eine Losung von 3.71 g (17.3 mmol) 43 in 200 ml abs. THF wurden mit 1.75 g (17.3 mmol)
Triethylamin versetzt. Unter Eiskiihlung wurden 3.77 g (17.3 mmol) Di-zert-butyl-dicarbonat
hinzugegeben und nach dem Erwéarmen auf Raumtemperatur 3 h gerthrt. AnschlieRend wurde
unter vermindertem Druck am Rotationverdampfer einrotiert und in 200 ml Wasser und 100
ml Essisdureethylester aufgenommen. Die wéssrige Phase wurde noch zweimal mit je 50 ml
Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden dreimal mit je 50
ml Natriumchloridlésung gewaschen, tber Magnesiumsulfat getrocknet, gefiltert und das
Filtrat am Rotationsverdampfer im Vakuum eingeengt. Man erhielt 5.22 g ( 16.6 mmol, 96%)

des gewiinschten Produkts in Form eines rétlichen Ols.

Ausbeute: 5.22 g (16.6 mmol, 96 % d. Th.)

Rr = 0.27 (c-Hex/EE 1:1), rétliches Ol

'H-NMR (8/ppm, 500 MHz, CDCls) : 1.26 (t, J = 6.99, 6H, CH,CH3), 1.45 (s, 9H, C(CH3)s
tert-Butyl), 3.36 (m, 2H, 3-H, 4-H), 3.52 (m, 1H, 3-H, 1H, 4-H), 3.78 (m, 2H, 1H, 3-H, 1H, 4-
H), 4.20 (d, 4H, J =7.10, CH,CHs).

3C-NMR (3/ppm, 500 MHz, CDCls): 13.1 (CH2CHs), 27.4 (C(CHs)3), 44.3, 45.0 (C-3, C-4),
46.9, 47.0 (C-1, C-2), 60.3 (CHxCHs), 78.8 (C(CHas)3), 152.8 (C=0, Boc-Gruppe),170.6

(C=0).

EI-MS (m/z (%)): 315 (3) [M*], 258 (70) [((M+H)-C4Hg)'], 242 (86) [((M+H)-C4HgO)*].
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HRMS (El): C1sH2sNOg Ber.: 315.1682 Gef.: 315.1683

Arbeitsvorschrift zur Darstellung von rac-(3S, 45)-3,4-Bis-hydroxymethyl-pyrrolidin-1-

carbonsiure-tert-butlyester (45).

Zur einer Losung aus 44 (3.73 g, 11.8 mmol) in 200 ml abs. THF wurden 12 ml LiBH; (2 M
in abs. THF, 24 mmol) bei 0°C hinzugetropft. Die Losung wurde 4 h bei Raumtemperatur
geruhrt und danach mit NaOH (1N in H,O, 200 ml) versetzt. Die organische Phase wurde
dreimal mit 50 ml Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber
MgSOQO, getrocknet, filtriert und im Vakuum konzentriert. Das gewinschte Produkt wurde als

gelber Feststoff erhalten.

Ausbeute: 2.3 g (10 mmol, 84% d. Th.)
Rr=0.17 (EE/Methanol 10:1), gelbe Kristalle, Smp.: 55°C

'H-NMR (8/ppm, 300 MHz, CDCls) : 1.45 (s, 9H, C(CH3)s tert-Butyl), 2.22 (m, 1H, 2-H oder
3-.H), 3.74-3.93 (m, 9H, 3-H oder 2-H, 1-H, 4-H, 5-H, -H, 6-H).

3C-NMR (&/ppm, 300 MHz, CDCls): 28.6 (C(CHs)3), 46.6 (C-2, C-3), 48.4 (C-4, C-5), 64.2
(C-1, C-6), 79.6 (C(CHa3)3), 155.9 (C=0, Boc-Gruppe).

EI-MS (m/z (%)): 231 (29) [M*], 175 (77) [(M-CaHs)'], 158 (100) [(M-C4HsO)'], 56 (94)
[CaHs.

HRMS (El): C11H21NO4 Ber.: 231.1471 Gef.: 231.1470
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Arbeitsvorschrift zur  Darstellung von  rac-(3S, 45)-3-(fert-Butyl-dimethyl-
silanyloxymethyl),-4-hydroxymethyl-pyrrolidin-1-carbonsiure-zert-butylester (46).

Zur einer Losung aus 45 (1.28g, 5.5 mmol) in 200 ml abs. THF wurden 180 mg Imidazol
(2.75 mmol) bei 0°C hinzugetropft. Nach langsamer schrittweiser Zugabe von TBDMSCI
(410 mg, 2.75 mmol) wurde noch 2 h bei 0°C nachgeruhrt und danach mit 200 ml Wasser und
100 ml NaCl-Ldsung gewaschen. Die wassrige Phase wurde dreimal mit 100 ml Diethylether
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen Uber MgSO, getrocknet. Es wurde
abfiltriert und unter verminderten Druck eingeengt. Nach s&ulenchromatographischer

Reinigung mit Essigsaurethylester konnte das Produkt als farbloses Ol isoliert werden.

Ausbeute: 1.73 g (5 mmol, 90% d. Th.)
Rr=0.17 (EE), farbloses Ol

IH-NMR (8/ppm, 300 MHz, CDCls): 0.01 (s, 6H, (CHj3);SiC(CH3)s), 0.81 (s, 9H,
(CH3),SiC(CH3)3), 1.36 (s, 9H, C(CHs)s tert-Butyl), 2.08 (m, 2H, 2-H, 3-H), 2.91 (d, 2 =
10.95 Hz, J = 8.75 Hz 1H, 6-H), 2.91 (m, 1H, 1-H), 3.44 (dd, 2J = 10.32 Hz, J = 7.70 Hz 1H,
6-H), 3.47 (m, 1H, 1-H, 2H, 4-H, 2H, 5-H).

3C-NMR (&/ppm, 300 MHz, CDCls): -5.4 ((CH3),SiC(CHzg)s), 18.3 ((CH3)-SiC(CHa)s), 25.9
(((CH3)-SiC(CHzg)s3), 28.6 (C(CHs)3), 45.2, 46.2 (C-3, C-2), 48.4, 48.9 (C-4, C-5), 64.1, 64.7

(C-1, C-6), 79.3 (C(CHa3)3), 155.5 (C=0, Boc-Gruppe).

EI-MS (m/z (%)): 346 (0.5) [(M+H)*], 232 (100) [((M+H)-CsH14Si)'].
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HRMS (El): C17H3sNO,4Si Ber.: 346.2413 Gef.: 346.2418
Elementaranalyse: Ber.: C 59.09 H 10.18 N 4.05

Arbeits vorschrift zur Darstellung von rac-3S, 45)-3-(tert-Butyl-dimethyl-
silanyloxymethyl)-4-formyl-pyrrolidin-1-carbonséure-zert-butylester (47).

Eine Mischung aus Oxalylchlorid (680 mg, 5.4 ml, 1.5 eq.) wurde in 100 ml Dichlormethan
bei -78°C vorgelegt. Innerhalb von 1 h wurden 842 mg (10.8 mmol, 3 eq.) Dimethylsulfoxid
bei -78°C hinzugetropft. Die Reaktionsmischung wurde % h bei —78°C geruhrt. AnschlieRend
wurden 1.24 g (3.6 mmol) von 46 in 100 ml Dichlormethan gelost und im Verlauf von 1 h bei
-78°C zugetropft. Nach 1 h wurde innerhalo von % h 22 g (21.6 mmol, 6 eq.)
Diisopropylethylamin hinzugegeben. Die Reaktionmischung wurde im Verlauf von 16 h auf
Raumtemperatur erwdarmt und anschlieBend mit 250 ml Wasser hydrolysiert. Die wassrige
Phase wurde dreimal mit je 50 ml Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden dreimal mit je 50 ml (1N) HCI-Lésung, dreimal mit je 50 ml gesattigter
Natriumhydrogencarbonatlésung und dreimal mit je 50 ml gesattigter Natriumchloridldsung
gewaschen. Nach dem Trocknen tber Magnesiumsulfat wurde filtriert und das Filtrat am
Rotationverdampfer bis zur Trockne eingedampft. Nach sdulenchromatographischer
Aufreinigung (c-Hex/EtOAc 1:1) konnte das gewilinschte Produkt als farbloser Feststoff

isoliert werden.

Ausbeute: 1.2 g (3.5 mmol, 98% d. Th.)
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Rr = 0.17 (c-Hex/EE = 1:1), gelbes Ol
'H-NMR (8/ppm, 500 MHz, ds-DMSO): 0.04 (s, 3H, (CH3),SiC(CHz)s), 0.05 (s, 3H,
(CH3),SiC(CHa)3), 0.86 (s, 9H, (CH3),SiC(CH3)3), 1.39 (s, 9H, C(CH3)s tert-Butyl), 2.52 (m,
1H, 5-H), 2.92 (m, 1H, 2-H), 3.09, 3.31, 3.43, 3.61 (m, 4H, 4-H, 6-H), 3.43 (m, 1H, 3-H),
3.55 (m, 1H, 3-H), 9.60 (s, 1H, CHO).

B3C-NMR (&/ppm, 400 MHz, d-DMSO): -5.7 ((CH3)2SiC(CHs)s), 17.7 ((CH3),SiC(CHs)s),
25.6 (((CH3)2SiC(CHa)s), 27.9 (C(CHa)s), 40.6 (C-5), 44.4, 47.1 (C-3, C-4), 52.0 (C-2), 63.3
(C-6), 78.3 (C(CH3)s), 153.2 (C=0, Boc-Gruppe), 201.7 (CHO).

EI-MS (m/z (%)): 270 (7) [(M-C4Hg0)'], 230 (100) [(M-CeH1sSi)*], 186 (63), 56 (31)
[CaHs'].

Elementaranalyse: Ber.: C 59.43 H 9.68 N 4.07
C17H33NO,Si (343.55 g/mol) Gef. C 59.06 H 9.30 N 3.66

Arbeitsvorschrift zur Darstellung von rac-GR, 45)-3-(Benzylamino-methyl)-4-
hydroxymethyl-pyrrolidin-1-carbonséure-fert-butylester (48).

Zu einer Lésung aus 47 (0.9 g, 2.6 mmol) in 200 ml abs. THF wurden 280 mg Benzylamin
(3.6 mmol) bei Raumtemperatur hinzugegeben. Nach 1 h Ruhren wurden 380 mg
Orthoformiat (2.6 mmol) und 950 mg (3.6 mmol) Mes,NBH(OAC); unter
Stickstoffatmosphare hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wurde mit gesattigter NaHCO3-
Losung versetzt und dreimal mit 50 ml Essigsaureethylester extrahiert. Zur Abtrennung von
organischen Verunreinigungen wurden die vereinigten organischen Phasen dreimal mit 100
ml 2N HCI extrahiert, wobei die Silylschutzgruppe ebenfalls abgetrennt werden konnte. Nach
der Séattigung der wassrigen Phasen mit K,CO3; wurde wiederum dreimal mit 100 ml
Essigsaureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iber MgSO,
getrocknet, gefiltert und einrotiert. Nach séulenchromatographischer Reinigung mit

Essigséureethylester lieR sich das Produkt als farbloser Feststoff isolieren.
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Ausbeute: 630 mg (1.9 mmol, 75% d. Th.)
Re=0.17 (EE), gelbe Kristalle, Smp.: 64°C

'H-NMR (&/ppm, 500 MHz, ds-DMSO): 1.39 (s, 9H, C(CHs)s fert-Butyl), 1.99 (m, 2H, 5-H,
2-H), 2.50 (m, 2H, 1-H), 2.96 (m, 2H, 6-H), 3.37, 3.47 (m, 5H, 3-H, 4-H, N-H), 3.68 (m, 2H,
77H), 7.23 (m, 1H, 4=H), 7.30 (m, 4H, 2=H, 6=H, 3=H, 5~H).

3C-NMR (8/ppm, 400 MHz, ds-DMSO): 25.9 (C(CHs)3), 39.5, 42.5 (C-5, C-2), 46.1, 47.7
(C-3, C-4), 48.5 (C-1), 50.7 (C-6), 59.9 (C-77), 75.7 (C(CH3)3), 124.3 (C-47), 125.6, 125.7 (C-
37und C-57, C-27und C-67), 138.1 (C-1), 151.2 (C=0, Boc-Gruppe).

EI-MS (m/z (%)):) 319 (1) [(M-H)"], 263 (100) [((M-H)-C4Hg)'], 120 (63) [CaH1oN'], 91
(19) [C/H7'] 56 (17) [C4Hs].

Elementaranalyse: Ber.: C67.47 H 8.81 N 8.74
C18H2sN203 (320.43 g/mol) Gef.: C67.20 H 8.50 N 8.77
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Arbeitsvorschrift zur Darstellung von rac-3R, 4S5)-3-((Benzyl-|2-(2,6-dimethyl-
phenoxy)-acetyl]-amino)-methyl)-4-hydroxymethyl-pyrrolidin-1-carbonsiure-zert-
butylester (49).

Eine LOsung aus 240 mg (1.3 mmol) (2,6-Dimethyl-phenoxy)-carbonsaure, 260 mg (1.3
mmol) EDC und 136 mg (1.3 mmo) HOBT wurden bei 0°C in 100 ml abs. THF geldst.
Innerhalb einer %2 h wurden portionsweise 440 mg (1.3 mmol) von 48 bei 0°C hinzugegeben.
Die Reaktionsmischung wurde mit 100 ml Wasser hydrolysiert und dreimal mit 100 ml
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden dreimal mit je 50 ml
geséttigter Natriumchloridlésung gewaschen, Gber Magnesiumsulfat getrocknet, gefiltert und
am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck eingeengt. Nach

saulenchromatographischer Reinigung mit (c-Hex/EE = 1:1) wurde das Produkt isoliert.

Ausbeute: 510 mg (1.0 mmol, 77% d. Th.)

Rr = 0.14 (c-Hex/EE 1:1), farblose Kristalle, Smp.: 105°C

'H-NMR (&/ppm, 500 MHz, ds-DMSO): 1.39 (s, 9H, C(CH3)3 fert-Butyl), 1.98 (m, 1H, 5-H),
2.17 (m, 6H, CH3-phenoxy), 2.33 (m, 1H, 2-H), 3.04, 3.31 (m, 8H, 1-H, 3-H, 4-H, 6-H), 5.56
(m, 5H, 7-H, CH,-phenoxy, OH), 6.90 (m, 1H, 47-H), 6.98 (m, 2H, 37-H, 57-H), 7.25 (m,
3H,4™-H,2™-H,6™-H), 7.36 (m, 2H, 3-H, 5™-H).

3C-NMR (8/ppm, 400 MHz, ds-DMSO): 14.7 (CHs-phenoxy), 28.8 (C(CHs)s), 39.5, 44.7 (C-
2, C-5), 47.3, 50.1 (C-3, C-4), 47.9, 48.4, 50.0, 50.4 (C-1, C-3, C-4, C-7"), 60.3 (C-6), 71.0
(CH,-phenoxy), 78.7 (C(CHas)s), 124,6 (C-47), 127.1, 127.6, 127.9, 128.1, 129.0, 129.3,
129.3., 129.3, 130.8 (C-37"und C-57, C-2”"und C-6, C-3"und C-57, C-2"und C-67, C-4"),
137.8 (C-17), 154.1 (C-17), 156.2 (C=0, Boc-Gruppe), 168.8 (C=0, Amid).
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EI-MS (m/z (%)):) 482 (1) [M"], 290 (100) [C1sH1sN»04"], 247 (63) [C1aH1sN20,'], 91 (12)
[C/H'], 56 (4) [CaHs'].

Elementaranalyse: Ber.: C 69.68 H7.94 N 5.80
CogH3sN>Os5 (482.63 g/mol) Gef . C 69.65 H 7.62 N 5.78

Arbeitsvorschrift zur Darstellung von rac-3R, 4S5)-3-((Benzyl-|2-(2,6-dimethyl-
phenoxy)-acetyl]-amino)-methyl)-4-formyl-pyrrolidin-1-carbonsiure-fert-butylester

(50).

Eine LAsung aus 120 mg (1.0 mmol, 1.5 eq.) Oxalylchlorid in 20 ml Dichlormethan wurde bei
-78°C vorgelegt. Im Verlauf von 1 h wurden 156 mg (2.0 mmol, 3 eq.) DMSO bei -78°C
hinzugetropft. Die Reaktionsmischung wurde eine Y2 h bei —78°C geriihrt. 310 mg (0.64
mmol) von 49 wurden in 100 ml Dichlormethan gelést und innerhalb 1 h bei -78°C
zugetropft. Nach 1 h wurde innerhalb von einer % h 0.55 ml (390 mg, 3.8 mmol, 6 eq.)
Diisopropylethylamin hinzugegeben. Die Reaktionmischung wurde im Verlauf von 16 h auf
Raumtemperatur erwarmt und anschlieBend mit 100 ml Wasser hydrolysiert. Die wassrige
Phase wurde dreimal mit je 50 ml Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden dreimal mit je 50 ml (1N) HCI-Losung, dreimal mit je 50 ml geséattigter
Natriumhydrogencarbonatlésung und dreimal mit je 50 ml gesattigter Natriumchloridldsung
gewaschen. Nach dem Trocknen Uber Magnesiumsulfat wurde filtriert und das Filtrat am
Rotationverdampfer bis zur Trockne eingedampft. Nach saulenchromatographischer
Aufreinigung (c-Hex/EE = 1:1) konnte das gewtinschte Produkt als farbloser Feststoff isoliert

werden.
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Ausbeute: 300 mg ( 0.62mmol, 98% d. Th.)

Rr = 0.13 (c-Hex/EE 1:1), farblose Kristalle, Smp.: 63°C

'H-NMR (8/ppm, 300 MHz, CDCls): 1.45 (s, 9H, C(CH3)s fert-Butyl), 2.24 (s, 6H, CH;-
phenoxy), 3.13, 3.31, 3.48, 3.70 (m, 8H, 1-H, 2-H, 3-H, 4-H, 5-H, 6-H), 4.59 (m, 4H, 7~H,
CH,-phenoxy), 6.91 (dd, J = 6.51 Hz, J = 5.60 Hz, 1H, 4™-H), 6.98 (d, /= 5.84 Hz 2H, 3™-H
und 57=H), 7.20 (m, 2H, , 2-H, 6 =H ), 7.34 (m, 3H, 3-H, 4~H, 5=H) 9.65 (s, 1H, CHO).
3C-NMR (8/ppm, 400 MHz, ds-DMSO): 15.9 (CHs-phenoxy), 28.1 (C(CHs)3), 37.4 (C-2),
44.1, 46.9 47.7, 49.8 (C-1, C-3, C-4, C-7"), 51.9 (C-5), 70.1 (CH-phenoxy), 78.8 (C(CHa)s),
123,9 (C-47), 126.4, 127.0, 127.3, 127.5, 128.3, 128.6, 128.6, 128.6, 130.2 (C-3™;, C-57, C-
27, C-67, C-37 C-57 C-27 C-67, C-47), 137.3 (C-17), 153.3 (C-17), 155.4 (C=0, Boc-
Gruppe), 168.4 (C=0, Amid) 201.6 (CHO).

EI-MS (m/z (%)):) 480 (2) [M*], 424 (30) [(M-C4Hg)"], 288 (100) [C1sH1sN2047], 245 (21)
[C14H18N205'], 91 (12) [C7H;'] 56 (6) [C4Hs™].

Elementaranalyse: Ber.: C 69.98 H 7.55 N 5.83
CasH3sN 205 (480.61 g/mol) Gef.: C 69.86 H7.38 N 6.15
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Arbeitsvorschrift zur Darstellung von rac-(GR, 45)-3-({Benzyl-[2-(2,6-dimethyl-
phenoxy)-acetyl]-amino}-methyl)-4-(isobutylamino-methyl)-pyrrolidin-1-carbonsiure-

tert-butlyester (51).

Zu einer Losung aus 50 (210 mg, 0.43mmol) wurden in 100 ml abs. THF 31 mg Isobutylamin
(0.43 mmol) bei Raumtemperatur hinzugegeben. Nach 1 h Ruhren wurden 63 mg
Orthoformiat  (0.43 mmol) und 158 mg (0.60 mmol) MesNBH(OAC); unter
Stickstoffatmophére hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wurde mit geséattigter NaHCOs-
Losung versetzt und dreimal mit 50 ml Essigsaureethylester exthrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden ber MgSO, getrocknet, gefiltert und einrotiert. Nach
saulenchromatographischer Reinigung (EE/MeOH = 5:1) liel8 sich das Produkt als farbloser
Feststoff isolieren.

0O
1

O
,\/4 1 6 /H
3 , N SN
2z %5 \\8<9
3 .
7 7
3 N 4
.

Ausbeute: 170 mg (0.32 mmol, 75% d. Th.)
Re = 0.35 (EE/Methanol 5:1), gelbe Kristalle, Smp.: 55°C

'H-NMR (8/ppm, 500 MHz, ds-DMSO): 0.94 (s, 6H, 9-H), 1.39 (s, 9H, C(CH3)s tert-Butyl),
2.07 (m, 1H, 8-H), 2.14 (s, 6H, CH3-phenoxy), 2.36 (m, 2H, 2-H, 5-H), 3.03, 3.39 (m, 11H, 1-
H, 3-H, 4-H, 6-H, 7-H, N-H), 4.59 (m, 4H, 7™-H, CH,-phenoxy), 6.96 (m, 1H, 47-H), 6.98
(m, 2H,37=H,57-H), 7.32 (m, 5H, 2™-H, 3™-H, 4™-H,5™H, 6 -H ).

3C-NMR (8/ppm, 400 MHz, dg-DMSO): 15.9 (CHs-phenoxy), 20.5 (C-9), 27.7 (C-8), 28.1
(C(CHs)3), 39.5, 39.6 (C-2, C-5), 47.3, 49.3, 49.4, 49.8, 51.5 (C-1, C-3, C-4, C-6, C-7), 57.5
(C-7), 70.4 (CH,-phenoxy), 78.1 (C(CHs)s), 123.9 (C-47), 126.6, 127.0, 127.3, 127.5, 128.3,
128.6, 128.6, 128.6, 130.2 (C-37, C-57,C-2™, C-6 ", C-37, C-57, C-2", C-6", C-4"), 137.3 (C-
17, 153.3 (C-17), 155.4 (C=0, Boc-Gruppe), 186.5 (C=0, Amid).
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EI-MS (m/z (%)):) 537 (33) [M*], 494 (29) [(M-CsH-)"], 464 (19) [(M-C4HgO)*], 394 (100)
[(M-C4HoO-CaHoN)].

HRMS (El): CaHa7N304 Ber.: 537.3567 Gef.: 537.3571
Elementaranalyse: Ber.: C 66.94 H 8.34 N 7.32
Cs2H47N3O,4 ¢ HCI (574.20 g/mol) Gef . C 66.82 H 8.32 N 7.64

Arbeitsvorschrift zur Darstellung von rac-(3R, 4R)-3-[(Phenylsulfonyl-isobutyl-amino)-
methyl]-4-({benzyl-[2-(2,6-dimethyl-phenoxy)-acetyl]amino}-methyl)-pyrrolidin-1-

carbonsiure-tert-butylester (52).

Zu einer Losung aus 130 mg (0.23 mmol) 51 in 70 ml abs. THF werden 24 mg (0.23 mmol)
TEA hinzugegeben. Bei 0°C wurde anschlieBend mit 42 mg (0.24 mmol)
Benzolsulfonsaurechlorid versetzt und noch 2 h bei Raumtemperatur weiter gertihrt. Es wurde
filtriert, mit 70 ml geséttigter NaCl-Losung gewaschen und dreimal mit 40 ml Diethylether
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber MgSO, getrocknet, filtriert und
unter verminderten Druck einrotiert. S&ulenchromatographische Reinigung (EE/MeOH =
10:1) lieferten das Produkt als farblosen Feststoff.

Ausbeute: 140 mg (0.20 mmol, 85% d. Th.)

Rr = 0.13 (EE/Methanol 10:1), farblose Kristalle, Smp.: 64°C
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'H-NMR (8/ppm, 500 MHz, ds-DMSO): 0.80 (s, 6H, 9-H), 1.39 (s, 9H, C(CHs)s rert-Butyl),
1.82 (m, 1H, 8-H), 2.14 (s, 6H, CH3-phenoxy), 2.21 (m, 2H, 2-H, 5-H), 2.77, 3.07, 3.32 (m,
10H, 1-H, 2-H, 3-H, 4-H, 6-H, 7-H), 4.61 (m, 4H, 7™-H, CH,-phenoxy), 6.90 (m, 1H, 4™-H),
6.98 (m, 2H, 3™-H , 57-H), 7.32 (m, 5H, 2™-H, 3=-H, 4™=-H, 5~H, 6™-H ) 7.58-7.77 (m, 5H,
277°H,37"H, 47H, 5-7H, 6 -H).

B3C-NMR (8/ppm, 400 MHz, de-DMSO): 15.7 (CHs-phenoxy), 19.8 (C-9), 26.3 (C-8), 28.1
(C(CHg3)3), 39.5, 39.6 (C-2, C-5), 47.0, 48.5, 48.6, 49.6, 51.4 (C-1, C-3, C-4, C-6, C-77), 56.8
(C-7), 70.2 (CH.-phenoxy), 78.1 (C(CHs)3), 123.9 (C-47), 126.4, 126.9, 126.9, 127.0, 127.3,
127.6, 128.3, 128.6, 128.6, 130.1, 130.2 (C-37,C-57,C-27,C-67,C-37, C-57, C-27, C-67, C-
47 C-277,C-67,C-37,C-57), 132.7 (C-47), 138.4 (C-17), 145.3 (C-17), (153.4 (C-17),
156.6 (C=0, Boc-Gruppe), 168.7 (C=0, Amid).

EI-MS (m/z (%)):) 676 (2) [(M-H)'], 486 (74) [(M-CeH130,S)], 442 (100) [(M-
C11H17NOZS)+].

Elementaranalyse: Ber.: C67.33 H 7.58 N 6.20
C3sHs51N306S (677.91 g/mol) Gef.: C67.22 H 7.55 N 6.32

Arbeitsvorschrift zur Darstellung von rac-3S, 4S)-N-{4-[(Phenylsulfonyl-isobutyl-
amino)-methyl]-pyrrolidin-3-ylmethyl}-N-benzyl-2-(2,6-dimethyl-phenoxy)-acetamid
(41).

Zu einer Losung aus 100 mg (0.14 mmol) 52 in 40 ml abs. THF wurden bei RT 40 ml 4N HCI
in Dioxan hinzugegeben. Nach 2 h wurde die Reaktionsmischung einrotiert und der

verbleibende Riickstand war als farbloses Hydrochlorid isolierbar.
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Ausbeute: 90 mg (0.14 mmol, quantitativ)
Rr = 0.03 (EE/MeOH = 10:1), gelbe Kristalle, Smp.: 55°C

'H-NMR (3/ppm, 500 MHz, de-DMSO): 0.80 (s, 6H, 9-H), 1.82 (m, 1H, 8-H), 2.14 (s, 6H,
CH3-phenoxy), 2.21 (m, 2H, 2-H, 5-H), 2.77-3.44 (m, 10H, 1-H, 2-H, 3-H, 4-H, 6-H, 7-H, N-
H), 4.61 (m, 4H, 7°-H, CH,-phenoxy), 6.90 (m, 1H, 47-H), 6.98 (m, 2H, 3™-H ,57-H), 7.32
(m, 5H, 2-H, 3-H, 4™=H, 5=H, 6™-H ) 7.58-7.77 (m, 5H, 27-H, 37-H, 47-H, 5-7H, 6 -
H).

3C-NMR (8/ppm, 400 MHz, de-DMSO): 15.7 (CHs-phenoxy), 19.7 (C-9), 26.7 (C-8), 41.4,
42.2 (C-2, C-5), 47.2, 48.2, 49.6, 50.0, 52.4 (C-1, C-3, C-4, C-6, C-7"), 56.5 (C-7), 70.1 (CH.-
phenoxy), 123.8 (C-47), 126.3, 126.9, 126.9, 127.1, 127.3, 127.5, 128.3, 128.6, 128.6, 130.1,
130.2 (C-3™,C-5™,C-2",C-6™,C-37C-57, C-27,C-67, C-47,C-2™,C-6™, C-3™, C-57),
132.6 (C-4™), 137.4 (C-17), 138.7 (C-1™), 155.3 (C-17), 167.9 (C=0, Amid).

EI-MS (m/z (%)):) 577 (27) [M*], 442 (100) [(M-C1:H1zNO,S)*], 351 (69).

HRMS (EI): C33H43N304S Ber.: 577.2955 Gef.: 577.2974

Elementaranalyse: Ber.: C 62.69 H7.33 N 6.64
Ca3HasN304S*HCI*H,0 (632.3 g/mol) Gef.: C 62.98 H7.12 N 6.09
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