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Einleitung

1 Einleitung

Die Entdeckung vieler Antibiotika zwischen den 1930er und 1960er Jahren erlaubte die effektive
Behandlung von bakteriellen Infektionen. Seit 1961 der Methicillin-resistente Stamm von
S.aureus (MRSA) entdeckt wurde, stellt die Resistenz vieler Bakterien gegen Antibiotika ein
groRes Problem fiir die Behandlung bakteriell induzierter Krankheiten dar.* Uber die Jahre wurde
erkannt, dass bakterielle Erreger gegen nahezu jedes Antibiotikum Resistenzen entwickeln
kénnen.? Hinzu kommt, dass zunehmend weniger Antibiotika entwickelt werden, da die teure
Entwicklung far Pharmafirmen nicht profitabel genug erscheint. Besonders groR sieht die
Leopoldina Nationale Akademie der Wissenschaften die Bedrohung durch multiresistente
gramnegative Bakterien, da es kaum neue wirksame Substanzen gegen diese Erreger gibt.> Die
meist obligat pathogenen Bakterien werden als multiresistente gramnegative Stabchen (MRGN)
bezeichnet. Die Kommission fiir Krankenhaushygiene und Infektionspravention beim Robert Koch-
Institut (KRINKO) stuft diese gemdB ihrer Resistenzen gegen die Antibiotikagruppen
Acylaminopenicilline, Cephalosporine (3. und 4. Generation), Carbapeneme und Chinolone ein.
Die Einteilung erfolgt bei Resistenz gegen drei Substanzgruppen in die Klasse 3MRGN oder in
AMRGN bei Resistenz gegen alle vier Substanzgruppen.® Dies verdeutlich die klinische
Herausforderung bei der Behandlung resistenter Pathogene und folglich auch die Notwendigkeit

zur Entwicklung neuer Antibiotika bzw. Antiinfektiva mit neuem Wirkmechanismus.

1.1 Legionellen

1.1.1 Der Erreger Legionella pneumophila

Legionellen sind gramnegative, aerobe, stdbchenférmige Bakterien, die als Umweltkeime haupt-
sachlich im StRwasser vorkommen. Bei 25°C bis 45°C finden sie ideale Vermehrungs-

bedingungen, ab einer Temperatur von 60 °C kommt es jedoch zum Absterben des Bakteriums.’

Die Gattung Legionella ist die einzige in der Familie Legionellaceae und beinhaltet momentan 57
Spezies sowie 79 Serogruppen.® ’ Der haufigste Erreger der Legionarskrankheit, die nach einem
Krankheitsausbruch bei einem Veteranentreffen der amerikanischen Legion in Philadelphia im

9

Jahr 1976 benannt ist, ist Legionella pneumophila.® Flir einen GroRteil aller

Legionellenerkrankungen ist Legionella pneumophila der Serogruppe 1 verantwortlich.®
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1.1.2 Epidemiologie, Krankheitsbilder und Therapie

Die Vermehrung findet in Amdben und anderen Einzellern statt. Durch diese parasitdare Lebens-
weise sind Legionellen gegen ungiinstige Umwelteinflisse und Desinfektionsmalnahmen relativ
gut geschitzt.” Die Aufnahme des Erregers in die Lunge erfolgt durch Inhalation keimhaltiger
Tropfchen oder seltener keimhaltigen Staubes. So gelten Trinkwasserinstallationen,
Schwimmbecken, Whirlpools, Klimaanlagen, Kihltirme, Rickkihlwerke, Springbrunnen und

Wasservernebler als typische Erregerreservoirs.™

Im Jahr 2010 kam es beispielsweise zum Auftreten der Legionarskrankheit in Ulm mit 65 infizier-
ten Patienten und fiinf Todesfdllen. Beim grofRten Ausbruch in Deutschland bzw. drittgréRten
Ausbruch in Europa in Warstein im Jahr 2013 wurden 159 Erkrankungen und zwei Todesopfer

dokumentiert. Beide Ausbriiche konnten auf Riickkiihlwerke zuriickgefiihrt werden.'" **

Als allgemeiner Grenzwert fiir das Vorkommen von Legionellen im Trinkwasser gilt ein
»technischer MaBnahmewert” von 100 koloniebildenden Einheiten (KBE) in 100 mL Wasser. Da es
sich hierbei jedoch um einen rein technisch umsetzbaren Wert handelt und nicht um einen
gesundheitsbezogenen, trat am 1. November 2011 eine Novellierung des Trinkwassergesetzes in

Kraft, indem das Erhitzen und die Kontrolle von Wasserspeichern gesetzlich geregelt ist."® ** D

a
jedoch die Ursache der Ausbriiche der vergangenen Jahre bei Rickkiihlwerken zu finden sind,

sollten diese ebenfalls in das Gesetz miteinbezogen werden.

Im klinischen Krankheitsbild wird zwischen zwei Arten von Legionellosen unterschieden. Die Erste
ist die Legionarskrankheit, deren Hauptmanifestation eine Lungenentziindung ist, die in ca.
10 - 15 % der Falle todlich verlauft. Die zweite, aber mildere Form ist das Pontiac-Fieber, das sich

durch Fieber, Husten und Muskelschmerzen manifestiert.®

Seit 2001 besteht in Deutschland eine Meldepflicht fir labordiagnostisch nachgewiesene
Legionelleninfektionen. Diese Daten werden vom Robert-Koch-Institut (RKI) erfasst. Neben
allgemeinen demographischen Daten werden auch Angaben zur Erkrankung, Laborbefunde sowie
mogliche Infektionsquellen festgehalten. Hierbei wurde in den letzten Jahren der Nachweis vom
Legionella-Antigen im Urin mittels ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) wegen der sehr
hohen Spezifizitat und der schnellen Durchfiihrbarkeit immer wichtiger. Als Goldstandard gilt der
selten eingesetzte Nachweis in Kultur. Er weist auch eine hohe Sensitivitat auf, jedoch bendtigt

die Legionellenanzucht viel Zeit und ist nicht immer erfolgreich.>®
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In Abbildung 1 sind die an das RKI gemeldeten Falle von Legionella-Infektionen fiir den Zeitraum

2001 bis 2014 darstellt. Die Zunahme um 41 % im Jahr 2013 gegeniber dem Vorjahr ist

groRtenteils auf den bereits erwdhnten Ausbruch in Warstein zuriickzufiihren. &6
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Abbildung 1: Anzahl der an das RKI gemeldeten Erkrankungen.

Allgemein ist die Diskrepanz zwischen der Zahl der gemeldeten Falle und den nach Abschatzung
des CAPNETZ (Kompetenznetzwerk Ambulant erworbene Pneumonien) tatsachlich aufgetretenen
Fallen von 15.000 - 30.000 pro Jahr sehr groR. Dies spiegelt den Nachholbedarf in der Diagnostik

und deren Anordnung durch den Arzt wider.®

Aus epidemiologischer Sicht unterscheidet man zwischen Erkrankungen, die im hduslichen oder
beruflichen Umfeld auftreten (ambulant), die wahrend eines Krankenhausaufenthaltes erworben
wurden (nosokomial) oder die mit einer Reise und dem damit verbunden Aufenthalt in einem
Hotel in Verbindung stehen (reiseassoziiert). Bei den 2013 in Deutschland durch das RKI erfassten
Fillen lagen die im privaten/beruflichen Umfeld erworbenen Infektionen mit 79 % an erster
Stelle. Am zweithaufigsten wurden mit 17 % reiseassoziierte Erkrankungen genannt, gefolgt von

nosokomialen Infektionen mit 3 % und in Pflegeeinrichtungen erworbene Infektionen mit 1 %.'

Zur Risikogruppe zdhlen dltere Menschen ab einem Alter von 50 Jahren, Personen mit schwachem
Immunsystem oder immunsupprimierte Patienten sowie Tabak- und Alkoholkonsumenten.
Insgesamt sind Manner 2.3-mal haufiger betroffen als Frauen. Die Letalitat aller gemeldeten Falle

lag 2013 bei 5.2 %.'

Zur Therapie der Legionarskrankheit werden heute Azithromycin oder Levofloxacin sowie andere

Chinolone eingesetzt.””**

Da alle Fluorchinolone eine hohe In-vitro-Aktivitdt gegeniiber
Legionellen aufweisen, sind diese laut der Deutschen Gesellschaft fiir Pneumologie die

Substanzklasse der Wahl zur Bekdmpfung der Pneumonie.”
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1.1.3 Pathogenese und Virulenz

Im Infektionszyklus treffen die Legionellen nach der Inhalation und dem Eindringen in das
Lungengewebe auf Makrophagen. Nach der Phagozythose durch die Makrophagen liegen die
Erreger in einem Phagosom vor, indem sich die Bakterien vermehren kénnen (Abbildung 2).
Anfangs konnen die Bakterien einer Erniedrigung des pH-Wertes, der Verschmelzung des

Phagosoms mit Lysosomen und dem oxidativen Burst entgegenwirken.”" *

Nach der Anlagerung
von Mitochondrien und endoplasmatischem Retikulum an das Phagosom, beginnt die
intrazelluldare Vermehrung. Zu einem spateren Zeitpunkt sinkt der pH-Wert im Phagosom auf 5.5
ab, bei dem sich L. pneumophila ebenfalls vermehren kann.”? Nach dem Verbrauch der
Nahrstoffreserven des Wirts, kommt es zur Umwandlung der Legionellen in ihre virulente Form

und zur Lyse der Wirtszelle.

Mitochondrium

Legionellen

Virulente
Legionellen Zellkern
V. m. L. = Verschmelzung mit Lysosomen Ribosom Endoplasmatisches Retikulum

Abbildung 2: Infektionszyklus von L. pneumophila in Makrophagen in Anlehnung an Flieger et al.”

Bei einem erneuten Infektionszyklus kdnnen auch alveolire Epithelzellen Ziel sein.”* Dies fiihrt
wiederum zur Zerstérung von Alveolarepithel und Eintritt von zellularem Material aus dem
angrenzenden Kapillarraum, was letztendlich eine Verstopfung der Lungenbldschen hervorrufen

22
kann.

Fir die Virulenz wurde ein sogenanntes Dosis-Wirkungs-Paradoxon beobachtet. Von Zeit zu Zeit
traten auch Erkrankungen auf, obwohl die Anzahl an Legionellen im Erregerreservoir nur gering
war. Dies liegt zum einen am Zeitpunkt der Probenentnahmen und zum anderen an der zeitlich
divergenten Infektiositat der Legionellen. Es wird vermutet, dass Legionellen kurz nach der
Freisetzung aus Amoben eine erhéhte Virulenz aufweisen. Allerdings ist die Virulenz aufgrund der

komplexen Biologie nicht exakt vorhersagbar.'® %
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Eine Schlisselrolle spielt die Oberflachenstruktur der Wirtszelle in der Pathogenese. Der
entscheidende Schritt im Infektionszyklus ist das Anhaften und Eindringen der Legionellen an und
in die Wirtszelle. Neben der Geillel und den Pili sind hierbei noch einige Oberflachenproteine, wie
zum Beispiel das ,major outer membrane protein“ (MOMP) und das ,heat shock protein”
(Hsp) 60 von Bedeutung. Als ein weiterer Virulenzfaktor wird das 24 kDa schwere ,macrophage

infectivity potentiator“-Protein (Mip) diskutiert.” >

1.2 Burkholderien

1.2.1 Der Erreger Burkholderia pseudomallei

Burkholderien sind gramnegative, aerobe Bakterien, die zur Familie der Burkholderiaceae
gehoren. Es existieren (iber 30 Gattungen, von denen aber nur wenige pathogen fiir Menschen
oder Tiere sind.?® Ein wichtiger Vertreter ist Burkholderia pseudomallei, das im Jahr 1912 von
Whitemore und Krishnaswami entdeckt wurde und die Krankheit Melioidose auslést.”’ Bis 1992

war das Bakterium als Bacillus whitmori oder Pseudomonas pseudomallei bekannt.?®

Eine enge Verwandtschaft zu B. pseudomallei weist Burkholderia mallei auf, welches die fir
Mensch und Tier gefahrliche Krankheit Rotz hervorruft. Beide Pathogene werden vom
amerikanischen CDC (Center for Disease Control and Prevention) als potentielle biologische

Kampfstoffe der Kategorie B eingestuft.?*°

1.2.2 Epidemiologie, Krankheitsbilder und Therapie

B. pseudomallei kommt in der Umwelt hauptsachlich im Erdboden und in schlammigem Wasser
vor. Eine Ansteckung erfolgt in der Regel durch Eindringen der Bakterien in Verletzungen der Haut
und selten (ber Inhalation kontaminierter Aerosole. In den Tropen kommt es saisonal in der
Regenzeit zu einer Haufung von Fallen. Dies ist auf vermehrten Kontakt mit dem Erreger
zuriickzufihren, beispielsweise, wenn Reisfarmer ohne Schuhwerk wahrend der Anbauzeit in

gefluteten Reisfeldern arbeiten.”

Allgemein ist der Organismus B. pseudomallei in subtropischem und tropischem Klima heimisch,
dazu zdhlen vor allem Siidostasien und Nordaustralien.”® Neuere Studien weisen ebenfalls auf
eine Ausbreitung der endemischen Gebiete auf pazifische Inseln hin.2* Abbildung 3 verdeutlicht
die Ausbreitung der Melioidose, die von endemischen Regionen lber einen GroRteil Asiens und

den Mittleren Osten bis nach Afrika sowie Mittelamerika reicht.? 3?
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Endemicity
[ Not recorded
I Endemic
[ Possibly endemic
[ Sporadic
[ Environmental isolates
[ Unconfirmed reports

0 2,000
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A.Cheng MSHR, 2004

Abbildung 3: Weltweite Ausbreitung der Melioidose (Reprinted with permission from Cheng etal®
Copyright 2005, American Society for Microbiology).

Die klinische Manifestation kann von Abszess-Bildungen, Sepsis, und Harnwegsinfekten bis hin zu
Pneumonien reichen, weshalb die Diagnose kompliziert ist und es haufig zu Verwechslungen mit
Tuberkulose oder anderen Infektionskrankheiten kommt.>> Aus diesem Grund ist auch der
Nachweis in der Zellkultur fiir eine eindeutige Identifizierung erforderlich. Daneben wurden noch
andere Methoden wie der ,indirect hemagglutation test (IHA) und verschiedene ELISA-Tests
etabliert. Diese sind aber in den endemischen Regionen aufgrund der hohen Anzahl an
Antikorpern weitgehend nutzlos.***® Die (ibliche Inkubationszeit der akuten Melioidose betragt
1-21Tage, jedoch wurde ein latenter Krankheitsfall mit einer Inkubationszeit von 62 Jahren
bekannt.’’ Falls die Symptome linger als zwei Monate anhalten, spricht man von einer

chronischen Melioidose.*® *

Die Risikofaktoren dhneln denen der Legionellose, auch hier sind
Menschen ab dem vierzigsten Lebensjahr haufiger betroffen als jlingere Menschen. Weiterhin
erhéhen Vorerkrankungen wie zum Beispiel Diabetes mellitus, chronische Lungenerkrankungen,
Nierendysfunktion und Alkoholabusus die Ansteckungsgefahr.”® *° Die Letalitat reicht von 19 % in
Australien bis zu 50 % in Thailand, kann aber im Zusammenhang mit einem septischen Schock bis

zu 86 % betragen.*®*°

Da die Bakterien Resistenzen gegen viele Antibiotika zeigen, muss mit langen und teils erfolglosen

Behandlungsphasen gerechnet werden.”* Die Behandlung kann in drei Phasen unterteilt

werden.**
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Phase 1: Die Behandlung der akuten Infektion erfolgt i.v. mit Ceftazidim oder
Carbapenemen fiir ca. 14 Tage.

Phase 2: Die endgiltige Eliminierung der verbleibenden Erreger geschieht in der Regel
durch Gabe von Trimethoprim-Sulfamethoxazol fiir langer als drei Monate.

Phase 0: Zur Prophylaxe wird ebenfalls die Kombination Trimethoprim-Sulfamethoxazol

empfohlen.

Trotz der Eradikationsbehandlung kommt es in ca. 25 % der Flle zu Rezidiven.*

1.2.3 Pathogenese und Virulenz

B. pseudomallei besitzt die Fahigkeit in verschiedene Zellen wie beispielsweise
polymorphonukledre Leukozyten, Makrophagen und einige Epithelzelllinien einzudringen und sich
zu vermehren.** Die Resistenz gegeniiber humanem Serum und die intrazelluldre
Uberlebensfahigkeit sind sehr wichtig fur die Pathogenese des Erregers.* Es wird vermutet, dass
»Quorum sensing”, Geisel, TYP-IV-Pili sowie mehrere Adhasions- und Ausscheidungsprotein eine

26, 46

wichtige Rolle in der Virulenz spielen. Im Jahre 2011 konnte ebenfalls ein fiir die Virulenz

ausschlaggebendes Mip-Protein identifiziert werden.*’

1.3 FKBP und Mip

Derzeit wird nach neuen Therapieansadtzen zur effektiven medikamentésen Bekampfung der
Legionellose und der Melioidose gesucht. Hierbei spielt der bereits erwdhnte Virulenzfaktor
»macrophage infectivity potentiator”-Protein, welches im nachfolgenden als Mip bezeichnet wird,
eine entscheidende Rolle. Sowohl das Mip von Legionella pneumophila (LpMip) als auch das Mip
von Burkholderia pseudomallei (BpMip) zdhlen zur Familie der FK506-Bindungsproteine (FKBPs).
Die FKBPs wiederum lassen sich in die Superfamilie der Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen
(PPlasen) einordnen, welche die Fahigkeit besitzen, die cis/trans-lsomerisierung von
Peptidbindungen der Aminosaure Prolin zu katalysieren.”* Da bei dieser Aminosaure -im
Gegensatz zu anderen - der Betrag der Freien Energie der beiden Konformeren geringer ist, gibt es
keine energetische Praferenz fiir eine der beiden Konformationsisomeren. Deshalb kann die
Sekunden oder Minuten dauernde Umwandlung des bei ca. 5 -6 % vorliegenden cis-lsomers in

das trans-lsomer beobachtet werden.*

1.3.1 Leginella-Mip

Das den FKBPs ahnliche Protein von L. pneumophila war der erste genetisch identifizierte

Virulenzfaktor der Legionellen. Da durch eine ,Knock-out“-Mutante ohne Mip eine geringere
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Vermehrung in Makrophagen und Protozoen festgestellt werden konnte, wurde das Protein als

,macrophage infectivity potentiator” bezeichnet.”**?

Bei der Aufnahme des Legionellenbakteriums in die Lunge tragt Mip innerhalb des Collagens der
extrazellularen Matrix (EZM) dazu bei, dass das Bakterium in das Lungengewebe eindringen kann,

um so in die Makrophagenwirtszelle zu gelangen (Abbildung 4).

. Legionelle

EZM

—
o

1=

1o

hV4

Makrophage

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Eindringens der Legionellen mit Hilfe von MIP in das
Lungengewebe.

In der EZM des Lungengewebes bindet das Mip an Collagen-IV. Es wird angenommen, dass Mip
innerhalb des Collagens der EZM proteolytisch unempfindliche cis-Prolyl-Bindungen in
empfindliche trans-Prolyl-Bindungen umwandeln kann. AnschlieBend kann in Zusammenarbeit
von MIP und einer Serin-Protease die EZM zersetzt werden und das Bakterium kann die
Makrophagen infizieren. Die detaillierte Funktionsanalyse von Mip ist allerdings noch Gegenstand

aktueller Forschung.”
1.3.2 Burkholderia-Mip

Durch die Genomanalyse von Burkholderia pseudomallei konnten mit BpML1 und BPSL0918 zwei
FKBPs identifiziert werden. Letzteres beeinflusst zwar die intrazelluldire Vermehrung des
Bakteriums, zeigt aber keine PPlase-Aktivitat. Es wird vermutet, dass BPSL0918 - wie auch andere
PPlasen - als Chaperon fungiert und somit Einfluss auf die ,outer membrane“-Integritdt und
Stresstoleranz hat.”” Im Gegensatz dazu zeigt BpML1 (im folgenden BpMip) eine enzymatische
Aktivitat. Weiterhin konnte an Mausen gezeigt werden, dass eine Mutante ohne BpMip zu einer

signifikanten Abschwiachung der Infektion fiihrt.>*
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1.4 Strukturvergleich von FKBP12, LpMip und BpMip

1.4.1 FKBP12 Struktur

Die am haufigsten untersuchte Struktur in der Familie der FKBPs ist die des FKBP12, welche - im
Gegensatz zum LpMip - nur aus einer PPlase-Domane besteht. Es bildet dabei eine flinfstrangige

antiparallele B-Faltblattstruktur, die sich rechtsdrehend um eine a-Helix windet.”
1.4.2 LpMip Struktur

Die Struktur des LpMip wurde mit Hilfe von Rontgenkristallographie und NMR-Spektroskopie

bereits intensiv untersucht.”® >’

Das Oberflachenprotein besitzt ein Molekulargewicht von
22.8 kDa und formt Homodimere.>” LpMip kann in drei verschiedene Doméanen unterteilt werden:
Die N-terminale Domane, eine lange verbindende a-Helix und die C-terminale Domane. Erstere
besteht aus zwei a-Helices und unterstitzt die Dimerisierung, indem Met38 und Met42 des einen
Monomeres mit Met42 und Met38 des anderen Monomeres wechselwirken. Die Funktion der
langen linkenden a-Helix ist noch unbekannt.*® Die C-terminale Doméne ist fiir die PPlase-Aktivitat

verantwortlich und zeigt eine fir FKBPs charakteristische Struktur. Diese Doméane weist eine

Sequenzhomologie von 35 % zur FKBP12-Domane auf.”*
1.4.3 BpMip Struktur

Die Kristallstruktur von BpMip wurde im Jahr 2011 von Norville et al.>® aufgeklart. Hierbei fallt auf,
dass im Vergleich zu LpMip weder die lange a-Helix noch eine N-terminale Doméane vorhanden ist.
Jedoch weisen beide Proteine eine Gemeinsamkeit von 40 % in der Domaéne, die fiir die PPlase-

f>* Aus den Kristallstruktur- und NMR-Analysen konnte eine

Aktivitat verantwortlich ist, au
ungewodhnlich hohe Flexibilitat einiger Bestandteile des katalytischen Zentrums ausgemacht
werden. Weiterhin konnte aus der Struktur geschlossen werden, dass BpMips zu einem helikalem
Peptid in derselben Weise binden, wie TGFBRI (transforming growth factor B receptor I) mit dem

humanen FKBP12.%®
1.4.4 Vergleich

Ein Strukturvergleich der Kavititen der PPlase-Domaine zeigt eine hohe Ubereinstimmung der
einzelnen Bindetaschen. Dies spiegelt Tabelle 1 wider, in der die Aminosduren der Bindetasche

gegenlber gestellt sind.
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Tabelle 1: Vergleich der Aminosduren der Bindetaschen von FKBP12, LpMip und BpMip.

FKBP12 LpMip BpMip
Tyr26 Tyr55 Tyr33
Phe36 Phe65 Phe43
Asp37 Asp66 Asp4d4
Phe4d6 Ala75 Phe53
Phe48 Phe77 Phe55
Val55 Val82 Val62
Ile56 lle83 lle63
Trp59 Trp86 Trp66
Tyr82 Tyr109 Tyr89
Phe99 Phel26 Phe106

FKBP12 und LpMip unterscheiden sich lediglich in Phe46 und Ala75, wo hingegen bei LpMip im
Vergleich zu BpMip in einer Subbindetasche die Aminosauren Vall114 durch Ala94 und Prol17

durch Val97 substituiert sind (Tabelle 2).

Tabelle 2: Vergleich der Aminoséduren der Subtasche von FKBP12, LpMip und BpMip.

FKBP12 LpMip BpMip
His87 | Val114 Ala94 |
Pro88 Gly115 Gly95
lle90 | Pro117 Val97 |
11191 lle118 lle98

Beim Vergleich der aktiven Zentren von LpMip und FKBP12 kdnnte die Adressierung einer be-
nachbarten Mip-spezifischen Subtasche einen vielversprechenden Ansatzpunkt zur Erhéhung der
Inhibitoraffinitat fir LpMip und zur Selektivitat gegenliber FKBP12 und BpMip darstellen. Fir den
Vergleich der Strukturen von LpMip und BpMip finden sich ebenfalls dhnliche Bindetaschen
(Abbildung 5).
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Abbildung 5: Bindetaschen von LpMip (links) und BpMip (rechts).
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Einzig die konformelle Anderung bei BpMip fiir Phe43 und der von Ala94, Gly95, Val97 und [le98

geformten Subtasche kdnnten hier zur spezifischen Optimierung fiir BpMip genutzt werden.*

1.5 Mip als potentielle Zielstruktur fiir anti-infektive Substanzen

Wegen zunehmender Resistenzen vieler Erreger gegentiiber Antibiotika, die in den Zellwand einla-
gern oder in die DNA- und Proteinsynthese eingreifen, werden vermehrt andere Zielstrukturen zur
Bekampfung von Infektionskrankheiten gesucht. Ein mogliches Angriffsziel stellen hierbei
Virulenzfaktoren dar. Eine Inhibition dieser Faktoren verhindert die Infektion und reduziert so den
Selektionsdruck, den Antibiotika ausiben. Deshalb ricken Virulenzfaktoren wie z.B.

Sekretionssysteme oder Quorum sensing mehr in den Fokus der aktuellen Forschung.

Je nach Sekretionssystem konnen die von Bakterien abgesonderten Substrate in die aullere
Membran, in eine Zielzelle oder in den extrazellularen Raum abgegeben werden. Diese Substrate
besitzen Schliisselrollen fiir die Adhesion, Pathogenitit, Adaption und Uberlebensfihigkeit der
Bakterien. Neuartige Wirkstoffe wiirden durch die Inhibition dieser Systeme die Bakterien nicht
abtoten, aber bedeutetend schwdchen, so dass sie vom Immunsystem bekdampft werden

kénnten.®% &

Unter Quorum sensing versteht man eine Form der Zell-zu-Zell-kKommunikation, bei der Bakterien
Signalmolekile ausscheiden und aufnehmen. Abhangig von der Konzentration dieser Molekile
werden Gene reguliert, die fiir Prozesse wie z. B. die Biofilmbildung oder die Antibiotikaresistenz

verantwortlich sind.?

Folglich sind auch die bereits genannten Mip-Proteine trotz ihres noch nicht vollstandig
verstandenen Wirkmechanismus ein vielversprechender Ansatzpunkt zur Einddmmung vieler
Infektionskrankheiten. Mit den bereits gewonnenen Erkenntnissen der verminderten Virulenz der
Legionellen bei Meerschweinchen und der abgeschwachten Infektion von Burkholderien in

. . . . . 2
Mausen kann man von einem vielversprechendem Zielprotein sprechen.>* ®

Dank der bereits vorhandenen Strukturdaten der FKBPs und der groRen strukturellen
Ahnlichkeiten dieser FKBPs mit den untersuchten Mips ist bereits eine breite Basis fiir die Ent-
wicklung neuer Wirkstoffe geschaffen. Um eine Interaktion mit humanem FKBP und die daraus
folgenden immunmodulatorischen Nebeneffekte zu verhindern, sind die Kristallstrukturen von

LpMip und BpMip dienlich, um spezifisch bindende Wirkstoffe zu entwickeln.*

11
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1.5.1 FK506 und Rapamycin

Sowohl LpMip als auch BpMip formen stabile Komplexe mit den Arzneistoffen FK506 und
Rapamycin (Abbildung 6), die beide die enzymatische Funktion der Mips inhibieren. Diese Wirk-
stoffe sind jedoch nicht gegen die Legionarskrankheit bzw. Melioidose einsetzbar, da sie mit

menschlichen FKBPs interagieren und somit immunsuppressiv wirken.®

FKBP-Bindungsdomane

HO
Effektor-Domaéane

OCHj{

FK506 Rapamycin

Abbildung 6: Strukturformeln von FK506 und Rapamycin.

Mittels Kristallographie und biochemischen Studien konnte gezeigt werden, dass sich die beiden
immunsuppressiven Arzneistoffe aus zwei Domanen zusammensetzen. Auf der einen Seite befin-
det sich das Strukturelement, das eine hohe Affinitat zu FKBPs zeigt (FKBP-Bindungsdoméne) und
auf der anderen Seite die fir den immunsuppressiven Effekt verantwortliche Domane (Effektor-
Domane).®® Dabei ist die Wirkweise von FK506 vergleichbar mit dem des Ciclosporin A, beide bin-

64-67

den an die Phosphatase Calcineurin. Fiir Rapamycin ist der dritte Bindungspartner hingegen

das mammalian-Target-of-Rapamycin (mTOR).% %

Trotzdem bildeten diese makrozyklischen Inhibitoren den Startpunkt fir die Entwicklung von
Mip-Inhibitoren. Durch Strukturaufklarung des Komplexes von LpMip mit Rapamycin wurde her-
ausgefunden, dass die Bindung zwischen beiden Partnern hauptsachlich auf der Wechselwirkung

2 . .
>".%2 Der in diesem Fall als

der hydrophoben Tasche mit der Piperidin-2-carbonsdureeinheit basiert.
Anker zwischen Protein und Wirkstoff dienende Piperidinring ist folglich als Grundbaustein fir

weitere Inhibitoren bestens geeignet.
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1.5.2 Piperidin-2-carbonsiuren

Der Grundstein fiir die meisten der heute bekannten nicht-immunsuppressiven FKBP-Inhibitoren
wurde in den 90er Jahren mit Hilfe des Dual-Domain-Konzeptes gelegt.”® Dieser Ansatz basierte
wie bereits erwahnt auf dem strukturellen Grundgeriist von Rapamycin bzw. FK506. Holt et al.”" "
etablierten im Jahr 1994 ein Model, welches die essentiellen Strukturelemente zur Bindung an
FKBP12 enthalt. Im Jahr 2012 verbesserten Schmidt et al.”” diese Modell fiir FKBP51/52-
Inhibitoren. Holt et al.”* bestimmten die PPlase-Aktivititen vieler synthetisierter Verbindungen

von FKBP12 und untersuchten die Struktur-Wirkungs-Beziehungen in den in Abbildung 7

gezeigten vier Bereichen.

cyclohexylethyl

dicarbonyl

piperidinyl (n=2)<|

(0]
pyranosyl {
Abbildung 7: Ausgangsstruktur zur SAR-Analyse von Holt et al.”?

In dieser Studie konnte der Piperidinylring als essentielles Kernfragment identifiziert werden. Es
zeigte sich ebenfalls, dass die (S)-Piperidin-2-carbonsaurederivate eine viel bessere Inhibition
aufweisen als die (R)-Piperidin-2-carbonsiurederivate. Weiterhin mutmaRten Holt et al.,”* dass
die Dicarbonyl-Gruppe durch andere funktionelle Gruppen wie zum Beispiel Thiocarbonyl,
a-Hydroxycarbonyl, Sulfonamid, Acylhydrazid oder Amid ersetzbar sind, um eine ungewiinschte
Reaktivitdt auszuschlieRen. Fiir die Pyranosyl-Funktion berichteten Holt et al.,”” dass sperrige
Alkylgruppen eine leicht erhdhte Wirksamkeit zeigen. Der Austausch des Esters am Cyclohexyl-
Rest durch ein Amid wurde zwar toleriert, resultierte aber in einer geringeren Wirkung.”
Allgemein zeigten Verbindungen mit 3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl-Rest die beste PPlase-
Inhibition an FKBP12.

Aufgrund der bekannten hohen Sequenzhomologie von FKBP12 und LpMip wurden von Juli et al.®?

nicht-immunsuppressive Piperidin-2-carbonsaureinhibitoren entwickelt. Ausgehend von den

bereits von Holtetal.™” 7

etablierten Inhibitoren und den Dockingstudien konnten
verheiBungsvolle Wirkstoffe auf PPlase-Aktivitdat gegen LpMip getestet werden. Der
Bindungsmodus der entwickelten Inhibitoren konnte zusatzlich mittels NMR-Studien bestatigt
werden. Als potentester Inhibitor wurde der Wirkstoff 1a mit einer Inhibition im niedrigen

mikromolaren Bereich (ICs;-Wert = 6 uM) identifiziert (Abbildung 8).%
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OCH;

\/\/©:00H3
(%(O OCH,
O= le}

/7

Abbildung 8: Leitstruktur S-1a.

Anhand von Abbildung 9 wird der Bindungsmodus noch einmal deutlich. Der Piperidin-2-
carbonsaure-Ring liegt tief in der Bindetasche und ist somit ein essentieller Bestandteil fur ein
erfolgreiches Andocken des Wirkstoffs an Mip. Der Benzylring befindet sich in der

Subbindetasche, wohingegen der Trimethoxyphenyl-Rest auf Oberflache des Proteins liegt.

PHE-G5
PHE-126
=0

" 4 TYR-33 ASP-44

Abbildung 9: Dockingpose von LpMip (oben) und Kristallstruktur von BpMip (unten).

Bei den Untersuchungen an BpMip, konnte auch die Leitstruktur S-1a als bisher potentester
Inhibitor identifiziert werden. Diese Studien wurden aufgrund der bereits angesprochenen hohen

Sequenzhomologie von LpMip und BpMip von I. Norville initiiert.>* Wie aus Abbildung 9 zu
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erkennen ist, besitzen beide sehr ahnlich Bindemodi in der Bindetasche. Weiterhin wurden fir
einige  Wirkstoffe K-Werte im PPlase-Assay sowie mittels NMR-Bindungsstudien

Dissoziationskonstanten (Ks-Werte) von der Firma Beryllium (Seattle, USA) bestimmt (Tabelle 3).”

Tabelle 3: Ergebnisse der PPlase-Aktivitat (Ki-Werte) und Dissoziationskonstanten aus den NMR-Bindungs-
studien (K4-Werte) an BpMip.

PPlase-Aktivitat Dissoziationskonstante

R R?
Ki [uM] Kg [uM]
o:g OCH,
S-1a* o /v\/@oc'“ 0.17 £0.05 14+ 4
OCH,
o:g OCH;
1a ° /\/\/@["C“a 0.7+0.2 51+6
OCH,
Ojsm NO, N
A S @ 4 3.6+0.7 1042
o
B E gj Ao 10+ 3 190 + 15

*S-Enantiomer.

Eine mogliche Erklarung in der Diskrepanz zwischen den K- und Kg-Werten der Verbindungen S-1a
und A kann fiir die NMR-Experimente liefert Begley et al.”® Es wird vermutet, dass es aufgrund der
héheren Konzentrationen, die fir die NMR-Messung verwendet werden, zu Empfindlichkeits-
problemen bei der Ky-Wert-Ermittlung fiir potentere Molekiile kommen kann. Daneben konnten
die Kristallstrukturen fiir die oben gezeigten Inhibitor-Mip-Komplexe aufgeklart werden. Dort
wurden ausschlieRlich S-Enantiomere beobachtet, was die Affinitdt der erhaltenen Werte im
PPlase-Assay und den NMR-Studien der Verbindung S-la gegeniiber ihrem Racemat 1a

bestatigt.”
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1.6 Mip-dhnliche Proteine

Neben den bereits erwahnten Mips gibt es noch eine Reihe weiterer Mip-ahnlicher Proteine

anderer Bakterien, die in Tabelle 4 aufgefiihrt sind.

Tabelle 4: Weitere bekannte virulenz-assoziierte Mip-ahnliche Proteine. Nach Unal und Steinert.”

Organismus

Protein

Aeromonas hydrophila

Aggregatibacter
actinomycetemcomitans

Chlamydia psittaci
Chlamydia trachomatis
Chlamydiophila abortus
Chlamydiophila pneumoniae
Coxiella burnetii
Francisella tularensis
Klebsiella pneumoniae
Legionella longbeachae
Legionella micdadei
Leishmania major
Neisseria gonorrhoeae
Neisseria meningitidis

Salmonella enterica serovar
Typhimurium

Trypanospma cruzi
Xanthomonas campestris

Yersinia pestis

FkpA’®

Mip-like protein”’
Mip-like protein”®
Mip79, 80

Mip (CAB080)®!
CpMip®

CbMip®

Mip (FTT1043)">3
Mip-related protein®
L|Mip86’ 87
LmMipg‘8

Mip-like protein®
NgMip®°

NmMipgl’ 92
kaA93, 94

TcMip®™ %
Mip97, 98

n.n.”>

Besonders hervorzuheben sind Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Francisella

tularensis, Yersinia pestis und Coxiella burnetii, an deren Mips im Verlauf dieser Arbeit ebenfalls

synthetisierte Wirkstoffe getestet wurden.
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2 Zielsetzung

In den letzten Jahren hat sich die mediale Aufmerksamkeit fir Legionellen deutlich erhoht. Es
vergeht fast kein Monat, in dem kein Bereicht (iber einen Legionellenfund durch die Presse geht.”
Auch die Haufigkeit der gréBeren Ausbriiche hat in den letzten Jahren zugenommen. Als Beispiele
sind die bereits erwdhnten Erkrankungswellen in Ulm und Warstein zu nennen.'” ** Die
Melioidose genieft in Europa hingegen eine geringe Aufmerksamkeit, da hauptsachlich
Nordaustralien und Sudostasien betroffen sind. Nichtsdestotrotz kénnen beide Krankheiten
todlich verlaufen und erfordern eine teils langwierige und aufwendige Behandlung mit
Antibiotika. Zur Behandlung dieser Krankheiten werden aufgrund der zunehmenden

Antibiotikaresistenzen neue Angriffspunkte zur Einddmmung gesucht.

Das Mip-Protein gilt als wichtiger Virulenzfaktor und ist daher ein vielversprechender Ansatzpunkt
zur Therapie. Dank der bereits vorhandenen Strukturdaten vieler FKBPs und der grof3en
strukturellen Ahnlichkeiten dieser FKBPs zu den untersuchten Mips, wurde im Vorfeld eine breite

Basis fir die Entwicklung neuer Wirkstoffe geschaffen.

Die Makrozyklen FK506 und Rapamycin zeigen bereits eine inibitorische Aktivitdt, konnen aber
aufgrund ihrer immunsuppressiven Eigenschaften nicht gegen die Krankheiten eingesetzt werden.
Das Bindetasche-adressierende  Strukturelement, die Piperidin-2-carbonsdure,  der
Immunsuppressiva konnte als wichtiger Grundbaustein identifiziert werden. Folglich wurden von
C. Juli die literaturbekannten, nicht immunsuppresiven FKBP12-Inhibitoren an LpMip erfolgreich
synthetisiert und auf ihre Aktivitdt getestet. Weiterhin konnte die Bindung dieser Verbindung an
das aktive Zentrum durch HSQC-NMR-Experimente bestatigt werden. Aus diesen Experimenten

kristallisierte sich die Verbindung S-1a zur Leistruktur heraus.'®

OCH3
OCH3
(0)
ITI OCH3
O=g le}

Abbildung 10: Leitstruktur S-1a.

Flir Burkholderia pseudomallei konnte durch die , knock out“-Mutante von BpMip gezeigt werden,
dass es zu einem groflen Anteil zur Virulenz des Bakteriums beitragt, da eine abgeschwachte

0

Infektion in Mausen ohne Mip beobachtet wurde.”® Die nachfolgenden Aktivitatstests von

Rapamycin untermauerten die PPlase-Aktivitat. Auch fiir dieses Protein zeigte die
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Leitstruktur S-1a inhibitorische Aktivitat. VerheiBungsvolle Ergebnisse lieferten auch erste

Testungen der Leitstruktur in einem Infektionsassay.

Als Ziel dieser Arbeit sollten Derivate der Leitstruktur S-1a synthetisiert werden, um die Aktivitat
zu LpMip und BpMip zu erhéhen. Dies sollte auf den Grundlagen von vorgeschlagenen
Zielverbindungen mittels Dockingstudien von M. Hein, M. Kuhn aus der Arbeitsgruppe
Prof. C. Sotriffer und D. Begley (Beryllium, Seattle, USA) geschehen. Fiir eine Substitution von
Fragmenten wurde der Benzylring (violett) und Trimethoxyphenyl-Rest (orange) in Betracht

gezogen (Abbildung 11).

O=g N N R2
4 _ 0= ﬂ Oss_ 0o
5, © ;
]
N X=0, NH, NCH3
R1

Abbildung 11: Mégliche Substitutionsregionen fiir die Optimierung der Leitstruktur S-1a.

Zudem sollten die physikochemischen Eigenschaften der Substanz verbessert werden. Hierfiir
sollten zum einen berechnete Parameter (Molekiilgewicht, PSA, Anzahl der rotationsfahigen
Bindungen, Anzahl der Wasserstoffdonoren und Akzeptoren) und zum anderen experimentell
bestimmte logP-Werte aller hergestellten Verbindungen sowie pK.-Werte, Loslichkeit und
Stabilitat fiir ausgewahlte Inhibitoren dienen. Die inhibitorischen Aktivitdten sollten mit den
bereits etablierten Methoden evaluiert werden. Fiir LpMip sollten die Wirkstoffe dem PPlase-
Assay zugefiihrt und mittels HSQC-NMR-Experimente in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von
Prof. P. Rosch (Department of Biopolymers, Bayreuth) vermessen werden. Auch fir BpMip sollte
die PPlase-Aktivitdt bestimmt werden, zudem sollte in einem Infektionsassay die Wirksamkeit an
infizierten Makrophagen ermittelt werden. Im Rahmen des SFB 630 war es moglich, die
Wirkstoffe auf ihre Zytotoxizitat in Makrophagen, Leber- und Nierenzelllinien zu testen. Weiterhin
sollten die Wirkstoffe an einem breiterem Spektrum weiterer Mips wie zum Beispiel Chlamydia
trachomatis, Neisseria gonorrhoeae (Kooperation mit den Arbeitsgruppen von Prof. T. Rudel und
PD V. Kozjak-Pavlovic vom Biozentrum der Universitdt Wirzburg), Francisella tularensis, Yersinia

pestis und Coxiella burnetii auf ihre Wirksamkeit zur Einddmmung der Infektion getestet werden.

Fiir geplante In-vivo-Studien an Burkholderien sollten Proteinbindung und Clearance im
Arbeitskreis bestimmt werden. Weiterhin sollte in Zusammenarbeit mit derArbeitsgruppe von
Prof. L. Meinel (Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie, Universitat Wirzburg) fur
aussichtsreiche Wirkstoffe, die mit Hilfe der im Vorfeld erhobenen Parameter identifiziert
wurden, ein Dosierungsschema sowie ein Vehikel entwickelt werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Synthese der Leitstruktur 3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl
1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat

3.1.1 Synthese der Leitstruktur 3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl 1-
(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat nach Juli et al.

Die racemische Verbindung 1a der bereits bekannten Leitstruktur S-1a wurde nach der
Synthesevorschrift von Julietal.®’ hergestellt. Dazu wurden allerdings einige Anderungen
vorgenommen, um den Syntheseprozess zu vereinfachen und somit einen leichteren Zugang zu

den folgenden Synthesen zu ermdglichen (Abbildung 12).

BnSO,Cl o
(\/H NaHCO, o NMM
O *HOl ———» —
N H0 N CHiCh e ”’
0 RT 0 0°C/IRT

2
OCH;
\/\/@[OCHJ OCH
HO. ocH, 3

Gk e L Wﬁl
OH DMAP o
1 M LiOH N" EDC-HCI N OCHj

— > Oss_ o0 —
MeOH o CH2Cl3 aps.
0°C/RT 0°C/RT

4a

Abbildung 12: Syntheseschema der racemischen Leitstruktur 1a.

Als Edukt wurde das kommerziell erhaltliche racemische Piperidin-2-carbonsaureethylester-
Hydrochlorid verwendet, das zur Freisetzung der Base sowohl mit ges. NaHCO;-Losung als auch
mit festem NaHCO; versetzt wurde, bis keine Gasentwicklung mehr zu erkennen war. Nach Ex-
traktion mit CH,Cl, konnte das freie sek. Amin Ethyl (R, S)-piperidin-2-carboxylat (2) in einer
Ausbeute von 94 % isoliert werden. Im nichsten Schritt wurde 2 mit einem Aquivalent
Benzylsulfonsdurechlorid in Gegenwart von 3 Aquivalenten der Base N-Methylmorpholin (NMM)
umgesetzt, um durch eine SN,-artige Reaktion das Sulfonamid in Form des Ethylesters 3a in einer
Ausbeute von 94 % zu erhalten. Die Esterfunktion am Piperidinrings wurde im Anschluss mit 1 M
LiOH-Losung verseift (Ausbeute: 67 %). SchlieBlich wurde 3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propion-
saure mit 1 M BH3THF reduziert, um 3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propan-1-ol (5) zu erhalten

(Ausbeute: 88 %). Ein Aquivalent dieses Alkohols wurde dann mit einem Aquivalent der zuvor
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hergestellten (R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsdure  (4a) in  Gegenwart von
1.5 Aquivalenten 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid-Hydrochlorid (EDC-HCI) und
0.2 Aquivalenten N,N-Dimethylpyridin-4-amin (DMAP) verestert, um das gewiinschte Produkt zu

erhalten (Ausbeute: 39 %).

Als Reagenz fur Amid- bzw. Esterkopplungen werden Ublicherweise N, N'-Dicyclohexylcarbodiimid
(DCC) oder Diisopropylcarbodiimid (DIC) verwendet (Abbildung 13)."* Aus Grinden der
einfacheren Aufreinigung wurde in dieser Arbeit auf EDC-HCI zuriickgegriffen. Da EDC-HCI als
wasserlosliches Salz vorliegt, kann das entstandene Harnstoffderivat entweder durch wassrige

Extraktion oder als nicht eluierende Substanz bei der Sdulenchromatographie abgetrennt werden.

CHs CH
N« N 3
HsC\rN\\C\\ A ‘C\\N/O SNse, e~ CHs
N CH3 N N‘F -
CHs Y

Abbildung 13: Diisopropylcarbodiimid (DIC), N, N'-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und 1-Ethyl-3-(3-dimethyl-
aminopropyl)-carbodiimid-Hydrochlorid (EDC-HCI).

Reaktionsmechanistisch deprotoniert EDC-HCI zunachst die Carbonsdure A. Diese wird darauf in
situ von EDC-HCI aktiviert, indem die Carbonsdure an die C=N-Doppelbindung unter Bildung des
O-Acylisoharnstoffs B addiert. Ein gutes Hilfsnukleophil wie zum Beispiel DMAP oder HOBt greift
am Carbonylkohlenstoff der Carbonsdure unter Bildung von C an. AnschlieBend kann ein
schlechteres Nukleophil, ein Alkohol oder Amin, den gebildeten Aktivester C angreifen

(Abbildung 14).'%

O '/_\
Pis CHs 0 O CHs
Ry O

~~ ’k\j/\\C\\

~Ns 5 | _CH
H C\\N/\/\'LEDCHSQ R4 OO\_/ N/\/\'}‘/&) CSC—)
A |l| Cl H |
EDC-HCI
X y
— / @ NP CHg
N RN+ >l | _CH
a | N/\/\N@ 34
= N~ H |l| Cl

o}
~® _R
R,—OH + Ra)LN X - Ra)ko b
\/‘ L N~ -DMaP

| -H*
Abbildung 14: Reaktionsmechanismus zur Carbonsaure Aktivierung und Veresterung mittels EDC-HCI.

Analog zur oben besprochenen Syntheseroute wurden auch die S- und R-Enantiomere

3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl (S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (S-1a) und
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3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl (R)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (R-1a)  hergestellt
(Abbildung 15).

OCH; OCH;

%o OCHj, N ""'|( © OCHj,
Oss_ 0 o
/

S-1a R-1a

Abbildung 15: S- und R-Enantiomere der Leitstruktur.

Bereits C. Juli konnte bei diesem Syntheseweg fiir die Substanz S-la nachweisen, dass das
Stereozentrum wahrend der Reaktion zu einem gewissen Male racemisiert. Es wird vermutet,
dass diese Racemisierung wahrend der basischen Esterhydrolyse stattfindet. Zur Bestimmung der
Enantiomerenreinheit von S-1a mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) wurde
eine Sdule mit optisch aktiver stationdrer Phase gewahlt. Mit Hilfe der chiralen Saule Lux
Cellulose-1 (5 um, 250 x 4.6 mm) (Fa. Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland) und einer
isokratischen Methode (MeOH:H,0 = 95:5 mit jeweils 0.05 % Trifluoressigsaure (TFA)) konnte eine

Isomerisierung von ca. 10 % festgestellt werden.'®
3.1.2 Optimierte Synthese der Leitstruktur 3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl
1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat

Um das Problem der Racematbildung zu umgehen bzw. zu minimieren, wurde eine neue

Syntheseroute nach dem Vorbild von Choi et al.’® etabliert (Abbildung 16).

OCHj

Ho OCHg
OCHs

DMAP W@[OCH3
EDC-HCI
CH,Cly abs, (“.‘UWV OCHs

BOC (0] 0°C/RT Boc O
S-6
OCH;
OCHs
OCH;
OCH BnSOZCI (@)
TFA ° NMM N OCH,
— o — 950
CH,Cl, ” OCH3 CH,Clyms O
RT 0 0°C/RT
S-7 S-1a*

Abbildung 16: Synthese der enantiomerenreinen Leitstruktur.
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Bei der Reaktionsfiihrung wurde darauf geachtet, die Moglichkeit einer Isomerisierung moglichst
gering zu halten. Hierfir wurde zunichst nach Dongetal.’®™ die geschitzte
(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsiure in Gegenwart von 1.3 Aquivalenten EDC-HCI
und 0.2 Aquivalenten DMAP mit 1.1 Aquivalenten 3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propan-1-ol (5)
verestert, um das Zwischenprodukt S-6 in einer Ausbeute von 95 % zu erhalten. Wichtig war
hierbei, dass die Reaktion unter Eiskiihlung stattfinden muss und die Zugabe des DMAPs
0.2 Aquivalente nicht tiberschreitet, um die angesprochene Isomerisierung moglichst gering zu

103,195 Nach der Entschiitzung mit einem Uberschuss TFA in CH,Cl, (Ausbeute: 84 %) wurde

halten.
nach Juli et al.®® das freie Amin S-7 mit einem Aquivalent Benzylsulfonsaurechlorid in Gegenwart
von 3 Aquivalenten NMM umgesetzt, um  3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl (5)-1-
(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (S-1a*) nach Flash-chromatographischer Reinigung in einer

Ausbeute von 79 % zu erhalten.

Zur Verifizierung der Enantiomerenreinheit wurde die oben beschriebene chirale HPLC-Methode
genutzt (Kap. 6.1.3). In Abbildung 17 ist zu erkennen, dass das Racemat a annahernd im Verhéltnis
1:1 (links das R-Enantiomer und rechts das S-Enantiomer) vorliegt. Fiir b, dem S-Enantiomer,
welches nach der herkdmmlichen Methode von Juli et al.? hergestellt wurde, zeigt sich eine
Isomerisierung. Dieses Verhalten lasst sich auch fiir das R-Enantiomer d, welches ebenfalls nach

l.62

dem Syntheseweg von Juli et al.”” synthetisiert wurde, feststellen.
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Abbildung 17: Chromatogramm der Enantiomerentrennung; a: Racemat, b: S-Enantiomer nach herkdmm-
licher Methode; c: S-Enantiomer nach neuer Methode; d: R-Enantiomer nach herkémmlicher Methode.

Der Uber die Peakflache berechnete prozentuale Anteil des jeweils anderen Enantiomers betragt
fir das S-Enantiomer b ca. 26 % und fiir das R-Enantiomer d ca. 23 %. Weiterhin ist in Abbildung
17 nur ein einzelner Peak fir das S-Enantiomer ¢ zu erkennen. Dies zeigt, dass die Substanzklasse
mit Hilfe des neu etablierten Synthesewegs enantiomerenrein hergestellt werden kann. Die
Enantiomerenreinheit wurde auch mit zufriedenstellenden Ergebnissen (Enantiomerenreinheit
> 95 %) fur weitere wichtige Verbindungen bestimmt (siehe Kap. 6).
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3.2 Mogliche Optimierungen der Leitstruktur

Zur Optimierung der Leitstruktur S-1a wurden von M. Hein und M. Kuhn (Arbeitsgruppe Prof.
C. Sotriffer) ein Strukturvergleich von LpMip (PDB 2VCD-4°") und FKBP12 (PDB 1FK®*®) und eine
Hot-Spot-Analyse der Bindetasche durchgefiihrt, um im Anschluss Docking-Studien zu

ermoglichen.*

Zur Adressierung der Mip-spezifischen Bindetasche wurden zum Affinitdats- und
Selektivitatsgewinn vornehmlich Ligandoptimierungen am Benzylring (violett) durchgefihrt,

wohingegen zur Loslichkeitsverbesserung Anderungen am

(j\‘/
|

o:/s o Bei der Hot-Spot-Analyse konnten durch meta-Substitution
¢ hydrophober Reste (z. B. Methyl) am Benzylring die Aminosauren
Phe65, Tyr109, 1le118, Leul24 adressiert werden. Weiterhin
kénnen der Carbonylsauerstoff von Val114 bzw. das Amid-NH von

Abbildung 18: Ansatzpunkte
zur Optimierung von S-1a. Gly116 vor allem durch Donorgruppen (z. B. Amino) in meta-
Position bzw. Akzeptorgruppen (z. B. Methoxy, Fluor) in para-
Position des Benzylrings abgesattigt werden (Abbildung 19). Weitere mogliche funktionelle
Gruppe, die in die Docking-Experimente einbezogen wurden, waren lipophile NH-iPr-Reste sowie

groRere Acylimidazole.™

Al ./ vaL-114

2 AL

ﬂ VAL-82 . ( &
PHE- 7& PHE-126 QE\

PHE-65 65
TRP- 86 R
& j) i ASP-66

T TYR-55
\

Abbildung 19: Bindetasche von LpMip.

Zur Evaluierung moglicher struktureller Verbesserungen von S-1a wurden auch fiir BpMip Hot-
Spot- und Docking-Analysen von M. Hein und M. Kuhn vorgenommen. Dazu wurden die

Strukturen PDB 4G50 bzw. 4GGQ” fir BpMip und 2VCD-4 fiur LpMip verwendet. Auf die
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strukturellen Unterschiede wurde bereits in Kap. 1.4.4 eingegangen, so dass hier die Ergebnisse
der Analysen prasentiert werden sollen. Verheillungsvolle Ansatze ergeben sich hierbei aus der
para-Substitution mit Akzeptorgruppen (z. B. Chlor) oder Donorgruppen (z. B. Aminoreste). Die
adressierten Aminosauren waren in diesem Fall Phe53, Gly95, Val97 und 1le98. In den
nachfolgenden Docking-Studien zeigte sich, dass eine para-Methyl-Substitution am glinstigsten

sein sollte (Abbildung 20).*

LYsS-64

\ GLY-
| \ \LY 88 X\

R g
% PHE-43

TYR-33 X

ASP-44

Abbildung 20: Bindetasche von BpMip.

Ein weiterer Ansatz war das Struktur-basierte Inhibitordesign, das von D. Begley (Beryllium,
Seattle, USA) durchgefiihrt wurde. Der Benzylring des S-1a wurde durch verschiedene bizyklische
Systeme ausgetauscht, wobei es sich hauptsadchlich um Benzimidazole und Indole handelte. Bei
anschlieRenden Docking-Studien von M. Hein kristallisierte sich jedoch das Benzofuran als idealer

Ligand heraus (Tabelle 5).”°

Tabelle 5: Ubersicht der Substituenten des Benzylrings, die in Docking-Studien untersucht wurden.

OCHj3
(Njﬁfo OCHj3
R® O
R3
OI o;gw Ot/mg« 3 3a
J d o] R R™ = COOH,
A\ N CHzN HZ
o N
Y o<l ol R* = COOH,
O/ Z

4 N d N CH,COOH,
\> \>_R3b CH2CH2NH21
N N CH,CONH,
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Weiterhin bot sich Ersatz des Trimethoxyphenylring durch nicht-aromatische und aromatische
Ringsysteme an. Tabelle 6 stellt eine Auswahl dieser potentiellen Substituenten dar. Fir die

aromatischen Systeme ist eine Verkniipfung an allen kohlenstoff-haltigen Positionen méglich.*

Tabelle 6: Ubersicht der Substituenten des Trimethoxyrings, die in Docking-Studien untersucht wurden.

(N\/'W/O\/\/ R%
|

O=g o

5)

R2a
N\ N\ I\ /
%N\_/NH }N\_/N— }—CNH }N\_/o %N\
N N H
B B N S
) ® h Ly v
H
7 ~
©:N/> N SN N \

D. Begley verfolgte einen anderen Ansatz, bei dem unter anderem in meta- oder para-Position am

Phenylring verschiedene polare funktionelle Gruppen eingefiihrt werden sollten (Tabelle 7).
Hierfir konnte M. Hein zeigen, dass die Aminosaduren Val62, Lys64, Gly88 adressiert werden.
Weiterhin sollten in der Alkylkette sek. Amine, Ketone oder Ester eingefiihrt werden, um die
synthetische Zuganglichkeit der Wirkstoffe zu verbessern. Aus der Kombination aus substituierten
Aromaten (R?™) und Verbindungsstiicken (X) ergaben sich 45 potentielle, herzustellende
Verbindungen. Im angeschlossenen Docking konnten der Ester und das sek. Amin, welches um

eine CH,-Einheit verlangert war, als vielversprechendste Optimierungen identifiziert werden.>

Tabelle 7: Ubersicht der Substituenten des Trimethoxyrings, die in Docking-Studien untersucht wurden.

R2b

A
O X |
N ~x
O:é o)
/7

R% X
3-COOH  3-CONH, 3-NH, 3,5-OH CH,CO co
4-COOH  4-CONH, 4-NH, 3,4-OH CH,NH NH

3,4,5-OH 0oco

Auf der Basis dieser theoretischen Voruntersuchungen sollten Wirkstoffe mit verbesserter
inhibitorischer Aktivitat sowie verbesserten physikochemischen Eigenschaften hergestellt werden.

Diese Synthesen sollen in den folgenden Kapiteln vorgestellt werden.
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3.3 Synthese der (R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylate

mit Substitution am Benzylring

Zum Aufbau einer Substanzbibliothek mit verschiedenen Substituenten am Benzylring in meta-
oder para-Position wurde zunachst nach der Syntheseroute fiir die Racemate (Kap.3.1.1)
vorgegangen. Nach Moglichkeit wurden die verheillungsvollsten Wirkstoffe aus den Docking-
Studien priorisiert hergestellt (Kap.3.2). Aus Grinden der spateren Vergleichbarkeit der
biologischen Aktivitdt wurde bei diesen Reaktionen darauf geachtet, nur zwei verschiedene
Gruppen an der Esterfunktion des Piperidin-2-carboxylats, und zwar 3-(3,4,5-Trimethoxy-
phenyl)propyl- oder 3-(Pyridin-3-yl)propyl-Rest, einzusetzen. Hierbei wurde letzterer
vorzugsweise verwendet, da die 3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl-Verbindungen in anfanglichen

PPlase-Tests unzureichende Loslichkeit zeigten.

3.3.1 Synthese racemischer 1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylate mit

Substitution am Benzylring

Fiir die para- oder meta-substituierten Derivate wurde zundchst analog zur Vorschrift aus
Kap.3.1.1 ein Aquivalent Ethyl (R, S)-piperidin-2-carboxylat (2) mit einem Aquivalent
para-Nitrobenzylsulfonsdurechlorid bzw. meta-Nitrobenzylsulfonsdurechlorid in Gegenwart von
3 Aquivalenten einer nicht nukleophilen Base (Diisopropylethylamin (DIPEA) fiir das p-Nitro-
Derivat oder NMM fiir das m-Nitro-Derivat) umgesetzt, um nach Flash-chromatographischer
Reinigung des Prakursors die Ethylester mit p-NO,-Substituent 3b bzw. m-NO,-Substituent 3c in
Ausbeuten von 93 % bzw. 88 % zu erhalten (Abbildung 21).

R,-OH
p/m-NO»-BnSO,CI oV OH DMAP O. 5
DIPEA/NMM N" 1 M LiOH NT EDC-HCI N TR
N“ T
H
o)

- e — = TS0 - s
CH.Cl, abs. O MeOH O CH20|2 abs. O
0°C/RT = 0°C/RT = 0°C/RT = |
A \| A \| A\
NO, NO, NO,
3b/3c 4b / 4c 1b, 8b / 1c, 8c

Abbildung 21: Syntheseschema der Racemate mit para (b)- oder meta (c)-Nitro Substituent und mit R’ als
Trimethoxy- (1) oder Pyridinrest (8).

Im Anschluss wurden die Ester mittels 1 M LiOH hydrolisiert und nach Aufarbeitung die Sauren 4b
bzw. 4c in Ausbeuten von 96 % bzw. 95 % isoliert. Nach der Veresterung der Sauren mit 1.3-1.5
Aquivalenten EDC-HCl, 0.2-0.4 Aquivalenten DMAP und 1.0-1.1 Aquivalenten des
entsprechenden Propanols 5 bzw. Pyridinalkohols, konnten die gewiinschten Produkte 1b und 1c
sowie 8b und 8c isoliert werden. Unter Anwendung der gleichen Methode und Einsatz von
Benzylsulfonsaurechlorid wurde die unsubstituierte Referenzverbindung 8a hergestellt.

(Tabelle 8 u. Tabelle 9).
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Tabelle 8: Ubersicht der para-substituierten racemischen Verbindungen.

~ 2 N
N O( R /\/\/@EOCHg N

OfS oder |
/

OCHj 7
~ | 3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl 3-(Pyridin-3-yl)propyl
\ \R1 = Trimethoxy (1) = Pyr (8)

Verbindung para-R* R® Edukt Ausbeute [%]
1b NO, Trimethoxy 4b 57
1d NH, Trimethoxy 1b 76

T
1f NSO Trimethoxy 1d 37
CH;
T (0]
1g HN\l)J\OCH3 Trimethoxy 1d 29
CHj
8a H Pyr 4a 93
8b NO, Pyr 4b 52
8d NH, Pyr 8b 38
T
8f PN e Pyr 8d 21
CHs
Wrm (6]
8g N SocH, Pyr 8d 32
-
8h N0 Pyr 8d 91
CHj;

Tabelle 9: Ubersicht der meta-substituierten racemischen Verbindungen.

Verbindung meta-R! R’ Edukt Ausbeute [%]
1c NO, Trimethoxy 4c 65
le NH, Trimethoxy 1c 86

O
1i ;‘\”J\ANHBOC Trimethoxy 1le 71
N
1j f\ﬂ LY Trimethoxy 1le 60
CH,
8c NO, Pyr 4c 65
8e NH, Pyr 8c 69
(0]
N
8j “AHJ\[,? Pyr 8e 32
CH,
CH,
8k A ch Pyr 8e 9
H
CH,
OCH,
8l ﬁﬁJﬁO{ Pyr 8e 50
[e]
8m ,KNJKCHS Pyr 8e 91
H
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Die Verbindungen 1b, 1c, 8b und 8c wurden in einer folgenden Synthese mit katalytischen
Mengen Palladium auf Aktivkohle (Pd/C) und Wasserstoff (H,) reduziert, um die entsprechenden
primaren aromatischen Amine 1d, 1e, 8d und 8e zu erhalten (Abbildung 22). Diese Substanzen
sollten wiederum als Ausgangspunkt fir die Synthesen verschiedenster sekundarer aromatischer

Aminderivate dienen (Tabelle 8 u. Tabelle 9).

Aceton o.
Methylpyruvat 5
( R? 4, PdiC ]/ R? N32304 Ha, Pd/C ]/ R ]/ R

N
—_ :/S oder :
EtOAC d CHZCIZ
_ RT _ RT
« \| « \I CH3 CH3
NO, NH, OCH3
o
1b, 8b / 1c, 8c 1d, 8d / 1e, 8e 1f, 8f / 8k 1g, 8g / 8l

Abbildung 22: Syntheseschema der meta- und para-substituierten sek. Amine.

Allgemein konnten weitere sek. Aminderivate mit Isopropyl-Rest 8k, 1f und 8f bzw. 1-Methoxy-1-
oxopropan-2-yl-Rest 8l, 1g und 8g mit dem gleichen Syntheseweg nach Fache et al.'® hergestellt
werden (Abbildung 22). Hierzu wurde ein Aquivalent des Aminedukts 8e, 1d oder 8d mit 1.1 - 2.2
Aquivalenten Aceton bzw. 4.0 - 8.0 Aquivalenten Methylpyruvat und 4.0 Aquivalenten Na,SO,
unter reduktiven Bedingungen (katalytisch Pd/C, H,) umgesetzt. Die gewiinschten Produkte
konnten Flash-chromatographisch isoliert werden (Tabelle 8 u. Tabelle 9). Das hinzugefligte Keton
wird dabei nukleophil vom Stickstoff des Anilins angegriffen. Dabei bildet sich unter
Wasserabspaltung das entsprechende Imin, welches unter den genannten reduktiven
Bedingungen zum sek. Amin umgesetzt wird. Da Fache et al.'® keine Nebenprodukte isolierte,
wird davon ausgegangen, dass die Imin-Bildung und die anschlieRende Hydrierung gegeniber der

Hydrogenolyse favorisiert sind (Abbildung 23).

Aceton
O._, NaxSOy, O. Dehydratation 0.,
TR Hy Paic TR R
o) 0= o

Oss 0 _— =s_ O — Os
/ /7 /7

CHZC|2

RT CHs

CHs
P B
NH, N7 CHs N” CH;

l Hydrogenolyse

Hydrierung
Q‘wr%z
Oss_ 0

8/
CH3

N™ "CH
H 3

Abbildung 23: Syntheseschema der sek. Aminderivate.
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Ebenfalls wurde keine mehrfach Alkylierungen beobachtet, solange keine Aldehyde als Edukte
eingesetzt wurden. Dies zeigt, dass die Hydrogenolyse zwar fir die zweite Alkylierung moglich ist,

aber eine untergeordnete Rolle spielt.'*

Die acetylierten Verbindungen 8h und 8m wurden durch Umsetzung von je einem Aquivalent der
Verbindungen 8d bzw. 8e mit je einem Aquivalent Essigsdureanhydrid und 2 Aquivalenten
Triethylamin (NEt;) nach Baer et al.'” hergestellt (Abbildung 24). Die Produkte 8h und. 8m
wurden in Ausbeuten von jeweils 91 % erhalten (Tabelle 8 u. Tabelle 9). Die Substanzen 1i, 1j und
8j wurden Uber eine Amidkopplungsreaktion nach einer modifizierten Vorschrift von Flynn et al.'®®
synthetisiert (Abbildung 24). Dazu wurde jeweils ein Aquivalent der Verbindungen 1e oder 8e mit
1.5 Aquivalenten EDC-HCI, 0.5-2.0 Aquivalenten HOBt sowie einem Aquivalent Boc-B-Alanin im

Falle des 1e und einem Aquivalent 1-Methyl-1H-imidazol-5-carbonséure fiir 1e und 8e umgesetzt.

(Ausbeuten siehe Tabelle 9).

o O

O\ 2 O\ 5 H3C (@] CH3 O\ 2
Qﬁr R® H, PdiC ('.“\/L“W R NEts N R
O:,,S o —— 0= — Oss 0
g EtOAC o CHZCl3 abs. o
= | RT Z | 0°C/RT = |
o)
S % N\ X //<
NO, NH, N Neh
3
8b / 1c, 8c 8d/ 1e, 8e 8m / 8h

0
HOBt CH2Cl3 gps,
HO
; /k[ % EDC-HCI | 0°C/RT
o) oager

)J\/\ \CH3
HO NHBoc
( R2 q( R2
oder
)K[ JK/\NHBoc

1j, 8j 1i
Abbildung 24: Syntheseschema der acetylierten und amidgebundenen Wirkstoffe.

Uber die bereits bekannte Syntheseroute fiir die Racemate (Kap.3.1.1) wurden auch

entsprechend para-Chlorbenzyl-substituierte Derivate hergestellt (
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O= O=g

R?-OH
p-CI-BnSO,CI o OH DMAP 0.,
5 NMM N= 1 M LiOH N O( EDC-HCI 0\2 of R
N

— % 0 — % — %
CH20|2 abs. (@) MeOH (e} CH.Cl, abs. (0]
0 0°C/RT 0°C/RT 0°C/RT
Cl cl ¢]
3n 4n 1n, 8n

Abbildung 25). Hierfiir wurde statt dem Benzylsulfonsidurechlorid im ersten Schritt ein Aquivalent
p-Chlorbenzylsulfon-sdaurechlorid verwendet, um am Ende der Reaktionskaskade die Produkte 1n

bzw. 8n in Ausbeuten von 81 % bzw. 85 % zu erhalten (Tabelle 10).

R2-OH
p-Cl-BnSO,Cl o OH DMAP )
5 NMM o 1M LiOH N g _EDCHOL o ( R
N

— 9% 0 —— 0%
CHZC|2 abs. (0] MeOH O CH20|2 abs.
0 0°C/RT 0°C/RT 0°C/RT
Cl cl Cl
3n 4n 1n, 8n

Abbildung 25: Synthese der Racemate mit para-Chlorbenzyl-Substituent.

Mit Hilfe des gleichen Synthesewegs sollte das para-Methylbenzyl-substituierte Derivat
hergestellt werden. Da dieser Versuch jedoch fehlschlug, wurde die Synthese fiir die
enantiomerenreinen Verbindungen genutzt (Katpitel 3.1.2). Wie in Abbildung 26 zu sehen, wurde
zunichst ein Aquivalent der geschiitzten (R, S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonséure in
Gegenwart von 1.5 Aquivalenten EDC-HCI und 0.4 Aquivalenten DMAP mit 1.1 Aquivalenten

Propanols 5 verestert, um Verbindung 6 in einer Ausbeute von 93 % zu erhalten.

R2-OH
DMAP konz. HCI/ p-CH3-BnSO,CI 0.,
(1\‘{ EDCHHCI q EtOAc 37 q M O\Z 1 R
2 2 D
CH2C|2 abs. ( R RT ]/ "R® CHyCly s, d
Boc O 0°C/RT Boc 0°C/RT
CHs;
6,9 7,10 10, 80

Abbildung 26: Syntheseschema der Racemate mit para-Methyl-Substituent.

Nach der Entschiitzung mit konz. HCl / EtOAc (Ausbeute: 95 %) wurde ein Aquivalent des Esters 7
mit 1.1 Aquivalenten 4-Methylbenzylsulfonsdurechlorid in Gegenwart von 3.0 Aquivalenten NMM
umgesetzt und dabei das Produkt 1o in einer Ausbeute von 19 % isoliert (Tabelle 10). Auf dhnliche
Weise wurde auch Verbindung 8o hergestellt. Allerdings wurde hier zum Entfernen der Boc-

Schutzgruppe TFA verwendet (Tabelle 10).
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Tabelle 10: Ubersicht der para-substituierten racemischen Verbindungen.

o R? = OCHjg
: ( " A/\/©:OCH3 N
0= h

d’s (o] oo, oder | P
~ | 3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl 3-(Pyridin-3-yl)propyl
X \R1 = Trimethoxy = Pyr
Verbindung para-R* R® Edukt Ausbeute [%]

1n cl Trimethoxy 4n 81
1o CH, Trimethoxy 7 19
8n cl Pyr 4n 85
8o CH3 Pyr 10 68

Zur Synthese eines heterocyclischen Benzylsulfonsdureamids wurde eine neue Syntheseroute
entworfen (Abbildung 27). Fiir die Synthese eines Benzimidazols, das in den Dockingstudien am
vielversprechendsten war, wurde vom Ethylester 3b ausgegangen. Nach der Reduktion der
Nitrogruppe mit katalytischen Mengen Pd/C und Wasserstoff in EtOAc sowie der Flash-
chromatographischen Reinigung wurde das gewlinschte Zwischenprodukt 3d in einer Ausbeute

von 78 % erhalten.

0O O
p-NO,-BnSOLCI o~ o_~ H 3C)J\ )k
NMM O\'T‘ 1/ Hz Pd/C ( _ NEt3 (
” O\/ S (e} o}

MM - O=
CH,Cly aps. o EtOAc CH,Cly aps.
0 0°C/RT RT 0°C/RT
NO, NH, HN\n/cH3
o)
2 3b 3d 3h
konz. H,SO, OW
konz. HNO; o o CH(OC,Hs)skat. o
\/ \/
Verhtnis 1:1 N soc|2 N 4, parc N I N
Os=s Oss O ——— Oss_© — =s_ O
EtOH abs. O// EtOAc O/ ACN g, O/
RT RT
NO, NH, N
o)
3p 3q 3r 3s

Abbildung 27: Syntheseschema des Benzimidazolderivats 3s.

Zur Herstellung der Zielverbindung 3s wurde zundchst die Aminogruppe mit Hilfe von einem
Aquivalent Essigsaureanhydrid und 2 Aquivalenten NEt; nach Baeretal.’ acetyliert
(Ausbeute: 68 %). Nach der Nitrierung des Aromaten in meta-Position mittels Nitriersdure (konz.

H,SO, und konz. HNO3 im Verhétnis 1:1, Ausbeute: 99 %) und der Abspaltung der Acetylgruppe
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durch Thionylchlorid in abs. EtOH unter Riickfluss und anschlielender Flash-chromatographischer

109,110 parauf wurde

Reinigung konnte Verbindung 3q in einer Ausbeute von 74 % isoliert werden.
die Nitrogruppe am Aromaten reduziert (H,, Pd/C) und nach Reinigung das Zwischenprodukt 3r in
49-%iger Ausbeute erhalten. Schlussendlich wurde der Ringschluss nach einer Vorschrift von
Zhang et al.™* mit 1.2 Aquivalenten Orthoameisensiuretriethylester und 0.1 Aquivalenten lod
vollzogen. Das elementare lod wirkt vermutlich als Lewis-Saure, um den Orthoester fiir einen
nukleophilen Angriff von einer der Aminogruppen zu aktivieren. Nachdem diese Aktivierung und
der Angriff des Amins ein zweites mal stattgefunden haben, wird Ethanol abgespalten, um eine
Aromatisierung zu erreichen (Abbildung 28). Das gewiinschte Endprodukt 3s wurde schlieRlich in

einer Ausbeute von 58 % isoliert.**

CH(OC,Hs)

O\/ 2M15)3 o (o)

%( Kat. |2 iH"’ 'Tl ]/ ~
o

Osg — Oss_ o0
o] ACN abs. o
RT /ﬂ)zocsz H
Cszo )<90sz
NH, ” 30C2Hs
NH, NH, H
o o)
(N\/Lﬁ( ~ . (N\/L”ﬂ/o\/ . (N\/L“ﬂ/ ~
O=d +H o -H 0=
—_— \/S O B —— =S (@) B — =S (0]
/ /7 /7
-HOC,Hs; O o -HOC2H5 o}

002"'5 NH N
WA "o -
{OC,Hs

Abbildung 28: Mechanismus der Benzimidazolbildung.

3.3.2 Synthese (5)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylate mit Substitution

am Benzylring

Zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Substituenten am Benzylring wurde eine kleinere
Substanzbibliothek mit unterschiedlich substituierten S-Enantiomeren synthetisiert. Hierbei
wurden Verbindungen S-8c und $-8n nach dem aus Kap. 3.1.1 bekannten Syntheseweg fir die
Racemate von Juli et al.*® hergestellt. Alle weiteren Verbindungen wurden nach der neuen in

Kap. 3.1.2 etablierten Methode synthetisiert (Abbildung 29).
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DMAP N
o == (o )
OH ——— 0 N
N CHCloabs,
Boc O 0°C/RT Boc O

ol oy O\« A

CHZCIZ CH2C|2 abs.
0°C/RT = |
S'¢
R
S-10 5-8a, S-80 - S-8w

Abbildung 29: Syntheseschema der S-Enantiomeren-Verbindungen S-8o - S-8t.

Der Prakursor $-10 wurde mittels der Reaktion von einem Aquivalent (S)-1-(tert-Butoxy-
carbonyl)piperidin-2-carbonsiure in Gegenwart von 1.5 Aquivalenten EDC-HCI und
0.2 Aquivalenten DMAP mit 1.1 Aquivalenten des Pyridinalkohols hergestellt. Nach der
Entfernung der Boc-Schutzgruppe mit TFA wurde Verbindung S-10 in einer Gesamtausbeute von
78 % erhalten. Um die gewiinschte Zielverbindung herzustellen, wurde jeweils ein Aquivalent 5-10
mit einem Aquivalent des entsprechenden Benzylsulfonsiurechlorids in Gegewart von

3 Aquivalenten NMM umgesetzt (Tabelle 11).

Tabelle 11: Ubersicht der S-Enantiomeren-Verbindungen.

0§ o
o
]
NS \R1
Verbindung R! Edukt Ausbeute [%]
S-8a H S$-10 80
S-8c¢ m-NO, S-4b 68
S5-8n p-Cl S-4n 86
S-80 p-CHs S5-10 60
S-8t m-Cl S5-10 83
S5-8u p-F S5-10 91
S-8v p-CF3 S$-10 83
S-8w p-Br S$-10 99
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3.3.2.1 Diskussion der NMR-Spektren von S-8a und $-10

An dieser Stelle soll das NMR-Spektrum des Wirkstoffs S-8a reprdsentativ fiir die Verbindungen
dieser Substanzklasse ndaher beleuchtet werden. Dafiir soll die Diskussion mit der Vorstufe S-10

begonnen werden. In Abbildung 30 ist das ‘H-NMR-Spektrum von S-10 abgebildet.

4 Py’
5 3 pys N |Py2
AP py5
cpcly N 2_0 S py
H Al AR Pyt
1 (0]
8.40 ppm
3.35 pr;m
/ — A
H3/4/5
2/6 —_——
Py / , He+A3
H
H6
Py* Py3 Al
7.15 ppm JL l
T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 20 ppm

Abbildung 30: 1H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCl;) der Verbindung S-10.

Das Signal bei & = 8.43-8.48 ppm (Multiplett), kann den Protonen Py” und Py® zugeordnet werden.
Diese sich in Nachbarschaft zum Stickstoff des Pyridins befindenden Protonen sind durch den
Anisotropieeffekt im Heteroaromaten weiter tieffeldverschoben als gewdhnliche aromatische
Signale. Mit Hilfe dem HMBC-Diagramms (Heteronuclear Multiple Bond Correlation), das die
Korrelation (iber mehrere Bindungen zwischen Protonen und Kohlenstoffatomen wiedergibt,

konnen die verbleibenden aromatischen Protonen jeweils eindeutig zugeordnet werden

(Abbildung 31).
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F’\/Z/6 CDCl,
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Abbildung 31: HMBC-NMR-Diagramm (CDCl;) von S-10 auf den aromatischen Bereich vergroRert.

Da Py°® ein Kreuzsignal zur Methylengruppe der Alkylkette zeigt, ist dieses Proton zwischen
Stickstoff und dem quartéren Kohlenstoff im Pyridinring zu finden. Py” ist im Umkehrschluss das
andere Proton in ortho-Position zum quartiren Kohlenstoff. Das Proton Py* erscheint als Dublett
vom Dublett vom Dublett bei 6=7.50 ppm mit den Kopplungskonstanten °/=7.8Hz,
%J=1.7,2.2 Hz. Dabei koppelt es mit den beiden Protonen Py* und Py® iiber die meta-Kopplung
und vicinal mit dem benachbarten Proton Py3, das ebenfalls ein Dublett vom Dublett vom Dublett

bei § = 7.22 ppm mit den Kopplungskonstanten *J = 4.8, 7.8 Hz, °J = 0.8 Hz ergibt.

Der Kohlenstoff von Py* zeigt wie Py® ein Kreuzsignal zur Alkylkette. Ebenso sind Kreuzsignale des
Protons von Py> mit dem Kohlenstoff von Py’ sowie eine Kopplung des quartiren Kohlenstoffs Py’

zur Methyleneinheit der Alkylkette zu finden.

Weiterhin ist die Alkylkette jeweils mit drei unterschiedlich tieffeldverschobenen CH,-Einheiten
vertreten. Die am weitesten tieffeldverschobene Methylen-Gruppe Al' (Multiplett:
6 =4.10-4.21 ppm) ist die O-CH,-Gruppe in Nachbarschaft des Esters am Piperidinring. Angesichts
des Anisotropieeffektes des benachbarten Aromaten ist die CH,-Gruppe AlI® dagegen geringfiigig

tieffeldverschoben. Sie fallt mit einem Signal des Piperidinrings zusammen und erscheint somit
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nicht wie erwartet als Triplett, sondern ist als Multiplett bei 6 = 2.63-2.75 ppm zu erkennen. Die

verbleibende mittlere CH,-Gruppe Al* ist dem zum Multiplett bei & = 1.74-2.04 ppm zuzuordnen.

Der Piperidinring liegt in einer Sesselkonformation vor, dabei steht der sterisch anspruchsvolle
Ester in dquatorialer Stellung. Die Zuordnung der Protonen in axialer oder dquatorialer Stellung
erfolgt auf Basis der Tatsache, dass axiale Protonen abgeschirmter sind und daher eine niedrigere

Verschiebung aufweisen.'* '

Fir das Proton H%, im Piperidinring wird ein Signal bei &=3.36ppm mit den
Kopplungskonstanten 3Jax_5q = 3.2 Hz und >, = 9.9 Hz fiir die Kopplungen mit den Protonen an H?
erhalten. Weiterhin konnten die Multipletts bei 6 =3.06-3.13 ppm dem Proton H°, und
8 = 2.63-2.75 ppm dem Proton H°, zugeordnet werden. Die verbleibenden Protonensitze H, H*,
H> konnen mit Hilfe des HMQC-Experiments (Heteronuclear Multiple-Quantum Correlation)

zugeordnet werden (Abbildung 32).

He+AIR

Ppm
F22

F23

--------------------------------------------- | -24

F25
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F28

F29
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£31
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£33
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] 34
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Abbildung 32: HMQC-NMR-Diagramm (CDCl;) von 5-10 auf den aliphatischen Bereich vergroRRert.

Die weitere Zuordnung wurde mit Hilfe der verbleibenden 2D-Spektren (COSY, HMBC) getroffen.
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Folglich kann fir H3éq das Multiplett bei &=1.74-2.04 ppm als dquatoriales und fur H>,, das
Multiplett bei 6 = 1.38-1.63 ppm als axiales Proton identifiziert werden (Abbildung 33).

Abbildung 33: Sesselkonformation des Piperidin-2-carboxylats mit dquatorial stehendem Ester.

Weiterhin ist H*;, dem Muliplett bei & = 1.74-2.04 ppm, H*,, dem Multiplett & = 1.38-1.63 ppm
und H> dem Multiplett & = 1.38-1.63 ppm zuzuordnen. Mit Hilfe des HMQC-Diagramms kdnnen
H®,, und Hséq zugeordnet werden (Abbildung 32). Das Proton des Stickstoff-Atoms liegt aufgrund

der Integrale im Multiplett bei 6 = 1.74-2.04 ppm.

Fir das Spektrum von $-8a ergeben sich einige Veranderungen im ‘H-NMR-Spektrum im Vergleich
zu dem von S-10. Zusatzlich zu den bereits bekannten Protonen des Pyridins sind die finf
aromatischen Protonen des Benzylrings jeweils als Multipletts bei & = 7.43-7.48 ppm (Ar?, Ar®)

und & = 7.33-7.40 ppm (Ar®, Ar*, Ar®) zu finden (Abbildung 34).

4 Py’
5 3 Py6 /N |Py2
2
2 Al® pys
6 ,11 (e} Y NN Py3
) A" AR Pyt
O://S B'O
CDCl, o) At
Ar® Ar?
2
arom. Protonen AP A 6 Al
. g Hé. Hax 3 4 5
T ! Ar 4aq H 0 H aq/ H éq
—
H4
H5 ax
- . . - ax
3.40 3.20 ppm

2.00

Bl o f 1.50 ppm
Al

H2 Al?
ax
4.50 420 ppm
AN
L L L

T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 ppm

Abbildung 34: 1H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCl;) der Verbindung S-8a.

Die Protonen der Methylen-Gruppe des Benzylsulfonsdureamids B* fallen in einem Multiplett bei
& = 4.13-4.31 ppm mit den Protonen des Ester-Seitenkette Al' zusammen. Jedoch ist in Abbildung
34 zu erkennen, dass die B'-Protonen nicht wie erwartet ein Singulett ergeben, sondern zum

einem AB-Spinsystem aufspalten kdnnen. Die chemisch aber nicht mehr magnetisch daquivalenten
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Protonen der CH,-Gruppen besitzen dadurch eine geminale Kopplung zueinander. Das Aussehen
des Spektrums kann von einem Singulett und damit einem A,-Spektrum bis zu einem AX-System

116

reichen.”” Ein deutliche Auspragung des AB-Spinsystem ist in DMSO-ds von S-8a zu erkennen

(Abbildung 35).

D,0 DMSO

S
I _. | pp\ J\ﬁhbd

8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 20 1.5 ppm

Abbildung 35: 1H-Nl\/IR-Spektrum (400 MHz, DMSO) von S-8a.

Die Ringprotonen des Piperidins H*> und H’ sind kaum verindert, liegen aber Basislinien getrennt

vor, so dass eine Unterscheidung mittels HMQC-Diagramm in Abbildung 36 moglich ist.

A|3 A'Z Hsax: H4éqf Hséq H4
H3. — H5 ax

aq ax

ppm

18

20

22

24

26

28

30

32

34

- 36
T T T T \ T T T T T T T \ T T T T T T
29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 1.7 16 15 14 13 1.2 11 ppm

Abbildung 36: HMQC-NMR-Spektrum (CDCl3) von S-8a auf den aliphatischen Bereich vergréRert.
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Dabei lassen sich einzelnen Protonen dem zugehorigen Kohlenstoffatom zuordnen. Somit ergeben
sich Multipletts fur H>, bei &=2.09-2.17 ppm, fir H>, bei &=1.55-1.75ppm, H>, bei
& = 1.55-1.75 ppm und H,, bei & = 1.36-1.49 ppm.

Das Proton H? erscheint im Gegensatz zum vorigen Spektrum von S$-10, bedingt durch den
entschirmenden Effekt des Sulfonsdaureamids, um 1.15 ppm weiter tieffeldverschoben als Dublett

bei 4.51 ppm mit einer Kopplungskonstante von */ = 4.3 Hz.

Dem Multiplett bei 6§ = 3.41-3.48 ppm kann das Proton Hséq und dem Dublett vom Dublett vom
Dublett bei 6=3.16 ppm mit den Kopplungskonstanten ngem =12.8 Hz, 3Jax_éq =3.0Hz, %,
= 12.8 Hz kann das Proton H°®,, zugeordnet werden. Bei Anwendung der Karplus-Regel kann das
tieffeldverschobene Signal dem &quatorialen Proton Heéq zugeordnet werden. Das Proton He,,
dhnelt im Spektrum einem Dublett vom Triplett, da aber die */,,.. und die geminale Kopplung
(12.8 Hz) gleich groR sind, ergibt sich mit der 3Ja,(_éq—KoppIung das in Abbildung 34 dargestellte

™ Fur H%. wurde ein Quartett von Tripletts bei 6=1.14 ppm und den

Signa
Kopplungskonstanten */,sq = 3.2 Hz, */5ax = 12.4 Hz und *J = 12.4 Hz festgestellt. Dies ist dhnlich
wie bei den Protonen H®, bei denen ebenso keine homotope Methylengruppe in vicinaler Stellung
zu finden ist. Somit ergibt das Pseudoquartett aus den zwei diaxialen Kopplungen zusammen mit
der bereits erwdahnten geminalen und der Kopplung zwischen den axialen und &dquatorialen

Protonen das fir H*,, auftretende Signal.118
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3.3.3 Synthese Piperidin-2-carboxylate ohne Benzylsulfonamid

Um festzustellen, ob das Benzylsulfonamid essentiell fiir eine Inhibition von LpMip oder BpMip ist,
wurde das Benzylsulfonamid durch andere, teilweise literaturbekannte funktionelle Gruppen
ausgetauscht (z. B. Phenylsulfonamid, Amid oder Diketon). Hierfir wurden abermals die
bekannten Synthesewege zum Racemat fiir 12a, 12b und 12c und zum S-Enantiomer fiir S-12d
und S-12e angewandt (Kap. 3.1.1 bzw. 3.1.2). Im Gegensatz zu den etablierten Synthesewegen
wurde fiir die Racemate das entsprechende Sulfonsdurechlorid bzw. Acetylchlorid zur Bildung des

Sulfonamid- bzw. der Amidbindung eingesetzt (Tabelle 12).

Tabelle 12: Ubersicht der racemischen Verbindungen ohne Benzylsulfonamid.

oder
Qﬁro‘Rz OYO
3 0 le}

R R3
Verbindung R? R? Edukt Ausbeute [%]
12a (Ij “o Trimethoxy 7 88
o)
12b (j@/ “o Pyr 10 64
o)
o]
12¢ o Pyr 11c 88
Cl
“T o

s-12d O2N©/S\‘o Pyr 510 48

1[ ;O
o)
S-12e Pyr S5-10 62

Zur Darstellung der Verbindung S-12e wurde der Prdkursor S-10 verwendet (siehe Kap. 3.3.2).

1% wurde ein Aquivalent Phenylglyoxylsiure

Nach einer modifizierten Vorschrift von Flynn et a
mit 1.3 Aquivalenten EDC-HCI, 0.5 Aquivalenten HOBt und einem Aquivalent 5-10 umgesetzt. Das
gewlnschte Produkt S-12e wurde in 62-%iger Ausbeute Flash-chromatographisch isoliert

(Abbildung 37).

o)
HO N

(o] ~ |
N.  DMAP N o §
- | EDC-HCI
NNO ) T OO0
H CH,Cl gps.
o 0°C/RT
S-10 S-12e

Abbildung 37: Syntheseschema fiir S-12e.
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3.4 Synthese 1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylate mit

Derivatisierung des Piperidin-2-carboxylats

Mit der Substitution des Esters am Piperidinring sollte bevorzugt die Loslichkeit verbessert
werden. AuBerdem sollte auch die Toleranz verschiedener funktioneller Gruppen, die in den

Docking-Studien vorgeschlagen wurden, evaluiert werden (Kap. 3.2).

3.4.1 Synthese 1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylate mit kleinen
Alkoholen

Zunachst wurden Ester mit kleinen Alkoholen synthetisiert. Die angewandte Methode war hierbei

abermals die bekannte Vorschrift fir die Synthese der Racemate aus Kap. 3.1.1 (Abbildung 38).

OW (ko on 5% Q
BnSO,CI OH DMAP 5
NMM M LOH. o\ T _EDCHCI ]/ R
" (o\/ S_ 0

H

/,
CHCly abs. MeOH o CHZCIZabs
o 0°C/RT

0°C/RT 0°C/RT

2 4a 13A-13C
Abbildung 38: Syntheseschema der Racemate 8a - 13C.

Fir die hergestellten Verbindungen 13A - 13C beziehen sich die angegebenen Ausbeuten auf den

letzten Syntheseschritt (Abbildung 39).

O‘wr VO O”roww O”w( T

13A (86 %) 13B (71 %) 13C (39 %)

Hs

Abbildung 39: Synthetisierte Racemate mit kommerziellen Alkoholen.

Die Verbindung S-13C wurde enantiomerenrein nach der ebenfalls bekannten Methode
synthetisiert (siehe Kap. 3.1.2). Dabei wurde fir den letzten Schritt als Base DIPEA verwendet
(Abbildung 40). Die Gesamtausbeute fir S-13C fir drei Syntheseschritte war 28 %.

Isopropanol
DMAP BnSO,CI O. _CH
3
OH —— Hs N O_CH; ——= OSSO0 CHy
CHClyabs, N T CHChas O
BOC o 0°C/RT Boc O H O CHs 0°C/RT

Ss-14 S-15 5-13C

Abbildung 40: Syntheseschema der S-Enantiomeren-Verbindungen S-8a und S-13C.
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3.4.2 Synthese 1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylate mit Benzoesiure-2-
hydroxyethylestern

Durch die Einflihrung eines zweiten Esters in die Alkylkette sollten die synthetischen
Moglichkeiten erweitert werden, um die von D. Begley vorgeschlagenen Zielmolekiile herzustellen
(Kap. 3.2). In Anlehnung an die Synthesevorschrift von Jones et al.*** wurde fiir die Herstellung der
Vorstufen zunidchst ein Aquivalent eines Benzoesiurederivates mit 1.3-1.5 Aquivalenten
EDC-HCI, 0.2-0.5 Aquivalenten DMAP und 1.0-3.0 Aquivalenten Ethan-1,2-diol zum
entsprechenden Ester umgesetzt (Abbildung 41 u. Tabelle 13).

Ethylenglykol

o DMAP o
HO)J\RA' EDC-HCI HO\/\OJ\R“
CH2Cl3 aps.

0°C/RT \ ~
RZ

_J

Abbildung 41: Syntheseschema der Benzoesdure-2-hydroxyethylester, R* siehe Tabelle 13.

Fiir einige Derivate mussten geeignete Schutzgruppen verwendet werden, um die Selektivitat zum
gewlinschten Produkt zu gewahrleisten. Phenole und aromatische Carbonsauren wurden mit Hilfe
von Benzylgruppen nach Catel et al.'*° geschiitzt (Abbildung 42). Hierfiir wurden in einem ersten
Schritt je 3 -4 Aquivalente K,CO; und Benzylbromid benétigt. Die Hydrolyse der benzylierten
Benzoesiure wurde anschlieBend mit 5 Aquivalenten KOH in einem Lésungsmittelgemisch aus
EtOH und dem. H,O (v/v 4:1) unter Rickfluss durchgefiihrt. Bei den Dicarbonsiduren wurde zur

121
.

selektiven Verseifung einer Carbonsdure nach Khaneta ein Aquivalent LiOH in einem

Losungsmittelgemisch aus Aceton und dem. H,0 im Verhiltnis 1:1 eingesetzt (Abbildung 42 u.

Tabelle 13).
1.BnBr
0 KoCOs 0 2. KOH o
| RT | 100 °C |
X _— X — X
OH OBn OBn
16G, 16H
1.BnBr o
e K,CO;3 o 2. LiOH
HO X DMF abs. BnO AN Aceton/H20 HO A
| RT | 70 °C .
X — X - 2
COOH COOBn COOBN
161, 16J

Abbildung 42: Syntheseschema fiir die Schutzgruppensynthese mit Benzylgruppen.
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Tabelle 13: Ubersicht der Benzoesiure-2-hydroxyethylester.

(0]
HO_~ o N
Verbindung R* Edukt Ausbeute [%]
17A -C¢Hs3-3,4-(0OCH;), 3,4-Dimethoxybenzoesaure 32
17B -C¢H»-3,4,5-(0OCH;); 3,4,5-Trimethoxybenzoesaure 83
17C -4-CsH,4N Isonicotinsdure 45 (Lit.: 58)'*
17D -3-CsHuN Nicotinsdure 91 (Lit.: 78)'*
17E -CgHa-4-NO, 4-Nitrobenzoesaure 73 (Lit.: 81)*%
17F -CgH4-4-CN 4-Cyanobenzoesaure 82
17G -C¢Hs-3,5-(0Bn), 16G 59*
17H -C¢H,-3,4,5-(0Bn); 16H 52%*
171 -CgH4-4-COOBN 16l 26*
17 -C¢H4-3-COOBN 16) 14*
17K CeHa-d-NH, 4—((tert—BE'::\>;\(/)ceaS;buc>rr;yl)amino) 56
171 CeHa-3-NH, 3-((tert—BE::]>;\(/)ceaS;pl:)rr;yl)amino) 67
17M -CeHs Benzoesiure 61 (Lit.: 73)*
17N -2-C4H3N, Pyrazin-2-carbonsdure 28
170 “CeH3-3-OCH;, 4- 160 84*
OBn
17P ( CHSEHHZ S'cng)z 16P 61*
17Q (CHZCCI-?ZHchi,CS)CHg)Z 16Q 317

* Gesamtausbeute der Vorstufensynthese fiir drei Syntheseschritte.

Als Edukte fur die Zielverbindungen 18A - 18L dienten die oben synthetisierten Alkohole 17A - 17L

und die racemische Piperidin-2-carbonsaure 4a, die bereits in vorangegangenen
Herstellungsmethoden Anwendung fand (Kap. 3.1.1). Die Veresterung der beiden Synthesebldcke

wurde wiederum mittels EDC-HCI und DMAP bewerkstelligt (Abbildung 43 u. Tabelle 14).

OH DMAP N
N (EDCHCI ]/ R
o)

O=g
/7

CH2C|2 abs.
0°C/RT

4a 18A - 18L

Abbildung 43: Syntheseschema der racemischen Verbindungen 18A - 18L.

Um die eingesetzten Schutzgruppen wieder zu entfernen, musste ein zusatzlicher Syntheseschritt
eingeflihrt werden. Die Benzylgruppen wurden in EtOAc unter reduktiven Bedingungen (H,, Pd/C)

im Fall der Verbindungen 18G und 18H abgespalten. Ebenso wurde mit den Benzoesauren 18l und
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18J verfahren, jedoch wurden zum Lésungsmittel einige Tropfen konz. Essigsdure hinzugegeben,

so dass die entstehende Saurefunktion protoniert vorliegt.

Die Boc-Schutzgruppen fir die prim. aromatischen Amine in 18K und 18L wurden mit Hilfe von
einem Uberschuss TFA in CH,Cl, abgespalten, um die freien Amine nach basischer Aufarbeitung zu

erhalten (Tabelle 14).

Tabelle 14: Ubersicht der racemischen Verbindungen mit Benzoesiure-2-hydroxyethylestern.

0
(N\/L“n/ o\/\o)L R
Oz 0
//
)

Verbindung R? Edukt Ausbeute [%]

18A -CgH3-3,4-(OCHs), 17A 46

188 -CgH,-3,4,5-(0CH3)3 178 18

18C -4-CsH4N 17C 46

18D -3-CsHaN 17D 46

18E -CeH4-4-NO, 17E 87

18F -CgH4-4-CN 17F 82
Verbindung R? Edukt Gesamtausbeute* [%]

18G -CgHs5-3,5-(0OH), 17G 37

18H -C¢Hy-3,4,5-(OH)3 17H 74

18I -CgH4-4-COOH 171 55

18J -CgH4-3-COOH 17J 63

18K -CeHy-4-NH, 17K 42

18L -CgH4-3-NH, 17L 62

* Gesamtausbeute der Veresterung und Entfernung der Schutzgruppe fiir zwei Syntheseschritte.

Wie im vorangegangenen Abschnitt wurden zundchst die entsprechenden Benzoesdure-2-
hydroxyethylester-Derivate 17M -17Q hergestellt, um diese dann mittels der bekannten

Methode fiir die Synthese der enantiomerenreinen Verbindungen einzusetzen (Kap. 3.1.2).

Die Vorstufen der Inhibitoren S-18P und S-18Q wurden, wie Abbildung 44 zeigt, aus
3,5-Dihydroxybenzoesiure synthetisiert. Hierzu wurden ein Aquivalent 3,5-Dihydroxybenzoesiure
mit je 4 Aquivalenten K,CO; und 2-Methoxyethylchlorid fiir S-18P bzw. 4 Aquivalenten
3-Methoxypropylchlorid fir S-18Q bei 60 °C umgesetzt. Nach der Hydrolyse des 2-Methoxyethyl-
oder 3-Methoxypropylesters mit KOH, wurde auch hier entstandene Benzoesdure mit

Ethylenglykol verestert (Abbildung 44 u. Tabelle 13).
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H
1.0 N OCHs
o K2CO3 2. KOH o
OH DMF 4. H3CO EtOH/H,O o
HO _e0C oo Ot ocH, 100 °C HO Y7 0CH,
—_—
o)
OH O ocH, M7, OCHs

17pP, 17Q
Abbildung 44: Syntheseschema der Prakursor 17P und 17Q.

Zur Umsetzung zu den gewliinschten Endprodukten S-18M - S-18S wurde die Veresterung der
(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsdure mit den Vorstufen 17M-17Q und
anschlieRend die Entfernung der Schutzgruppe sowie Synthese des Sulfonamids vorgenommen

(Kap. 3.1.2, Abbildung 45 u. Tabelle 15).

R,-OH
DMAP BnSO,CI
(l( EDC-HCI (jY Base
OH — > o ,——= 0= S
CHClz aps. ) CH2C|2 H R™ CH,Cl abs.

Boc O 0°C/RT Boc O o 0°C/RT
5-19C - S-19F, S5-19, 5-20C - S-20F, S-201, 5-18C - S-18F, S-18l,
S$-19M - 5-19Q S$-20M - 5-20Q 5-18M - 5-18Q

Abbildung 45: Syntheseschema der S-Enantiomeren-Verbindungen S-18C - S-18F, S-18l, S-18M - 5-18Q.

Auch hier wurden wieder eine Benzylschutzgruppe fiir das Phenol S-180 bzw. die Benzoesdure
$-18I eingesetzt. Das Schiitzen erfolgte in einem ersten Schritt mit je 3 - 4 Aquivalente K,CO; und
Benzylbromid, um den Ether bzw. den Ester herzustellen. Die Hydrolyse der benzylierten
Benzoesiure wurde anschlieRend mit 5 Aquivalenten KOH in einem Lésungsmittelgemisch aus
EtOH und dem. H,0 (v/v 4:1) unter Ruckfluss durchgefiihrt. Bei der Dicarbonsidure wurde zur
selektiven Verseifung einer Carbonsiure ein Aquivalent LiOH in einem Lésungsmittelgemisch aus
Aceton und dem. H,0 im Verhaltnis 1:1 verwendet. Die Entschiitzung von S-180 erfolgte durch
Etherspaltung sowie bei der Benzoesdure von S-181 durch jeweils reduktive Bedingungen

(Pd/C, H,) (Tabelle 15).

Lediglich die Wirkstoffe S-18R und S-18S wurden auf eine andere Weise hergestellt. Angelehnt an

125
/

die Vorschriften von McOmie et al. 112

und Vivekananada et al."*® wurde hier ein Aquivalent der
Verbindung S-18P bzw. $-18Q zur Spaltung des Ethers mit 3 bzw. 4 Aquivalenten einer 1M
BBr;-Losung in CH,Cl, versetzt. Nach der Aufarbeitung und Flash-chromatographischen Reinigung

konnten die gewiinschten Produkte in Ausbeuten von 76 % bzw. 25 % isoliert werden (Tabelle 15).
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Tabelle 15: Ubersicht der S-Enantiomeren-Verbindungen mit Benzoesiure-2-hydroxyethylester.

Verbindung R? Edukt Gesamtausbeute* [%]
5-18C -4-CsHsN 17¢C 28
5-18D -3-CsH;N 17D 15
S-18E -CgHs-4-NO, 17E 33
S-18F -CgHs-4-CN 17F 23
S-18I -CgH4-4-COOH 171 49*

5-18M -CeHs 17M 68
S-18N -2-C4HsN, 17N 84
5-180 -CgH5-3-OCH3, 4-OH 170 49*
5-18P -CgHs-3,5-(CH,CH,0CHs), 17p 70
5-18Q -CgHs-3,5-(CH,CH,CH,0CH;s), 17Q 26
S-18R -CgHs-3,5-(CH,CH,0H), 5-18P 76"
5-18S -CgHs-3,5-(CH,CH,CH,0H), 5-18Q 25"

* Gesamtausbeute der Veresterung, Entfernung der Schutzgruppe, Synthese des Sulfonamids fiir drei Syntheseschritte.
* Gesamtausbeute fiir vier Syntheseschritte bei dem der letzte Schritt die Entschiitzung des Phenols oder der
Benzoesdure darstellt.

* Ausbeute fir den Syntheseschritt der Etherspaltung.

3.4.3 Synthese 1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylate mit

Phenylaminoalkoholen

Neben der Verwendung von Estern als verbriickende Elemente wurden auf Vorschlag von D.
Begley auch Amine eingesetzt. Um den bendtigten Prakursor herzustellen, wurde zundchst ein
Aquivalent eines Anilins vorgelegt und mit 1.0-1.5 Aquivalenten 2-Bromethanol oder
2.0 Aquivalenten 3-Chlorpropan-1-ol nach Nicolaou et al.”’ bei 70 °C umgesetzt (Abbildung 46).

Die Reaktion verlauft nach der nukleophilen Substitution zweiter Ordnung (Sy2-Mechanismus).

2-Bromethanol/
3-Chlorpropan-1-ol

R K,COs .
HoN" _— HO _.R
’ DMF s RO
60°C/RT
R2

Abbildung 46: Syntheseschema der Phenylaminoalkohole I.

46



Ergebnisse

Die Ausbeuten der durch Flash-chromatographie gereinigten Produkte sind in Tabelle 16
zusammengefasst. Flr die Benzoesdurederivate 21B und 21C wurde die in Kap. 3.4.2 eingefiihrte

Benzylschutzgruppe verwendet.

Tabelle 16: Ubersicht der Phenylaminoalkohole.

Ho\MnAH,R4
Verbindung R* n Edukt Ausbeute [%]
21A -C¢H,-3,4,5-(0OCH;); 1 3,4,5-Trimethoxyanilin 42
21B -CeH4-4-COOBN 1 4-Aminobenzoesdure 37*
21C -CgH4-3-COOBnN 1 3-Aminobenzoesaure 34*
21D -C¢Hq-4-NO, 1 4-Nitroanilin 33 (Lit.: 94)"*
21E -C¢Hq-4-NO, 2 4-Nitroanilin 74 (Lit.: 58)"*

* Gesamtausbeute der Vorstufensynthese fiir drei Syntheseschritte.

Zur Herstellung der gewliinschten Zielverbindungen 21A - 21E wurden die oben synthetisierten

Alkohole wiederum mit (R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsdure (4a) verestert

O B, O

OH DMAP ,

N" _EDG-HOI ]/ R
o

(Abbildung 47 u. Tabelle 17).

O:S
d CHZCIZ abe,
0°C/RT
4a 22A - 22E

Abbildung 47: Syntheseschema der racemischen Verbindungen 22A - 22E.

Bei den Derivaten 22B und 22C musste die verwendete Benzylschutzgruppe in einem letzten
Schritt, wiederum reduktiv entfernt werden. Die Verbindung 22F und 22G konnten durch
Reduktion der Nitrogruppe mit Pd/C und Wasserstoff aus 22D bzw. 22E gewonnen werden.
Allerdings stellt sich bei Reinheitsanalysen heraus, dass beide Substanzen zur Zersetzung neigen

(Kap. 6.4.3).
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Tabelle 17: Ubersicht der racemischen Verbindungen mit Phenylaminoalkoholen.

R4
O:é o) H
7
(@)

Verbindung R? n Edukt Ausbeute [%]
22A -C¢H,-3,4,5-(0OCH;3); 1 21A 92
22B -CgH4-4-COOH 1 21B 66*
22C -CgH4-3-COOH 1 21C 74*
22D -CeHa-4-NO, 1 21D 61
22E -CeHa-4-NO, 2 21E 72
22F -CeHs-4-NH, 1 22D 86
22G -CgH4-4-NH, 2 22E 91

* Gesamtausbeute der Veresterung und Entfernung der Schutzgruppe fiir zwei Syntheseschritte.

Zur Herstellung von 22H wurde zunachst die Boc-geschiitzte Vorstufe tert-Butyl 5-((3-
hydroxypropyl)amino)-1H-indazol-1-carboxylat (21H) Uber eine Sy2-Reaktion hergestellt. Die
Zielverbindung 22H  konnte abermals durch  Veresterung des Prdakursor mit

(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a) synthetisiert werden (Abbildung 48).

O ~N N HO_~N N
N \CL\N — \CL\N
SS_ O 4 4
22H (62 % filr 2 Schritte) 21H (51 %)

Abbildung 48: Restrosynthese der Verbindung 22H.

Zur Synthese der Vorstufen 21l und 21J wurde ein Anilinderivat mit 3-Hydroxypropionitril unter
reduktiven Bedingungen (H,, Pd/C) umgesetzt. Um die Selektivitdt zu gewahrleisten darf das
eingesetzte Anilin keine weiteren funktionellen Gruppen besitzen, die unter den reduktiven
Bedingungen miteinander oder mit 3-Hydroxypropionitril reagieren konnten. Aus diesem Grund
wurde die Reaktion exemplarisch mit 3,4,5-Trimethoxyanilin bzw. 3,4-Dimethoxyanilin

durchgefihrt (Abbildung 49).

HO\/\/H OCH3
3-Hydroxypropionitril
HoN OCHz n, pd/c \@[ocm R®=H, OCH,
- . R5
\@EOCHS MeOH N J
RS MW 100°C e
R2

Abbildung 49: Syntheseschema der Phenylaminoalkohole .
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Zur praktischen Ausfilhrung wurde ein Aquivalent 3,4,5-Trimethoxyanilin zunichst mit
5 Aquivalenten  3-Hydroxypropionitril  klassisch in  einer Hydrierbombe bei 15 bar
Wasserstoffdruck und Raumtemperatur umgesetzt (Ausbeute: 49 %). Zur Optimierung der
Synthese wurde eine Synthwave® Mikrowelle eingesetzt, um bei 100°C und 20 bar
Wasserstoffdruck zu hydrieren. Dadurch konnte die Reaktionszeit im Vergleich zur klassischen
Synthese von 4 d auf 3 h reduziert sowie die Ausbeute von 49 % auf 59 % gesteigert werden
analog zum Experiment mit 3,4,5-Trimethoxyanilin wurde bei 3,4-Dimethoxyanilin verfahren

(Tabelle 18).

Tabelle 18: Ubersicht der Phenylaminoalkohole.

H
HO_~_N OCH;
: :OCH3

R5
Verbindung R’ Edukt Ausbeute [%]
211 OCH; 3,4,5-Trimethoxyanilin 59
21) H 3,4-Dimethoxyanilin 48

Der Mechanismus der Reaktion ist in Abbildung 50 gezeigt. Durch nukleophilen Angriff an das mit
Palladium aktivierte Nitril kommt es zur Bildung eines Amidins A. Die genaue Struktur des
Intermediates ist jedoch nicht bekannt. Unter reduktiven Bedingungen kommt es zur Abspaltung

von Ammoniak und Bildung des gewiinschten mono-N-alkylierten Produkts B."*

’/\ H
HO\/\C\\ HoN xn HO\/\C,N N
O Yy
/\Ra

Pd NH  Soe
A
H H
HO_~H.N_~ HO A~ o N HO_~ o N
R? NHs R@ B R®

Abbildung 50: Reaktionsmeachnismus zur Herstellung von Verbindung 211 und 21J.

Um letztendlich die Zielverbindungen 221 und 22J zu erhalten wurde nach bekanntem
Syntheseweg (R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a) und die entsprechende

Vorstufen verestert (Tabelle 19).
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Tabelle 19: Ubersicht der racemischen Verbindungen mit Phenylaminoalkoholen.

OCH,

H
%fOWN OCH3
O\ |

=S (0]
/
o}

R5

Verbindung R’ Edukt Ausbeute [%]
22| OCH; 211 96
22) H 21) 39

3.4.4 Synthese 1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylate mit

Phenoxyethanolen

Da sich im Verlauf der Synthesen zeigte, dass viele Benzoesdureester eine schlechte Stabilitat
aufweisen, wurden chemisch stabilere Ether, Amide und tert. Amide hergestellt und auf ihre

Stabilitat sowie inhibitorische Aktivitat getestet (Kap. 3.6.1.1).

Mit der Synthese von Phenoxyethanolen sollte eine Methode etabliert werden, um durch
Einflhrung eines Ethers in die Alkylkette die Variabilitdt der eingesetzten Substituenten am

13" wurden dazu ein Aquivalent

Aromaten zu erhohen. Nach Gopalakrishnan et a
3,4,5-Trimethoxyphenol, 4.0 Aquivalente 2-Bromethanol und 1.5 Aquivalente K,CO; miteinander
umgesetzt. Nach der Aufarbeitung und Reinigung wurde das erwartete Produkt 23A in einer

Ausbeute von 11 % isoliert (Abbildung 51).

OCH3; 2-Bromethanol OCHs
OCH3 K2CO3 OCH3
HO\/\
HO OCH;  Aceton gpg, (®) OCHj;
70°C

Abbildung 51: Syntheseschema des Phenoxyethanols 23A.

Der Ether 23A wurde anschliefRend mit dem Syntheseblock 4a mittels Esterbildung verbunden

(Abbildung 52).

OCHs

/@EOCHs OCH;
OH DMAP O _~
o N EDC-HCI o N= 0 OCH,
>3\ © - BN
0°C/RT
4a 24A

Abbildung 52: Syntheseschema der Verbindung 24A.
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Da die Ausbeute fur das Phenoxyethanol 23A mit 11 % sehr gering ausgefallen war, wurde im
folgenden 2-Bromethanol durch 2-Chlorethanol ausgetauscht. In folgenden Synthesen wurde ein
Aquivalent des Phenols mit 1.2 -2.0 Aquivalenten 2-Chlorethanol und 2 Aquivalenten K,COs;

132

umgesetzt (Abbildung 53).

2-Chlorethanol

KoCO3
R4 —_— HO R4
HO DMF 5. ~"o
70°C N o~ J
R2

Abbildung 53: Syntheseschema der Phenoxyethanole.

Auf diesem Syntheseweg wurde fiir die verschiedenen Phenoxyethanole durchweg eine héhere

Ausbeute als in der Literatur erzielt (Tabelle 20).

Tabelle 20: Ubersicht der Phenoxyethanole.

HO\/\O,R4
Verbindung R? Edukt Ausbeute [%]
23B -CgHs Phenol 86 % (Lit.: 53)™
23C -CgHq-4-Cl 4-Chlorphenol 94 % (Lit.: 75)™*
23D -3-CsHyN Pyridin-3-ol 21 % (Lit.: 19)**
23E -4-CsH,N Pyridin-4-ol 59 % (Lit.: 19)"**
23F -C¢Hq-4-NO, 4-Nitrophenol 94 % (Lit.: 92)"°

Die enantiomerenreinen Verbindungen S5-24B - S-24F wurden (iber die Veresterung mit der
jeweiligen Vorstufe 23B-23F, Entschitzung des Piperidinstickstoffs und die Synthese des
Sulfonamids hergestellt (Abbildung 54 u. Tabelle 21).

R,-OH
DMAP BnSO,CI O._,
EDC-HCI TFA Base N R
OH ———= Ope Oe ———= 9% 0
N CHClpgbs. N R CH,Clp H R® CHClhas O
Boc O 0°C/RT Boc O RT o 0°C/RT

S$-25B - 5-25F S-26A - S-26F 5-24B - 5-24F

Abbildung 54: Syntheseschema der enantiomerenreinen Verbindungen S-24B - S-24F.
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Tabelle 21: Ubersicht der S-Enantiomeren-Verbindungen mit Phenoxyethanolen.

R4
%Ow o

O://S 0
Verbindung R Edukt Gesamtausbeute* [%]
S-24B -CgHs 238 34
S-24C -CgH4-4-Cl 23C 32
S-24D -3-CsHsN 23D 28
S-24E -4-CsHaN 23E 4
S-24F -CsH4-4-NO, 23F 51

* Gesamtausbeute der Veresterung, Entfernung der Schutzgruppe, Synthese des Sulfonamids fiir drei Syntheseschritte.

3.4.5 Synthese 1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylate mit Benzoesaure-2-
hydroxyethylamiden

Durch die Einfiihrung eines Amids in der Alkylkette sollten einerseits die synthetischen
Moglichkeiten erweitert werden, andererseits sollte die Verbindung durch die Substitution des
Esters durch das chemisch stabilere Amid verbessert werden. In Anlehnung an Flynn et al.'®
wurde ein Aquivalent eines Benzoesiurederivats mit 1.3 -1.5 Aquivalenten EDC-HCI, 0.3-1.0

Aquivalenten HOBt und einem Aquivalent 2-Aminoethanol umgesetzt (Abbildung 55).

j\ 2-Aminoethanol 0
HOBt HO
HO™ "R EDC-HCI V\NJ\R‘*
- o H
CH2C|2 abs. N ~ J
0°C/RT v

Abbildung 55: Syntheseschema der Benzoesaure-2-hydroxyethylamide.

Nach Flash-chromatographischer Reinigung konnten die gewtlinschten Produkte isoliert werden

(Tabelle 22).
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Tabelle 22: Ubersicht der Benzoesiure-2-hydroxyethylamide.

o]
HO\/\NJ\R“
H
Verbindung R? Edukt Ausbeute [%]
27A -C¢H»-3,4,5-(0OCH;); 3,4,5-Trimethoxybenzoesaure 87
27B -3-CsH4N Nicotinsdure 77 (Lit.: 66)
27C -CgHs-3,5- 3,5-Di(2-methoxyethoxy)benzoesdure 81
(CH,CH,0CHs3), (16P)
27D -CgHs-3,5- 3,5-Di(3-methoxypropoxy)benzoesaure 77
(CH,CH,CH,0CH3), (16Q)
27E -C¢Hs-3-OCH,-CgH14 3-(Cyclohexylmethoxy)benzoedure (16R) 60*

* Gesamtausbeute der Vorstufensynthese fir drei Syntheseschritte.

Mittels Esterbildung zwischen dem Prakursors 4a und den Benzoesaure-2-hydroxyethylamid 27A

und 27B wurden die Endstufen 28A und 28B erhalten (Abbildung 56 u. Tabelle 23).

@ Q

OH DMAP 0.5

'T‘ ]/ EDC-HCI ’T‘ ]/ R
S O

O= , O=
/y /7
CH,Cly 4ps. O
0°C/RT
4a 28A, 28B

Abbildung 56: Syntheseschema der racemischen Verbindungen 28A und 28B.

Tabelle 23: Ubersicht der racemischen Verbindungen mit Benzoesiure-2-hydroxyethylamiden.

(0]
! H
O=g o)
%
(6]

Verbindung R Edukt Ausbeute [%]
28A -C¢H»-3,4,5-(0CH;); 27A 87
28B -3-CsH4N 27B 71

Um die Synthese etwas zu vereinfachen, wurden die ersten beiden Schritte - die Amidierung und
die Veresterung - zu einer Eintopfsynthese zusammengefasst. Hierzu wurden 1.2 Aquivalente des
entsprechenden Benzoesiurederivats mit 1.4 Aquivalente EDC-HCI, 0.2 Aquivalente HOBt und
1.3 Aquivalente des entsprechenden Aminoalkohols umgesetzt. Nach 5h Rithren wurden zur
Reaktionsmischung ein Aquivalent (S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure,
1.6 Aquivalente EDC-HCl und 0.3 Aquivalente DMAP hinzugefiigt. Nach beendeter Reaktion
(DC-Kontrolle) und Flash-chromatographischer Reinigung, konnten die gewinschten
Zwischenprodukte S-29B - 5-29J erhalten werden, die nach der bekannten Methode (Kap. 3.1.2)
weiter zum Endprodukt S-28B - 5-28) umgesetzt wurden (Abbildung 57).

53



Ergebnisse

HO.
5 NH,
j)l\ RS " Boc O (o)
HOBt DMAP
4
HO™ R EDC*HCI EDC-HCI N OY\NJ\R“
Boc O R
CH,Cl3 abs.
0°C/RT
S$-29B - 5-29)

(0]
%OY\HJ\W

—— O RS

5-30B - 5-30J

BnSO,Cl

Rt
CHCloaps. O
0°C/RT

O
o X
Base % \(\N R*

5-28B - 5-28)

Abbildung 57: Syntheseschema der S-Enantiomeren-Verbindungen mit verkirzter Synthese.

Des Weiteren wurden verschiedene Aminoethanole als Spacer zwischen der Piperidin-2-

carbonsdure und der Benzoesdure eingefiihrt, um die Auswirkung auf die inhibitorische Aktivitat

zu testen. Eingesetzt wurden hierbei enantiomerenreine Aminoethanole mit einem S- oder R-

konfigurierten Methyl-Rest in B-Position. Die eingesetzten Edukte und die Ausbeuten dieser

Synthesen sind in Tabelle 24 zu finden.

Fiir die Verbindungen S-28C, S-28D und S-28E wurde der herkdmmliche Herstellungsprozess mit

der Aufarbeitung des Zwischenproduktes gewahlt. Die Ausbeuten der Intermediate sind in Tabelle

22 zu finden.

Tabelle 24: Ubersicht der S-Enantiomeren-Verbindungen mit Benzoesdure-2-hydroxyethylamiden.

o}
O o re M
d%)
. 4 6 Gesamtausbeute*
Verbindung R R Edukt
[%]
S5-28B -3-CsHsN H Nicotinsaure 12
-CgH5-3,5-
-2 2
5-28C (CH,CH,0CH,), H 7C 77
-CgHs-
-28D 27D
5-28 3,5-(CH,CH,CH,0CHs), H 7 68
S-28E -C¢H4-3-OCH,-CgH1; H 27E 67
S-28F -CgH3-3-OCH3, 4-OH H 160 8"
S5-28G -3-CsH4N S-CH; Nicotinsaure 29
S-28H -3-CsH4N R-CH; Nicotinsaure 47
5-281 -CgH,-3,4,5-(0OCH;3); S-CH; 3,4,5-Trimethoxybenzoesaure 63
S-28) -C¢H,-3,4,5-(0OCH;); R-CH; 3,4,5-Trimethoxybenzoesaure 37

* Gesamtausbeute der Veresterung, Entfernung der Schutzgruppe, Synthese des Sulfonamids flr drei Syntheseschritte.

* Gesamtausbeute fiir vier Syntheseschritte bei dem der letzte Schritt die Entschiitzung darstellt.
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3.4.6 Synthese der 1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsiureamidderivate

Zur Synthese der racemischen Verbindung 31A wurde ein Aquivalent (R, S)-1-(Benzyl-
sulfonyl)piperidin-2-carbonsiure (4a) mit 1.3 Aquivalenten EDC-HCI, 0.4 Aquivalenten HOBt und
einem Aquivalent 2-Aminoethanol umgesetzt. Das gewiinschte Zwischenprodukt 32A wurde in
65-%iger Ausbeute isoliert. Das Zielmolekil durch Veresterung der 3,4,5-Trimethoxybenzoesaure

mit der Alkoholfunktion von 32A in einer Ausbeute von 55 % erhalten werden (Abbildung 58,

Kap. 3.1.1).
0]
HOJ\@iOCHB
HO. OCH,
@ OH o N - q N i OCH
HOBt o~ DMAP o~ 3
N™ EDC-HCI oV T Of epbcha N ©
Oss_ © —_ =S O —_ =S O ocH
() CH2Cl3 aps. o CH2ClI3 aps. o 3
0°C/RT 0°C/RT OCHs
4a 32A 31A

Abbildung 58: Syntheseschema der Verbindung 31A.

Analog zum vorangegangenen Kapitel 3.4.5 wurde auch hier mit einer Eintopfsynthese gearbeitet.
Allerdings wurden dieses Mal enantiomerenreine Aminoalkohole mit einem Methyl-Rest in a-
Position eingesetzt. Zur Herstellung wurden zunachst ein Aquivalent
(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsiure, 1.3 Aquivalente EDC-HCI, 0.2 Aquivalente
HOBt mit einem Aquivalent des entsprechenden Aminoalkohols umgesetzt. Nach 5 h Riihren
wurden zur Reaktionsmischung 0.9 -1.0 Aquivalente der entsprechenden Benzoesiure, 1.3
Aquivalente EDC-HCI, 0.2 Aquivalente DMAP hinzugefiigt (Abbildung 59). Nach der Aufarbeitung
und anschlieBender Entschiitzung mit TFA in CH,Cl, wurde das Sulfonamid mit Hilfe von einem

Aquivalent Benzylsulfonsaurechlorid und 3 Aquivalenten DIPEA aufgebaut (Tabelle 25).

OH

HZN\(\OH N
RS

O l‘30c o O
HO)J\R“ o8t pMAR %H A
EDC-HCI  EDC+HCI 4
= E 0 \Féze/\o )
oC
CHCl3 aps.
0°C/RT
S-33A-5-33D
P AP
N BnSO,CI N
TFA N 0T OR DIPEA N o7 R
— o R —— 95 0 R
CH,Cly CHxClyaps. O
RT 0°C/IRT
S-34A - 5-34D S-31A-5-31D

Abbildung 59: Syntheseschema der S-Enantiomeren-Verbindungen mit verkirzter Synthese.
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Tabelle 25: Ubersicht der (5)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsdureamid-Derivate.

0]

H
O://S o) RG
. 4 6 Gesamtausbeute*
Verbindung R R Edukt
[%]
S-31A “CeHa- H 3,4,5-Trimethoxybenzoesdure 18
3,4,5-(OCH)s e ¥
S-31B -3-CsH4N H Nicotinsaure 20
-CgH>- . N
S-31C 3,4,5-(0CH3)s S-CH; 3,4,5-Trimethoxybenzoesdure 29
-C<H,-
$-31D Cela R-CH;  3,4,5-Trimethoxybenzoesiure 38

3,4,5-(OCH,);

* Gesamtausbeute der Amidierung und Veresterung, Entfernung der Schutzgruppe, Synthese des Sulfonamids fir drei
Syntheseschritte.

Fiir die Synthese von (S)-1-(Benzylsulfonyl)-N-isopropylpiperidin-2-carboxamid (S-31E) wurden

1% ein Aquivalent (S)-1-(tert-Butoxy-

gemall einer modifizierten Vorschrift von Flynneta
carbonyl)piperidin-2-carbonsiure mit 1.3 Aquivalenten EDC-HCI, 0.2 Aquivalenten HOBt und
einem Aquivalent Isopropylamin umgesetzt. Nach vollstindiger Reaktion wurde das
Reaktionsgemisch Flash-chromatographisch gereinigt (Ausbeute: 90 %). AnschlieBend wurde
analog zur Synthesevorschrift fir die enantiomerenreinen Verbindungen verfahren (Kap. 3.1.2).
Hierflir wurde das entstandene Zwischenprodukt S-33E mit TFA in CH,Cl, in einer Ausbeute von
99 % entschiitzt, um darauf das Benzylsulfonamid S-31E mit Hilfe von einem Aquivalent

Benzylsulfonsédurechlorid und 3.0 Aquivalenten DIPEA in einer Ausbeute von 53 % zu erhalten

(Abbildung 60).

Isopropylamin H H H
OH DMAP N.__CHj N_ _CH; BnSO.CI N
N EDC-HCI N b TFA N h DIPEA N h

Boc O — Boc O CH; —— = O CHy ——» Oss_ 0 CHy
CHACly aps, CH,Cly CHClyars, O
0°C/RT RT 0°C/RT
S-33E S-34E S-31E

Abbildung 60: Syntheseschema der Verbindung S-31E.

3.4.7 Synthese 1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylatderivate mit

tertiiren Amiden, Diamiden und Acetaniliden

Um den inhibitorischen Effekt der Amide ndher zu untersuchen, wurden tert. Amidderivate,

Diamide und Acetanilide hergestellt.

56



Ergebnisse

Fir die beiden tert. Amidderivate S-35A und S-35B wurde wiederum die Synthesevorschrift fir die
enantiomernenreinen Verbindungen unter Verwendung von 2-(Methylamino)ethanol angewandt
(Kap. 3.4.6). Die Verbindungen S-35A bzw. S$-35B konnten in einer Gesamtausbeute fir drei
Syntheseschritte von 41 % bzw. 8 % erhalten werden (Abbildung 61).

O
N
QWOV\N OCHj (l( \/\o)KQ:OCHs

OCHs
OCHj,4 OCH;

S-35A 5-35B

Abbildung 61: Verbindungen S-35A und S-35B.

Startpunkt der Synthese das Diamid 35C war abermals ein Aquivalent (R, S)-1-(Benzyl-
sulfonyl)piperidin-2-carbonsédure (4a), das mit 1.3 Aquivalenten EDC-HCI, 0.5 Aquivalenten HOBt
und einem Aquivalent tert-Butyl-(2-aminoethyl)carbamat umgesetzt wurde. Nach
Flash-chromatographischer Reinigung des Reaktionsgemisches konnte eine Ausbeute von 83 % fiir
die Zwischenstufe erzielt werden. Nach der Entfernung der Boc-Schutzgruppe mit TFA (Ausbeute
32B: 99%), wurde ein Aquivalent Nicotinsdure vorgelegt und 1.2 Aquivalente EDC-HCI,
0.5 Aquivalente HOBt sowie ein Aquivalent des oben entschiitzten Prakursors 32B zugegeben. Das
mittels Flash-Chromatographie gereinigte Produkt 35C wurde in einer Ausbeute von 40 %

erhalten (Abbildung 62).

F2N ™ NHBoc H
OH HOBt N N
NT EDC-HCI ]/ ~ONHBoc  1ep N NH,
ol

o © - %%
0 CH20|2 abs. CH,Cl, (o}
0°C/RT RT
4a 32B
]
HOJ\@[OC'—b H (o)
N OCH
OCHSO(:H3 'Tl ~ N 3
HOBt 0= o H
EDC-HCI ol OCHs
S OCHg
CHZC|2 abs.
0°C/IRT
35C

Abbildung 62: Syntheseschema der Verbindung 35C.

3-0x0-3-((3,4,5-trimethoxyphenyl)amino)propyl (R, S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat

(35D) wurde, wie retrosynthetisch in
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HO OH
\/\n/ H
HoN OCH,4 ) HO N OCHg3;
HOBt >~
. o}
ocH, EPCHC
OCHs CH,Cla aps, OCHs

0°C/RT

36D

OCHs

DMAP OCHs
_EDCHCI QT W \©:

CHZCIZabS OCHs,
0°C/RT OCHj3

35D

Abbildung 63 gezeigt, hergestellt. Dazu wurden ein Aquivalent 3-Hydroxypropionsiure, 1.3
Aquivalente EDC-HCI und 0.3 Aquivalente HOBt mit einem Aquivalent 3,4,5-Trimethoxyanilin
umgesetzt. Nach Flash-chromatographischer Reinigung wurde das gewiinschte Zwischenprodukt
36D in 43-%iger Ausbeute erhalten. In einem letzten Schritt wurde der oben hergestellte Alkohol
36D mit (R, S)-1-(Benzyl-sulfonyl)piperidin-2-carbonsdure (4a) zum gewiinschten Produkt

verestert (Ausbeute: 36 %).

O:5 o
s
HO. OH
H
H,N OCHjs Y HO N OCH, 4a H
HOBt W DMAP o N OCH,
EDG-HCI 0 EDC+HCI N
OCH3 OCH3 ()\I
AN © OCH
OCHj CHCl aps. OCH; CH2Cl3 aps. o) s
0°C/RT 0°C/RT OCHs
36D 35D

Abbildung 63: Syntheseschema der Verbindung 35D.

Fir diese Synthese von S-35E wurde zunichst ein Aquivalent 3-((tert-Butoxy-

carbonyl)amino)propionsaure nach einer abgeanderten Vorschrift von Flynn et al.'®

vorgelegt
und 1.3 Aquivalente EDC-HCI, 0.4 Aquivalente HOBt sowie ein Aquivalent 3,4,5-Trimethoxyanilin
zugegeben. Das in 64-%iger Ausbeute isolierte Zwischenprodukt 36E wurde zur Abspaltung der
Boc-Schutzgruppe in TFA und CH,Cl, gegeben. AnschlieRend wurde das Losungsmittel i. Vak.
entfernt, der Riickstand in abs. CH,Cl, aufgenommen und mit 1.9 Aquivalenten DIPEA versetzt.

Darauf wurde weiter nach der bekannten Synthesevorschrift flr die S-Enantiomere vorgegangen,

um S-35E in einer Ausbeute von 53 % zu erhalten (Abbildung 64).

BocHN OH

H H
H2N OCH3 o BocHN N OCH3 H2N N OCH3
HOBt \/\f( \/\W
EDC-HCI O TFA (6]
OCH, OCHjy OCH,
OCHs CHCl s, OCHs CH,Cl, OCHj
0°C/RT RT

36E
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OH

N

éoc o H H
HOBt BnSO,CI N N OCHgj;
EDC-HCI TFA DIPEA \’Tj \/\[(

g OCH,
OCH,

CHoClz aps.  CHLCly CHCl gps.
0°C/RT RT 0°C/RT

S-35E

Abbildung 64: Syntheseschema der Verbindung S-35E.

Allgemein bildet die Interaktion von Biotin mit dem Glykoprotein Avidin eine nitzliche Grundlage
fir  nicht-radioaktive = Methoden zur Reinigung, Detektion, Immobilisierung und
Wirkstoffmarkierung.'*® Die Wechselwirkung dieser beiden ist mit einem Kp von 10**-10™ M™ die

° Diese

stirkste bekannte nicht-kovalente Verbindung eines Proteins mit einem Prakursor.”
Eigenschaft kann man sich in der Wirkstofffindung zu Nutze machen. Ein Piperidinsaure-Derivat,
das mit Biotin markiert wurde, kdnnte zur ldentifikation des Zielproteins dienen. Damit kénnte
nochmals verifiziert werden, dass die Verbindungen an Mip binden. Nebenbei kénnten auch noch

weitere Interaktionen der Substanzklasse in der Zelle festgestellt werden.

Zur Synthese dieses Derivates konnte ausgehend von 4-(((tert-Butoxycarbonyl)amino)-
methyl)benzoesaure als Edukt fiir die bekannte Reaktionskaskade die Verbindung 28M
synthetisiert werden (Abbildung 65).

HN~on
(0] O
HOBt HO
HO EDC-HCI ~"N
NHBoc H NHBoc
CHZCIZ abs.
0°C/RT

27F

O\,’(OH
N
Oss_©

o
DMAP (N\/LWO\/\”)KQV ) rO\/\”)KQV
O O
EDceHCl O3S O NHBoc  1pa S O NH,

—> O o O
CHCl3 aps. CH,Cl,
0°C/RT RT
28K 28L
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O

Biotin o HN H
HOBt N \/\ N H\\. o\
EDC-HCI 0=/ H H

S O N

e O// S

CH2CI3 aps. o)
0°C/RT

28M

Abbildung 65: Syntheseschema des markierten Biotin Derivats 28M.

Dazu wurde zundchst das Zwischenprodukt 27F (iber die wiederum bekannte Synthesevorschrift
fir die enantiomerenreinen Verbindungen hergestellt (Ausbeute: 67 %). AnschliefRend wurden die
Prakursor (R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a) und 27F mittels EDC-HCI, DMAP
verestert. Durch Entschiitzung des Amins mit TFA in CH,Cl, und darauf folgender Amidknipfung
mit einem Aquivalent Biotin, 1.1 Aquivalenten 28L, 1.3 Aquivalenten EDC-HCl und

0.3 Aquivalenten HOBt wurde die Zielverbindung 28M in einer 40-%igen Ausbeute erhalten.
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3.5 Pharmakologische Untersuchungen

Die Piperidin-2-carbonsauren und einige ihrer Zwischenprodukte wurden in einem im Jahre 1984
entwickelten enzymatischen PPlase-Assay'*® auf ihre inhibitorische Aktivitit getestet. Die
Testungen wurden im Falle des LpMip von Dr. M. Weiwad an der Martin-Luther Universitat Halle-
Wittenberg und im Falle des BpMip unter der Leitung von Dr. I. Norville am ,,Defence science and
technology laboratory” (Dstl) sowie unter der Leitung von Dr. N. Harmer an der Universitadt Exeter

in GroRbritannien ausgefiihrt.

Fiir die Durchfiihrung des PPlase-Assays wurden zuvor die jeweiligen Mips an der Universitat
Halle-Wittenberg (LpMip) bzw. am Dstl in GroBbritannien (BpMip) exprimiert und gereinigt. Im In-
vitro-Assay wird eine Protease-gekoppelte enzymatische Reaktion genutzt. Hierbei wird das
Substrat Succinyl-Ala-Phe-Pro-Phe-p-Nitroanilin eingesetzt, dessen Bindung zum Chromophor
p-Nitroanilin von a-Chymotrypsin nur gespalten werden kann, wenn die Amidbindung zwischen
Prolin und Phenylalanin in trans-Stellung ist. PPlasen (Peptidyl-Prolyl-cis/trans-lsomerasen)
besitzen die Fahigkeit die Umwandlung des cis-Konformeres der Aminosaure Prolin in das trans-

Konformer zu katalysieren. (Abbildung 66).

trans cis

Phe—p-NA PPlase Phe—p-NA
N _— N

RIAO © 02\ ©

Rl
Chymotrypsin p-NA Chymotrypsin
390 nm

keine Reaktion
Phe—OH
N
K, ©
R0

Abbildung 66: Schematische Darstellung der Funktionsweise des PPlase-Assays.

Unter Assay-Bedingungen (pH = 7.8, 10 °C) liegt das Substrat groRtenteils als trans-Konformer vor
(80 - 95%).'*! Dieses Konformer kann von a-Chymotrypsin gespalten werden und das p-Nitroanilin
freisetzen, das bei 390 nm Wellenlange UV-Vis-spektroskopisch detektiert werden kann. Der
dadurch bedingte starke Anstieg der Absorption in den ersten Sekunden der Messung ist in
Abbildung 67 gezeigt. Anschlieend kann das vorhandene Mip die Umwandlung des librigen cis-
Konformers in das trans-Konformer katalysieren. Im Verlauf der Reaktion werden somit die
entstehenden trans-Konformere immer wieder von a-Chymotrypsin gespalten. Durch die

Freisetzung des Chromophors Uiber die gemessene Zeit, kommt es zu charakteristischen
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Absorptionskurven. Bei Einsatz eines PPlase-Inhibitors kommt es zur Verringerung der PPlase-

Aktivitat und damit auch zu einem flacheren Kurvenverlauf.

_— - _—
1 ,/// - - _,-//
—_ // /,/ i /./”
€ / s
= 2 P
(=) / // //
)] / e
g_-)— / /",
/ rd

E / // 3
8 /
5 .
2 1) mit Mip

2) mit Mip und Inhibitor

3) ohne Mip

Zeit [s]

Abbildung 67: Schematische Darstellung der Absorptionskurven mit und ohne Mip bzw. Inhibitor.

Fiir den Enzymassay werden in einem 96-Well-Plate Substrat, Mip und ggf. Inhibitor in einem
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsdure-Puffer (HEPES-Puffer, pH =7.8) vorgelegt. Nach
der Zugabe von a-Chymotrypsin startet die Messung der Absorption alle 3 s fiir insgesamt 300 s.
Aus den erhaltenen Kurven kann mit Hilfe der Gleichung 1 die Geschwindigkeitskonstante Kges

ermittelt werden.
y =y° + a(e %9es*)  (Gleichung 1)

Von der so berechneten Konstante wird der gemessene Nullwert (Messung ohne Mip) abgezogen,
um die enzymatische Konstante k zu erhalten. Aus der folgenden Formel kann der Ke./Ku-
Parameter des Enzyms bei verschiedenen Inhibitorkonzentrationen berechnet werden
(Gleichung 2).

k k

—cat — (Gleichung 2)

Km [MIP]
Die katalytische Effizienz bzw. die Spezifizitat wird durch den k.../Ky-Wert wiedergegeben. Hierbei
ist ke, eine Konstante erster Ordnung, die die maximale Zahl der umgesetzten Substrat-Molekiile
pro Enzym und Sekunde wiedergibt. Die Michaelis-Menten-Konstante Ky gibt die

100

Substratkonzentration bei halbmaximaler Reaktionsgeschwindigkeit an.” Je kleiner der Ky-Wert

eines Enzyms flr das Substrat ist, desto groRer ist die katalytische Effizienz.

62



Ergebnisse

Fir den PPlase-Assay wird nun der k./Ky-Wert der Kontrollldsung (ohne Inhibitor) als 100 % der
Enzymaktivitat gesetzt und die gemessenen Werte bei verschiedenen Inhibitorkonzentrationen
dazu ins Verhéltnis gesetzt. Mit Hilfe eines Analyseprogramms kann diese Restaktivitdt gegen die
Konzentration in einen exponentiellen Zusammenhang gebracht werden, um den ICs;-Wert zu

errechnen.

Fur BpMip ist der kei/Km-Wert bei gleicher Substratmenge etwa fiunf Mal groRer als fir LpMip.
Diesem Effekt liegt keine Substratspezifitat zugrunde, unterstreicht jedoch die Bedeutsamkeit der
PPlase-Aktivitat fur BpMip.>* Dieser Unterschied muss beim Vergleich der Inhibitionswerte

beachtet werden.

Weiterhin wurden im Teilprojekt Z1 des SFB 630 mittels eines AlamarBlue-Assay die Zytotoxizitat
der Substanzen an der murinen Makrophagen-Zelllinie J774.1 bestimmt.*** Mit Hilfe dieser Daten
(Slox = ICsp (J774.1)/1Cso (LpMip) oder K; (BpMip)) bestimmt

konnten die Selektivitatsindizes

werden.

3.5.1 Struktur-Wirkungs-Beziehungen an LpMip und BpMip

Wahrend das Racemat der Leitstruktur 1a einen ICsp-Wert von 9 UM am Legionellen Mip aufweist,
zeigt das S-Enantiomer S-1a einen ICso-Wert von 6 uM und das R-Enantiomer R-1a einen ICso-Wert
von 12.8 uM. Ahnliche Beobachtungen wurden auch fiir BpMip gemacht. Es ist also von einer
enantioselektiven Wirkung der Inhibitoren auszugehen, die auch Holt et al.” bereits fiir Piperidin-
2-carbonsiuren an FKBP12 beobachtete. Auch das reine S-Enantiomer S-1a* zeigte eine leicht

bessere Inhibition von 5.2 uM (ICs-Wert) an LpMip als S-1a (Tabelle 26, vgl. Kap. 3.1.2).

Tabelle 26: Ubersicht {iber die an LpMip und BpMip getesteten am Benzylring unsubstituierten Wirkstoffe.

R? = OCHs
o\ OCH;3 Ny
]/ R | R? oder |
S o] oder j o] OCHs =
3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl 3-(Pyridin-3-yl)propyl
=Trim = Pyr
. Toxizitat, J774.1 BpMip BpMip BpMip LpMip LpMip
Verbindun
8 (ICso, M) | (ICso M) (K, M) Shoc | (ICso, M) Sk
1a Trim 44.5 0.8+0.1 1.25+0.3 36 9.0+£0.7 5
S-1a Trim 48.4 0.12+0.09 0.16+0.02 303 6.0+0.7 8
S-1a* Trim 36.2 n. d. n. d. - 5.2+0.5 7
R-1a Trim 66.9 1.9+£0.3 1.2+£0.3 56 12.8+6.2 5
8a Pyr > 100 0.69+0.3 0.57+0.2 > 175 10.7+1.8 >9
S-8a Pyr > 100 0.26£+0.08 0.15+0.03 > 667 5.8+£0.5 >17

* reines S-Enantiomer
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Durch den Ersatz des Trimethoxyphenyl-Rests gegen eine Pyridinfunktionalitat (8a u. S-8a) konnte
die inhibitorische Aktivitat gegen LpMip und BpMip teilweise erhéht und die Toxizitat erniedrigt
werden (ICso-Wert > 100 uM), was in einem deutlich hoheren Selektivitatsindex resultiert. Ein

weiterer positiver Aspekt war die deutlich bessere Loslichkeit in PBS-Puffer (Kap. 3.6.1.4).

Im Vergleich zu den Legionellen sind die ICs;-Werte bei BpMip deutlich niedriger, weil der
Keat/Km-Wert fir BpMip mehr als finf Mal groRer ist als der von LpMip.>* Fir BpMip wurden
ebenfalls Ki-Werte (Dissoziationskonstante des Enzym-Inhibitor-Komplexes), die im Gegensatz zu
ICso-Werten von der Substratkonzentration unabhédngig sind, bestimmt. Aus diesem Grund

werden hier die K-Werte zur Aktivitatsbetrachtung herangezogen.

Die vollstandige Liste der Ki- und ICs;-Werte aller Verbindungen ist im Anhang in Kap. 7.6 zu

finden.

3.5.1.1 Substitution am Benzylrest des Sulfonamids

Wie aus den Docking-Studien (Kap. 3.2) vorgeschlagen wurden Wirkstoffe mit unterschiedlichen

Substituenten am Benzylring des Sulfonamids hergestellt und getestet (Tabelle 27).

Eine Substitution des Benzylrings in para-Position ist gegenliber einer meta-Substitution leicht
bevorzugt. Die besten inhibitorischen Aktivitdten zeigten die Verbindungen 8b (p-NO,), S-8n
(p-Cl), S-8u (p-F) erhalten werden. Da nur S-8u einen Toxizitats-ICsp-Wert von > 100 uM aufwies,

wurde nur diese Verbindung fiir weitere Experimente in Betracht gezogen.

Dariber hinaus wurde festgestellt, dass grofRe Substituenten in para- oder meta-Stellung wie zum
Beispiel Isopropyl, Acetyl und 1-Methoxy-1-oxopropan-2-yl die Wirksamkeit deutlich verringern.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der verfligbare Platz in der Bindetasche begrenzt ist

oder AbstoBungskrafte wirken.

Um die Notwendigkeit des Benzylsulfonamids zu ergriinden, wurden unterschiedliche funktionelle
Gruppen am Stickstoff der Piperidin-2-carbonsdure eingefiihrt. Weder Sulfonamide (S-12d),
Amide (12c) noch Diketone (S-12e) konnten nur anndhernd die inhibitorische Wirkung der
Leitstruktur erreichen. Ergdnzend zu den von C.Juli untersuchten Verbindungen ist das

Benzylsulfonamid ein essentieller Baustein, der zu den potentesten Mip-Inhibitoren fiihrt.'®
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Tabelle 27: Ubersicht {iber reprisentative Wirkstoffe mit Substitutionen am/des Benzylrest/s des

Sulfonamids.
|
(N\/L“ﬂ/o N oder (Nj\'(o X
RS O o)

. Toxizitat . . . . .
Verbindung R3 17741 BpMip BpMip BpMip | LpMip (ICss, LpMip
Racemat (ICso, M) (ICs0, M) (Ki, uM) Shrox uM) Shrox
8b ~50:-CHyCoHo- 56.7 03+0.1 0.17+0.03 334 3.9+0.3 15

p-NO;
8d ~S0-CHrCoHr > 100 3.5+1.7 4.2+0.7 >24 | 21.4+3.9 >5
p-NH,
-S0,-CH,-C¢Ha-
8f 44.3 n. d. 45+1.7 10 44.5+ 16 1
p-NH-(CH(CH;),)
-S0,-CH,-C¢Ha-
+ + +
8h - NH-CO-CH, >100 7+4 21+8 5 74.9 + 15 >1
. -S0,-CH,-C¢Ha-
2. 11.5 + 2.9+0. 1 28.9+3.2 2
8j - NH-CO-C.HN, 52.5 5+6 9+0.5 8 89+3
-S0,-CH,-C¢Ha-
k 7.4 8+1. 43+0. 1 415+9.7 1
8 - NH-(CH(CH. );) 5 3.8+1.5 3+0.5 3 5+9
12c 'CO'C"F':_'CCI)'CGH"' 50.9 634 17+4 3 89.3%5.7 1
. Toxizitat, . . . . .
Verbindung R3 17741 BpMip BpMip BpMip | LpMip (ICss, LpMip
S-Enantiomer (ICss QM) (1Cs0, UM) (Ki, uM) Sltox uM) Sltox
S-8¢ 502 CHyCoHe- 48.2 0.48+0.17 0.46+0.06 105 7.9+1.2 6
m-NO,
s-8t 'SOZ'S:_'GC5H“' 433 | 023+0.08 0.18+0.01 241 | 7.5%1.0 6
S-8n 'SOZ'i'j'cz;C‘ﬁH“' 336 | 021008 0.13%0.02 259 | 2401 14
5-80 ~505-CHyCeHe- 43.7 0.43+0.1 0.29+0.03 151 2.9+0.7 15
p-CH;
-S0,-CH,-CgH, 0.072 + 0.097 +
- +
S-8u oF >100 0.03 0.02 >1031 | 5.7+0.8 >18
S-8v 'SOZ'EHC: CeHa- 43.4 0.40+0.18 0.42+0.1 103 2.6+03 17
- 3
- - - - +
S-8w 50y-CHa-CeHa 42.3 0.31+0.09 0.298 + 142 3.3+0.4 13
p-Br 0.04
S-12d -S0,-C¢H,;-m-NO, 51.4 1.6+0.8 1.1+0.2 47 24.0+2.8 2
S-12e -CO-CO-CgH; 88.1 3.2+1.2 55+1.1 16 142 +17.5 1
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3.5.1.2 Substitution des Trimethoxyphenyl-Rests

In diesem Kapitel wurde der Einfluss des Rests an der Estergruppe der Piperidin-2-carbonsdure auf

die inhibitorische Aktivitat untersucht.

Aus diesen Studien ging hervor, dass die kleineren Verbindungen, die nur einen Alkylrest an der
Esterfunktion tragen (13B u. 13C), eine deutliche Verringerung der anti-PPlase-Aktivitat
aufweisen. Dies lasst darauf schlieBen, dass trotz der in Studien gefundenen oberflachlichen

Exponiertheit des Piperidin-2-carbonsaureester-Rests dieser einen Beitrag zur Bindung leistet.

Es wurden einerseits sek. Amine, Ether sowie eine zweite Ester- oder eine Amidfunktion in die

Alkylkette eingefligt als auch die Substitution am Aromaten variiert (Tabelle 28).

Tabelle 28: Ubersicht {iber reprisentative Wirkstoffe mit Substitution des Trimethoxyphenyl-Rests.

(wj‘wr R VYR
(@) O

O=s oder O=s

/7

4

Verbindung e T(J);(;Z;tit' BpMip BpMip BpMip LpMip LpMip
Racemat ' 1Csp, UM Ki, uM Sltox ICso, UM Sltox
(ICso, M) (ICso, UM) (Ki, uM) T (ICso, M) T
13B -C,H;-OH > 100 1.6+0.3 28+04 > 36 94 £ 26 >1
13C -CH(CH;), > 100 4712 1.8+0.6 >56 | 79.2+3.6 >1
-C,H4-0CO-CgH,- 0.097 £
+ +
18B 3,4,5-(OCH.); 27.6 0.45+0.1 0.02 285 49+0.8 6
-C,H4-0CO-CgH,-
+ + +
18H 3,4,5-(OH), 41.4 0.451+0.12 0.43+0.08 96 14+0.1 30
-C,H4-NHCO-CgH,- 0.522
+ +
28A 3,4,5-(OCH,); > 100 0.25+0.1 011 >192 | 5.1+0.9 > 20
-C3Hg-NH-CgH,-3,4,5-
221 22.8 n. d. n. d. - 9.7+1.2 2
(OCHs);
. Toxizitat, . . . . .
Verbindung R2 17741 BpMip BpMip BpMip LpMip LpMip
S-Enantiomer ) 1Csq, UM Ki, UM Sltox ICs0, UM Sltox
(ICso, LUM) (ICso, LM) (Ki, uM) T (1Cs0, M) T
0.091+
5-18D -C,H4-0CO-3-C5H4N >100 0.22 £0.08 0.03 >1099 | 2.6+0.6 >39
-C,H4-0CO-CgH,-
- +
S-18I 4-COOH > 100 n. d. 0.58 >172 | 3.3+£0.3 >30
-C,H4-0CO-CgHs- "
- + + +
5-18P 3,5-(CH,CH,OCH,), >80 0.42+0.05 047+0.07 >170 | 8.6+%1.3 >9
S$-24D -C,H4-0-3-CsHyN >100 22104 0.25+0.06 >400 | 7.7+25 >13
S-28B -C,H4-NHCO-3-CsHyN >100 0.42+0.18 0.29+0.06 >345 | 114+1.7 >9
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-C,H,-NHCO-CgHs-
- + + +
5-28C 3,5-(CH,CH,OCH )y > 100 0.58+0.08 0.98+0.29 >102 | 5.6+0.7
-C,H,-NHCO-CgHs- 0.093 +
- + +
S-28F 3-0CH, 4-OH >100 | 0.16 +0.08 001 >1075 | 3.2+0.4
-CH,(S-CH3)CH,-
- + + +
5-28G NHCO-3-CoH,N >100 | 0.32+0.12 0.26+0.04 >385 | 3.5%0.5
~CH,(R-CH3)CH,-
-28H 1 99+04 081+013 >124 | 115422
s-28 NHCO-3-GH.N > 100 0.99 +0 0.81+0.13 5
-CH,(S-CH3)CH,-
s-28l NHCO-CgH,- > 100 n. d. n. d. - 2.2+0.1
3,4,5-(0OCHs);

>18

>31

>29

>9

> 46

* Prazipitation bei angegebener Konzentration.

Nahezu alle Diester-Verbindungen wiesen eine groRRere inhibitorische Aktivitdt an LpMip als
die Referenzsubstanzen 8a/S-8a bzw. 1a/S-1a auf. Fir BpMip ist S-18D bis dato die Substanz
mit der hochsten anti-PPlase-Aktivitat. Noch bleibt zu klaren, inwiefern die Aktivitat auf den
zweiten Ester zurlickzufiihren ist. Diese Ergebnisse missen allerdings aufgrund der
Stabilitatstests kritisch betrachtet werden, da sich herausstellte, dass viele dieser Diester-
Derivate nicht sehr stabil im Puffermedium sind (Kap. 3.6.1.1).

Die maRgebliche Anderung beim Design der Inhibitoren war die Substitution des
Benzoesdureesters durch ein Amid (18B <> 28A, S-18D <> 5-28B, S-18P <> 5-28C). Damit
konnte die chemische Stabilitat und Loslichkeit in PBS-Puffer entscheidend verbessert werden
(siehe Kap. 3.6). Hervorzuheben ist die dem Rapamycin strukturell dhnlichste Verbindung
S-28F, fiir die einer der niedrigsten Ki-Werte an BpMip von 0.093 uM erhalten wurde.

Um die chemische Stabilitdt des Piperidin-2-carbonsdureesters weiter zu erhéhen und einen
moglichen lipophilen Adressaten in der PPlase-Bindetasche anzusprechen, wurde - dhnlich
wie bei bereits bekannten Arbeiten’ - eine Methylgruppe in Nachbarschaft zum Piperidin-2-
carbonsdureester eingefiihrt. Auffdllig war, dass bei den Wirkstoffen (S-28G <> S5-28H), bei
denen das Konfigurationszentrum der Methylgruppe eine S-Konfiguration aufweist, eine
erhohte inhibitorische PPlase-Aktivitdat als bei den rechts drehenden Verbindungen
beobachtet wurde. Fir LpMip konnte hier mit S-28I die Substanz mit dem hochsten SI-Wert
erhalten werden.

5-24D als Vertreter der Verbindungen mit einem Ether in der Alkylkette zeigte eine gute anti-
PPlase Aktivitat, die zwischen dem Diester- und Amidderivat einzuordnen ist; zudem war die
Loslichkeit der Verbindung in PBS-Puffer gut.

Fiir Verbindungen mit sek. Amin (z.B. 22I) in der Alkylkette wurde keine Verbesserung der

inhibitorischen Aktivitat festgestellt.
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e Bei allen weiteren synthetischen Variationen wie den Piperidin-2-carbonsdureamid-, tert.
Amid-, Diamid- und Acetanilidderivaten konnte keine nennenswerte Steigerung der anti-

PPlase-Aktivitat beobachtet werden (siehe Kap. 3.4.6 u. 3.4.7).

AbschlieBend ist ein Austausch der Trimethoxyphenyl-Gruppe sinnvoll, um einerseits die In-vitro-

Aktivitat zu steigern und um andererseits die Loslichkeit in PBS-Puffer zu verbessern.

3.5.1.3 Betrachtung der Ligandeneffizienz fiir BpMip

Neben der Aktivitdt und Toxizitadt spielen fir einen potentiellen Wirkstoffkandidaten noch weitere
Faktoren wie zum Beispiel die ADME-Eigenschaften (engl. adsorption, distribution, metabolism
und excretion) eine Rolle. Einige physikochemische Eigenschaften lassen sich durch einfache

Molekiilparameter bereits vorhersagen. Hier findet die ,Lipinski’s rule of five” Anwendung.

Tabelle 29: Zusammenfassung der ,Lipinski’s rule of five“ nach Lipinski et al.* " und erganzt durch

145

Veber et al.
Variable »Rule of five”
clogP <5
Molekulare Masse <500 g/mol
Wasserstoffdonoren <5
Wasserstoffakzeptoren <10
PSA <140 A
Rotierbare Bindungen <10

Nach diesen Regeln haben oral bioverfligbare Wirkstoffe ein Molekulargewicht von maximal

% Die logP-Werte der Substanzen wurden in dieser

500 g/mol und einen logP-Wert kleiner 5.
Arbeit mit Hilfe von Chemdraw Ultra 13.0 berechnet, aber zur Validierung auch experimentell
mittels HPLC bestimmt. Weiterhin sollte ein Wirkstoff nicht mehr als 5 Wasserstoffdonoren und
nicht mehr als 10 Wasserstoffakzeptoren aufweisen. Zwei weitere wichtige Faktoren, die die
Bioverfiigbarkeit beeinflussen, sind die von Veber et al. *** vorgeschlagene ,,polar surface area”
(PSA) und die Anzahl der rotierbaren Bindungen. Die ebenfalls mit Chemdraw Ultra 13.0
berechnete PSA sollte kleiner als 140 A sein und das Molekiil sollte nicht mehr als 10 rotierbare

® Da fast alle

Bindungen aufweisen, um eine gute Bioverfiigbarkeit zu gewahrleisten.™
Verbindungen diese Kriterien erfiillen, sei an dieser Stelle auf Kapitel 7.6 verwiesen, wo alle diese

berechneten Werte fir die hergestellten Verbindungen zusammengestellt sind.

Fiir eine differenziertere Betrachtung der Inhibitionsergebnisse fir BpMip sowie zur weiteren
Optimierung der Strukturen ist es nicht nur sinnvoll, die potentesten Verbindungen zu betrachten,

sondern die Substanzen auch im Hinblick auf ihre Effizienz zu untersuchen. Darunter versteht man
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die Reflexion verschiedener Parameter, um gesetzte Werte moglichst optimal zu erreichen. Haufig
besteht eine Korrelation zwischen Molekiilmasse bzw. Lipophilie und Aktivitat. Kritisch ist, dass
mit groRerer Lipophilie und Molekiilmasse eines potentiellen Wirkstoffs eine hohere
Wahrscheinlichkeit besteht, dass diese Substanz aufgrund von Off-Causal-Effekten in der Klinik

scheitert.®’

Deshalb werden im Wirkstoffdesign verschiedene Konzepte angewandt, um die
Aktivitditen mit physiochemischen Parametern in Verbindung zu bringen. Die Liganden-Effizienz
(ligand efficiency, LE) gibt das Verhaltnis von Aktivitdt zur Anzahl der Schweratome (heavy atoms,
HA, nicht-Wasserstoffatome) wieder. AuRerdem spielt die Lipophile-Liganden-Effizienz (lipophilic
ligand efficiency, LLE), die eine Relation zwischen Aktivitdt und Lipophilie wiedergibt, eine

wichtige Rolle (Tabelle 30).*"***

Tabelle 30: Formeln zur Berechnung der LE und LLE.

ligand efficiency LE = (1.37 + HA)-pK;

lipophilic ligand efficiency LLE = pK; - clogP oder logD; 4

Das Ziel im Wirkstoffdesign sollte es sein, die Affinitdt der Leitstruktur bei gleichbleibender
Effizienz zu verbessern. Oft kommt es wahrend des Optimierungsprozesses zwangslaufig zur

Erhéhung der MolekiilgréRe (molecular obesity) und der Lipophilie.

Fiir die Berechnung der LLE wurden die experimentellen logD;,-Werte verwendet (Kap. 3.6.1.3).
Tragt man die LE gegen die LLE auf, so kdnnen Verbindungen mit einem LE (iber 0.3 und einer LLE
Uber 5 als ,,drug-like” und damit als geeignete Wirkstoffkandidaten angesehen werden. Abbildung

68 zeigt, dass fast alle Verbindungen am optimalen Effizenzbereich liegen.
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6,0 - ‘/ 5-28B

518D u. 524D
S e ~ & < 5-8u
M Referenzen 1la/$-1a .. :’ A
4,0 Ref 8a/s8 S_ZSC\ m N * )3’ ®
sJ 7 A Referenzen 8a/5-8a * 1
* 8 ' N
# Substitution am Benzylrest des Sulfonamids & / i e P
=30 - i
- Substitution des Benzylsulfonamids ’ H +* L
1
1
20 - Substitution am Piperidin-2-carbonsaureester 5-1a i 8a 5.8a
® Inhibitoren unter 360 MW 1a i
1
1.0 m Piperidin-2-carbonsdureamid-, tert. Amid-, H
Diamid-, und Acetanilidderivate i
Rapamycin |
0,0 : . | .
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4
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Abbildung 68: LE und LLE der an BpMip getesteten Verbindungen.
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Die Leitstruktur 1a/S-1a liegt deutlich unterhalb dieser Grenzen, wohingegen 8a/S-8a die LE-
Grenze von 0.3 Uberschreiten und folglich bessere Leitstrukturen ergeben. Eine Verbesserung von
LE und LLE ist vom Racemat zur enantiomerenreinen Verbindung zu erkennen, da sich die
inhibitorische Wirksamkeit erhéht. Aussichtsreiche Kandidaten sind die Verbindungen S-8u,
5-18D, 5-24D, S5-28B und S-28F (Abbildung 69). S-28C liegt zwar jenseits des Optimums, gilt aber
aufgrund der guten Aktivitdat im Infektionsassay (Kap. 3.5.2) als aussichtsreicher Kandidat fir die
therapeutische Anwendung. Aus diesem Sachverhalt wird auch der groRte Nachteil dieser
Vorhersage ersichtlich. Fiir die komplexe Wirkstofffindung sind noch andere Faktoren, wie In-vivo-
Aktivitat, Toxizitat, Pharmakokinetik u. v. m. von Belang, die nicht alle in diese Modelle einflieRen

kénnen.
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N 0H3co/\ 0
O J/\J o o o~
N \/\O N N \/\N ’}l H
0§ o O8O ; O ©
o/, d/ le} OH
OCH
Hyco” >C :
S-24D S5-28C S-28F
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5-28B
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Abbildung 69: Strukturformeln der Verbindungen mit dem aussichtsreichsten LE/LLE-Verhaltnis.

Ferner sind Rapamycin, Piperidin-2-carbonsdaureamid-, tert. Amid-, Diamid- und Acetanilidderivate
sowie Verbindungen ohne Benzylsulfonamid unterhalb der ,drug-like“ Grenzen zu finden. Die
Verbindungen mit einem Molekulargewicht von unter 360 g/mol zeigen die hochsten LE-Werte
und haben damit die héchste Bindungsaffinitat pro nicht-Wasserstoffatom. Folglich kénnten diese

Substanzen bei der Weiterentwicklung und Optimierung der Inhibitoren dienlich sein.
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Die Hypothese von Hansch et al.*

verdeutlicht auch heute noch ihre Giltigkeit: , Without
convicing evidence to the contrary, drugs should be made as hydrophilic as possible without loss
of efficacy.” Je niedriger der logP-Wert einer Substanz, desto bessere LLE-Wert hat sie.

117 stellten zusatzlich fest, dass die Erhéhung der LLE mit einer Verbesserung der

Hopkins et a
ADME-Eigenschaften einhergeht. Dies ist auf die niedrigere Lipophilie und auf die erhohte
Spezifitat zurlickzufiihren. Diese Hypothese konnte in dieser Arbeit in Bezug auf logP-Wert und
Loslichkeit fiir viele Substanzen bestatigt werden. Die in Abbildung 69 gezeigten Wirkstoffe
besitzen einen im Verhaltnis zur Leitstruktur niedrigen logP-Wert und ebenso eine moderate bis
hohe Léslichkeit in PBS-Puffer (siehe Kap. 3.6.1.3 u. 3.6.1.4). Fiir zukiinftige Entwicklungen kdnnte
die Vorhersage von Bindungsaffinitaten zwischen Ligand und Zielprotein ein entscheidender

Schritt sein, um die Vorhersagen und damit die Wirkstoffentwicklung noch effektiver und

effizienter zu gestalten.'*®

3.5.2 Infektionsassay an Burkholderien

Mit dem von I. Norville und M. Sarkar-Tyson entwickelten Zell-basierten Infektionsassay wurde
die Wirksamkeit der Inhibitoren zusatzlich zur PPlase-Aktivitit untersucht.”> Dabei wurden mit
Burkholderien infizierte Makrophagen zusammen mit den Inhibitoren inkubiert und anschlieRend

mit Hilfe eines LDH-Kits die Uberlebensrate der Makrophagen gemessen (Abbildung 70).

Kultivierung der Inkubation der geziichteten
Makrophagen Burkholderien mit Inhibitor

N /7

Inkubation der Makrophagen
mit Burkholderien

$

Nach dem Waschen Zugabe
von Kanamycin

$

Zugabe von Kanamycin und
Inhibitor

$

Praparation eines LDH Kits
und Messung des ODs

\. J

Abbildung 70: Schematische Darstellung des Zellassays.
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Zundchst wurden Makrophagen (J774.1) kultiviert und anschlieBend mit einer verdinnten
Bakteriensuspension von B. pseudomallei (K96243) mit DMSO (Kontrolle) oder Inhibitor
(Endkonzentration 50 uM) in DMSO inkubiert. Nach dem Waschen mit PBS-Puffer, wurde mit
einer Kanamycin (1 mg/mL) behandelt, um Burkholderien auRerhalb der Makrophagen abzutéten.
In einem néachsten Schritt wurde das Medium entfernt und die infizierten Makrophagen mit einer
Losung aus Kanamycin (250 ug/mL) sowie den jeweiligen Aliquotes an DMSO bzw. Inhibitor

(Endkonzentration: 50 uM) abermals inkubiert. (Kap. 6.5)

Im Folgenden wurde ein LDH-Kit (Lactatdehydrogenase) nach der Gebrauchsanweisung
prapariert. Durch die Messung der Lactatdehydrogenase, welche bei Lyse aus den Zellen austritt,
kann eine Aussage Uber das Verhaltnis der durch Einfluss der Burkholderien geschadigten zu den
intakten Zellen gewonnen werden. Dabei wird die Kontrolle als Bezugspunkt 100-%iger
Zytotoxizitat verwendet. Je niedriger der prozentuale Wert, desto mehr Makrophagen haben
Uberlebt. Also konnte eine Lyse in Folge der Infektion mit Burkholderien durch den Wirkstoff
verhindert werden. Um aussagekraftige Werte zu erhalten, wurde eine Sechs-fach Bestimmung

durchgefihrt. In Abbildung 71 und Tabelle 31 sind fiir jede Substanz die Mittelwerte dargestellt.

120 - -2
1.80
- 1,8
100 -
- 1,6
182
920 1,4
80 -
_ - 12
= 0.98 %
2 60 - 123 ' -1 ¥
N 0.75 08 §
40 - | 0.58 84 0
65 69 71 0.47 70 ’
sg 60
- 0,4
20 - 40 0.29
0.16 0.15 0.16
0.097 0.091 2 25 0.093 [ 02
0 0
C o ® & @ o ® & & &
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Abbildung 71: Darstellung der Ergebnisse des Infektionsassays (blau) mit den K;-Werten (rot).
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Tabelle 31: Ergebnisse des Infektionsassay an Burkholderien fiir ausgewahlte Verbindungen.

Verbindung BpMip Zelllyse
k
S-Enantiomer Struktur (K;, uM) [%]
OCH;4
(jw/ \/\/@EOCH;
OCH, 0.16 +

S-1a é 0.02 65
) 0.15+ .

0.03 182

N
OW/OWQ
S-8a PN °
o é
N
%OM\LJ
=0 0.097 +
S-8u oé 0.02 73

F

Q(OYCHJ

5-13C TN 1.8+0.6 40

n—

o

N X
] ool k@ 0.16
5-18C 3 000 69

Verbindung BpMip Zelllyse
S-Enantiomer ST (Ki, M) [%]

N O\A())KO\I
|
5-18D O}E)r -
o
(Njw/o\/\o
!
s-181 O;/Ejr on 0.58 123*
o
0 H,;CO
(Njw/o\/\o /\O
o ! 0.47 +

0.091

0.03 &

_ Ss_ 0
S-18P g 0.07 22
cho/\/o
%,co\/\
Q\(Owo ° 075+
_ 0s§_ 0 T
5-18Q O,,gj 016 25
HiCO__~_O
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Verbindung BpMip Zelllyse
k
S-Enantiomer SULILTS (Ki, uM) [%]
ng 0.29+
5-28B gj / 0.06 56
O H;CO
q @
0.98 +
5-28C 0.99 60
0 O
OY 0.093 +
S-28F g) J\qj\oyl 0.01 84
OCH,

(e}
!
%z
(@)
’j-\:

S-31E Oo&) CH, 9.2+1.2 70

*Toxische Wirkung der Inhibitoren auf die Makrophagen

Die erhaltenen Prozentwerte der Zelllyse korrelieren nicht mit den aus dem PPlase-Assay
bekannten Ki-Werten. Die geringsten Zelllyseprozentsatze lieferten S-18P und S-18Q mit 22 % und
25 % sowie S-13C mit 40 % Zelllyse. Die Inhibitoren S-1a, S-8u, S-18C, S-18D, S-28B, S-28C und
S-31E lieferten noch aussichtsreiche Werte zwischen 56 -73 %. Obwohl S-28F die hochste
inhibitorische Aktivitdt im PPlase-Assay aufweist, zeigt es eine niedrige Aktivitdit im
Infektionsassay (84 % Zelllyse). Bei S-8a und S-18I konnte gar eine Forcierung der Makrophagen-
Sterblichkeit festgestellt werden (>100%). Es ist anzunehmen, dass diese Substanzen eine
toxische Wirkung an Makrophagen zeigen. Eine Erkldarung fir dieses Phdnomen kann nicht
gefunden werden, zumal sich die Verbindungen S-8a (182 % Zelllyse) und S-8u (73 % Zelllyse)
strukturell sehr ahnlich sind, deren Aktivitdten im Infektionsassay jedoch weit auseinander

driften.

Fir Verbindungen 5-24D und S$-28G konnte eine geringe Zytotoxizitdt an Makrophagen
(IC50 = >100 puM) im Assay des SFB 630 festgestellt werden, wohingegen diese Verbindungen eine
erhohte Toxizitat im Infektionsassay aufwiesen. In weiteren Untersuchungen des SFB 630 konnte
fiir bei beiden Verbindungen S-24D und S-28G bei einer Erhohung der Inhibitorkonzentration eine
signifikante Erniedrigung der Anzahl der Zellen beobachtet werden. Da die LDH-Aktivitat mit der
Anzahl der lysierten Zellen {iber den kompletten Inkubationszeitraum korreliert, der
Zytotoxizitatsassay sich aber aus dem Prozentwert toter Zellen zur Anzahl aller Zellen nach 72 h
ergibt, konnten dies als Erklarung fiir die unterschiedlichen Ergebnisse dienen. Folglich waren

diese beiden Systeme zur Messung der Zytotoxizitat nicht vergleichbar.
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3.5.3 NMR-Experimente an LpMip

Fiir die entscheidende Frage, ob ein Zielprotein eine geeignete ,drugability” aufweist, wird mit
experimentellen und computergestitzten Methoden nach einer nutzbaren Bindetasche gesucht.
Mit Hilfe der NMR-Spektrometrie gelang Shuker et al.™ in Jahr 1996 der Durchbruch im
fragmentbasierten Wirkstoffdesign mit der Entwicklung eines nanomolaren Inhibitors fiir die

Bindetasche des FKBP.

Allgemein muss unterschieden werden, ob bei NMR-Untersuchungen ein Ligand oder ein Protein
beobachtet wird. Bei der Untersuchung des Liganden kann die Anderung der chemischen
Verschiebung bis zum Magnetisierungstransfer zwischen Protein und Ligand detektiert werden.
Diese ligandbasierten Methoden besitzen eine hohe Empfindlichkeit und eine niedrige

Fehlerquote.™

Fur die in dieser Arbeit angewandte proteinbasierte Methode wurden zur Untersuchung der
Bindungsverhaltnisse zwischen Ligand und Protein an der Universitdt Bayreuth in der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Paul Résch von Dr. Kristian Schweimer N-HSQC-Experimente
(Heteronuclear Single Quantum Coherence) durchgefiihrt. Dabei kommt es unter Einfluss eines
Inhibitors am **N-markierten Protein zur Veridnderung der chemischen Verschiebung im Vergleich
zum ungebundenen Protein. Mit dieser Methode konnte anhand der Aminosaurensequenz die

Bindetasche identifiziert werden.'® **°

77-213

Fur die Messungen wurde die >N markierte C-Domane des Mip aus Legionella pneumophila

verwendet.”” 2

Die zu testenden Verbindungen wurden in 10 % Acetonitril-d; mit einer
Proteinkonzentration von 0.1 -0.2 mM, einer Ligandkonzentration von 1 -2 mM und in einem

Protein-Ligand-Verhaltnis von 1:10 oder 1:20 vermessen.

Mit Hilfe der Gleichung 3 konnte die Verdnderung der chemischen Verschiebung vom

ungebundenen Protein im Vergleich zum Protein-Ligand-Komplex dargestellt werden.

1
Veranderung der chemischen Verschiebung = [(’)( 1H) + (0.1 . 6(15N))]2 (Gleichung 3)

Eine Anderung der chemischen Verschiebung von 0.04 ppm gilt als signifikant. Bereits Juli et al.®
konnte S-1a als eine an LpMip bindende Substanz identifizieren, die auch im PPlase-Assay eine
entsprechende inhibitorische Aktivitat zeigt. Dabei waren die Aminosauren Tyr55, Phe65, Asp66,
Ser67, Val82, Ile83, Gly115 und Phel26 jene, die die groRten Anderungen in der chemischen
Verschiebung zeigten. Die graphische Auswertung erfolgt durch Auftragung der Veranderung der
chemischen Verschiebung gegen die Aminosduresequenz des Proteins. Fir fast alle titrierten
Substanzen, die eine Inhibition der PPlase-Aktivitdt zeigten, ergaben sich groRe Verdnderungen
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der chemischen Verschiebung. Exemplarisch ist die Grafik der Verbindung S-28B gezeigt
(Abbildung 72).

0,16 |
0,14
0,12
0,1
0,08 |
0,06 |
0,04 |
0,02 |
0

normalisierte Veranderung der
chemischen Verschiebung [ppm]

0 20 40 60 80 100 120

Aminosauresequenz

Abbildung 72: Normalisierte Veranderung der chemischen Verschiebung fiir S-28B und LpMip.

Die Aminosduren mit der groRten Verschiebungsanderung sind Tyr55, Phe65, Asp66, Ser67, 11e83,
lle101, Tyr109, Gly116, Phe126 (vgl. Tabelle 45). Hier ergibt sich eine hohe Ubereinstimmung mit
den von S-1a am stdrksten beeinflussten Aminosduren. Somit kann von einem sehr dhnlichen
Bindemodus ausgegangen werden. Wirft man einen Blick auf die Bindetasche von LpMip, so féllt
auf, dass der Grofiteil dieser Aminosauren tief in der Kavitat liegen, was fir deren Konserviertheit

spricht (Abbildung 73).

VAL-114

“\Gin7s A\ » ' b GLY-116

) LEU-124

‘/PHE-126 Q(
A PHE- 65
ASP-66 2/

Abbildung 73: Bindetasche von LpMip mit S-1a.

Auffallig ist die teils hohe Verschiebungsdanderung der beiden Aminosaure lle83 und Val82 bei u.a.
den Verbindungen S-8a, 8b, S-8n, S-8u und S-35B. Dies kann als MaR fir die relative Affinitat
gesehen werden. Je weiter die Signale der beiden Aminosduren bei Zugabe der Inhibitoren
verschoben werden, desto starker ist vermutlich die Bindung (Tabelle 42). Da diese Aminosauren
mit dem Ester der Piperidin-2-carbonsdure interagieren und damit tief in der Bindetasche liegen,
konnten sie fir weitere Dockingexperimente interessant sein, um die Bindungsaffinitat der
Wirkstoffe weiter zu erhéhen.
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Zusatzlich konnten fir die gut in Wasser loslichen Substanzen 181 und 28B Ky-Werte
(Dissoziationskonstanten) bestimmt werden. Dabei wird der Ligand portionsweise zum Protein
zugegeben und nach jedem Titrationsschritt ein HSQC-Experiment vorgenommen. Die Signale der
durch den Liganden beeinflussten Aminosauren werden im Verlauf des Versuchs verschoben

(Abbildung 74).
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Abbildung 74: NMR-Titrationsexperiment fiir 28B: Anderung der chemischen Verschiebung bei unter-
schiedlichen Ligandkonzentrationen.

Die beobachteten Signale entsprechen dem populationsgewichteten Mittel der Resonanzen des
freien und des gebundenen Proteins, da die Assoziation des freien Proteins und des freien
Liganden sowie die Dissoziation des Komplexes sehr schnell sind (,,fast-exchange-Regime®). Durch
die schrittweise Zugabe des Liganden wird der Anteil des Komplexes erhéht und die beobachteten
Signale verschieben in die Richtung des vollstandig gebundenen Proteins. Fiir eine Resonanz ist
dies in Abbildung 75 aufgezeigt, bei der das Verhaltnis zwischen Ligand und Protein gegen die
Frequenzdanderung des Resonanzsignals des Proteins aufgetragen ist. Folglich kann aus dem
Titrationsverlauf die Gleichgewichtskonstante mit Hilfe der Uber das Massenwirkungsgesetz

hergeleiteten Formel berechnet werden (Gleichung 4).

Jops = xp0p + xp 0p; = 0p + (0py, — Op)Xpy,

(Kp+Ganiply) | Ko+ QIPloy=4(Plr

dops = 0p + (Op, — 0p) 2Pl 2P

(Gleichung 4)

Dabei steht x fiir den Molenbruch und r fiir das Verhltnis Ligand zu Protein [L]o/[P]o.
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Die Dissoziationskonstanten liegen fir die titrierten Verbindungen 181 und 28B bei ungefahr

0.9 mM.

Frequenzanderung des Resonanzsignals [Hz]

o
[i

5 10 15 20 25 30 35 40
Verhéltnis Ligand/Protein

Abbildung 75: Exemplarische Bestimmung der Gleichgewichtskonstante fiir eine Resonanz fiir 28B.

3.5.4 Bestimmung der Toxizitit an Leber- und Nierenzelllinien

Im Rahmen des SFB 630 war es moglich einige ausgewahlte Verbindungen auf deren zytotoxische
Effekte auf Leber- (HepG2) und Nierenzelllinien (HEK 293T) zu untersuchen. Ausgehend von der
Leitstruktur S-1a, die im Vergleich eine hohe Toxizitdt an allen Zelllinien zeigt, konnte mit S-8a die
Toxizitdt nennenswert verringert werden. Fir einige Wirkstoffe wurde aufgrund einer guten
Loslichkeit die maximale Grenze ICso-Wertes von 160 uM Uberschritten (Kap. 3.6.1.4). Fir S-18D
wurden somit verringerte und fiir S-181 und S-28B stark verringerte Zytotoxizitdtswerte erhalten

(Tabelle 33).
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Tabelle 33: Zytotoxizitdt ausgewahlter Verbindungen an Makrophagen-, Leber- und Nierenzelllinie.

4
QYOWX’R

O=g

d/

Toxizitat, J774.1 Toxizitat, HepG2 Toxizitat, HEK 293T

Verbindung X R* (ICoo, M) (ICoo, M) (ICoo, M)
S-la CH,  -CeH»-3,4,5-(OCH;)s 48.4 43.45 £ 4.87 11.28+1.59
5-8a CH, -3-CsHaN >100 142.92 £ 24.16 42.27 +2.26
S-8u’ CH, -3-CsHaN >100 124.15 + 25.63 34.04£4.71
$-18C 0co -4-CsHaN >100 > 160 > 160
5-18D 0co -3-CsHaN >100 282.7 £6.99 140.73 £3.22
s-18l 0co -C¢H4-4-COOH >100 621.75 + 58.15 428.35+2.74
18L* 0co -CsHa-3-NH, >100 97.73£2.90 37.07£4.21
22p* NH -CsHa-4-NO, 51.3 100.02 £ 13.27 12.87 £1.07
22F* NH -CsHa-4-NH, 51.1 12.14+1.80 2714029
$-288B NHCO -3-CsHaN >100 915.07 +17.04 196.28 £ 8.61
$-28C NHCO 54, céfé?z_o CHy), > 100 > 160 > 160
S-28F NHCO  -CeH3-3-OCHs, 4-OH >100 119 64.29  11.70

* Racemat; " zusatzlich mit para-Fluor Substitution am Benzylring.

Einige Verbindungen zeigten dagegen eine fiir die Substanzklasse ungewdhnlich hohe Toxizitdt
wie zum Beispiel 22A, 22E oder 22G. Die gemeinsamen Strukturmerkmale dieser Wirkstoffe
waren Aniline, aromatische Nitroverbindungen sowie aliphatische sek. Amine (Tabelle 34).
G. Smith beschreibt in seiner Veroffentlichung ,,Designing drugs to avoid toxicity” die Griinde der

zytotoxischen Wirkung naher.*>

Tabelle 34: Verbindungen mit erhohter Toxizitat.

Toxizitat, 1Csg

Verbindung R* (774.1, uM)
22A -CeHr3,4,5-(OCH); 1 27.7
@ S 22E -CeHa-4-NO, 2 21.5
o) oy 226 _CeHa-4-NH, 2 6.1
o 22H 6-Indazol 2 43.8
221 -CeH-3,4,5-(0CH3); 2 22.8
22) CH3-3,4-(OCH3), 2 68.7
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Die toxischen Eigenschaften von Nitrogruppen wurden in den letzten 50 Jahren intensiv
untersucht. Die meisten Nitro-Verbindungen kénnen Methamoglobindmie verursachen und
gelten als potentielle Mutagene. Die drei Reduktionsprodukte der Nitro-Verbindungen sind die
aromatische Nitroso-Verbindung, das aromatische Hydroxylamin und das Anilin. Alle drei weisen
unterschiedliche Mechanismen fir ihre Toxizitdt auf (Abbildung 76). Die Nitroso-Aromaten
konnen aus eigener Kraft kovalent an Hamoglobin und Albumin binden und gelten deshalb als
kanzerogen. Hydroxylamine modifizieren kovalent DNA mittels vorheriger Aktivierung durch

% Fur

Bildung elektrophiler Nitreniumionen Uber O-sulfatierte oder acetylierte Metaboliten.
Aniline existieren hauptsachlich zwei Mechanismen, die fir die Toxizitat verantwortlich sind. Der
Erstere ist die Oxidation des Aromaten in ortho- oder para-Stellung zum Amin. Diese ortho- bzw.
para-Aniline sind ihrerseits wieder Vorstufen fiir elektrophile ortho- und para-Benzochinonimine.
Der zweite Weg fiihrt tiber die Oxidation des Stickstoffs des Anilins zu Hydroxylamin, Nitroso- und

Nitro-Verbindungen.'*?

Bindet kovalent an

Hamoglobin und Bildet DNA
Albumin Addukte
! N
OH 0-8-0
2 NO HN HN 6
Nitrobenzol Nitroso Hydroxylamin  Nitreniumion

R=H
Oxidation

R

\

0 R R
NH HN HO-N NH, HN
.
Bindet an HC = Bindet an
Protein ‘ | - — | Protei
. _ N \ rotein
R = Alkyl OH

Acetyl CoA Anilin
Sulphotransferase

Abbildung 76: Verlauf der In-vivo-Aktivierung von Nitro- und Anilinverbindungen.

Durch Reduktionszyklen zwischen den einzelnen Verbindungen kommt es zur Bildung einer
reaktiven Sauerstoffspezies. Sabbinoni et al.">® fanden heraus, dass die Hamoglobinbindung mit
der Oxidierbarkeit der Aminogruppe des Anilins abnimmt, wohingegen die Mutagenitat und die

Kanzerogenitat mit der Oxidierbarkeit zunehmen.

G. Smith stellte jedoch fest, dass auch viele Arzneistoffe mit Anilin-Fragmenten existieren. Viele
dieser Verbindungen besitzen Aminoheterozyclen oder funktionelle Gruppen, die eine para- oder
ortho-Oxidation des Aromaten verhindern, um dadurch eine mogliche toxische Wirkung zu

unterbinden.’
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3.5.5 Biologische Untersuchungen an anderen Organismen und Mips

Wie bereits erwdhnt, existieren noch andere Pathogene, die ein Mip-Protein besitzen. Die in
dieser Arbeit hergestellte Verbindungsklasse konnte neben den bereits erwdahnten Mips auch an
weiteren Pathogenen bzw. deren exprimierten Mips auf die Inhibition der PPlase-Aktivitat
getestet werden. Im Rahmen der Kooperation mit dem Dstl wurde eine inhibitorische Wirkung an
Francisella tularensis- und Yersinia pestis-Mip festgestellt. Fir weitere Details sei hier auf

/75

D. Begley et al.”” verwiesen. Das Forschungsinteresse liegt auch auf Coxiella burnetii, an dessen

Mip ebenfalls Inhibitoren der vorgestellten Substanzklasse gestestet werden sollen.

In einer Kooperation mit dem Biozentrum Wiirzburg wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
T. Rudel und PD Dr. V. Kozjak-Pavlovic ausgewahlte Verbindungen von A. Reimer an Chlamydia
trachomatis und Neisseria gonorrhoeae getestet. Zunachst wurden jeweils die Mips der beiden
Pathogenen isoliert und dem PPlase-Assay zugefiihrt. Dort konnte in ersten Tests eine Aktivitat
festgestellt werden. AbschlieRende Messungen, die von Dr. M. Weiwad an der Martin-Luther

Universitat Halle-Wittenberg durchgefiihrt werden, stehen noch aus.

In weiteren Testungen, die im Biozentrum ausgefiihrt wurden, sollte die Auswirkung der
Inhibitoren auf das Adhdrenz- und Invasionsverhalten der Neisserien analysiert werden. Dafir
wurden Chang-Zellen mit einem PorBIA-positiven Stamm der Neisserien infiziert und mit einem
Seminaphtharhodafluor-Farbstoff (SNARF) angefarbt. Als Negativkontrolle dienten mit DMSO
behandelte Zellen und als Positivkontrolle 10 mM Phosphat-Puffer (Na,HPO,/NaH,PO,, pH = 7.4),
da dieser den PorB1A vermittelten Invasionsweg der Neisserien unterbindet. Mit Hilfe eines
Mikroplattenlesegerdtes konnten die Anzahl der Chang-Zellen und die Anzahl der Neisserien pro
Well bestimmt und daraus die Anzahl der Neisserien pro Zelle berechnet werden. Dabei wurde
untersucht, ob die Wirkstoffe die Anzahl der Bakterien konzentrationsabhangig im Vergleich zu
den Kontrollen senken kdnnen. Einige Inhibitoren zeigten eine Aktivitat, wobei die Wirkung von

S-8n herausstach.™®

Flir Chlamydia trachomatis wurde ebenfalls ein Assay etabliert, um die Auswirkung der Wirkstoffe
auf die Inklusionsbildung der Chlamydien zu analysieren. Hierzu wurden Hela-Zellen mit griin-
fluoreszierendem Protein (GFP) infiziert und der Fluoreszenzfarbstoff 4‘-6-Diamidin-2-phenylindol
(DAPI) zum Anfirben verwendet. Als Negativkontrolle wurde erneut DMSO und als
Positivkontrolle Tetrazyklin verwendet. Es diente ebenfalls ein Mikroplattenlesegerat zum Zahlen
der Hela-Zellen und der Chlamydien-Inklusionen. Folglich konnte die durchschnittliche Flache der
Hela-Zellen und die durchschnittliche Flache der Inklusionen sowie zusatzlich die Inklusionsflache
pro Zellfliche berechnet werden. Je hoher die Konzentration des Inhibitors, desto kleiner die
Inklusion. Auch in diesem Test zeigten einige der hergestellten Substanzen 1b, 1c, S-8n, und 12a

gute Wirkung.™®
82



Ergebnisse

Zusatzlich wurden einige ausgewahlte Vertreter der Substanzklasse im Rahmen des SFB 630 an
L. major und T.b. brucei getestet. An L. major konnte bei keiner der Substanzen eine
inhibitorische Aktivitat festgestellt werden. Bei T. b. brucei fallt auf, dass kleinere Molekile mit
einem Molekulargewicht von ca. 350 g/mol keine Aktivitdt aufweisen, die Verbindungen mit
héherem Molekulargewicht jedoch ICs;-Werte nach 72 h zwischen 6 uM und 25 uM zeigen
(Tabelle 35).

Tabelle 35: Biologische Daten fiir Testungen an L. major und T. b. brucei.

L. major T. b. brucei T.b. brucei Toxizitat,

VeRrat::ﬂ‘;:g Struktur (ICso, 48 h 72 h 17741
M) (1Cso, UM) (1Cso, UM) (1Cs0, M)
OCH,
) OCH
O%O OCH,
1b g} > 100 11.79 14.40 > 100

OCH,

Q/OW@
N OCH,
1c O > 100 10.73 12.64 > 100

NO,
OCH;
OCH;

le ol T o, 24.76 24.63 37.2
2 OCH,
N ° OCH
1i 05 o ' n. d. 4.29 5.81 39.2
gj\g)vm-moc
(Nj\'(o\/
)
3¢ Og/? 0 > 100 > 40 > 40 > 100
NO,
(Njﬁ/o\/
<!
3n o > 100 >40 >40 > 100

8c ;//? n. d. 13.02 13.36 46.7
NO,
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8n o”g; n.d. 6.50 9.44 35.8

L. major T. b. brucei T.b. brucei Toxizitat,
Struktur (1Cso, 48 h 72 h 17741

uM) (ICs0, uM)  (ICs0, M) (ICso, UM)

Verbindung
S-Enantiomer

S-1a ol T © >100 11.62 15.02 48.4
[¢
Q(O /\ |
s-8a 03,,2)0 n. d. > 40 > 40 > 100
/N
(Nj\rfo <

S-8u OEJ n. d. > 40 > 40 > 100

5-18D \é - n. d. > 40 > 40 >100
(0]
%Owg ‘ XN
S-288B OQEDO - n. d. > 40 > 40 > 100
o) H3CO/\
N O\/\N O
| H
5-28C A n. d. >40 > 40 > 100
H,cO” >N °

(0]
Owwk@
0= | o H
S-28F ogj o d > 40 > 40 > 100
OCH;

Neben den beiden bereits erwdhnten Pathogenen wurden ebenfalls im Rahmen des SFB 630
einige Verbindungen von C. Juli sowie S-1a und 3c auf eine inhibitorische Wirkung an Y. pestis
untersucht. Alle Substanzen in diesem Assay zeigten einen ICsg-Wert von >40 uM und waren

somit nicht aktiv.
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3.5.6 FKBP12-Mip-Selektivitit

Da die meisten Inhibitoren auch auf eine inhibitorische Aktivitdit an humanem FKBP12 getestet
wurden, kann mit Hilfe beider 1Cso- bzw. Ki-Werte die Selektivitat fir das jeweilige Zielprotein
ermittelt werden. Zur Darstellung wird ein Selektivitdtsindex gewahlt, der sich aus dem
Quotienten des ICsp- bzw. Ki-Wertes von LpMip bzw. BpMip und dem ICsp-Wert des FKBP12
zusammensetzt. Ausgewahlte Inhibitoren sind in Tabelle 36 aufsteigend nach dem SI-Wert fir

Burkholderien angegeben.

Tabelle 36: Inhibitionswerte und SI-Werte fir die Proteine LpMip, BpMip und FKBP12.

Verbindung LpMip BpMip FKBP12 Slitomin/  Sligpmips

Struktur
Racemat (ICso, kM) (Kj, pM)  (ICs0, UM) FKBP) FKBP)
(Nj\n/o\/\ﬁ
S 0 0.17+
Jd + N t
8b g} 3.9+0.3 0.03 0.9+0.2 4 0.2
N
(NjW/O\/\)/\J
Oﬁlé 0
(6]
8h éj 749 +15 21+8 0.9+0.2 83 23
HN o]
N
%OMVQJ
O:‘
80 E}O 33+06 n. d. 29+02 1 ;
Me
%O\w
12b 0 > 100 7.8+3.1 0.3+0.06 >333 26
(0]
|
0 0.097 + 0.08 +
[¢) 3 +
18B 49+0.8 0.02 0.01 61 1
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Verbindung Struktur LpMip BpMip Ki  FKBP ICso  Sliomipy  Slispmip/
S-Enantiomer ICso (UM) (LM) (LM) FKBP) FKBP)
OCH,
N ° OCH, 0.16 =
- <! + +
S-1a ol T 6+0.7 0.02 0.2+0.03 30 1
/N
Ov g
R 0.15 + 031+
- N0 38 x0.
S-8a g} 5.8+0.5 0.03 0.04 19 1
/N
(Nj\'(o g
0ss_© 0.13 +
- 4 + +
5-8n 05} 24+0.1 0.0 1.4+0.1 2 0.09
Cl
/N
N 0 S l
Oss_ 0 0.097 + 0.26 +
- 1 +
S-8u E} 5.7+0.8 0.0 0.0 22 0.4
F
/N
N ° X |
Oss_ 0 422 +
S-8v Jd 26103 0422 0.8+0.01 3 1
0.12
CF,
/N
QYO g
050 0.298 +
- / + +
S-8w J 3.3+04 0.04 0.8+0.01 4 0.4
Br
OYO g 0.14 +
s-12d osl { 240+2.8 1.1+0.2 e 171 8
O//E 0.01
/N
(Nj\fo h 142 0.26
+ +
_ (o] o] - + &Y =
S-12e o 175 55+1.1 0.04 546 21
YT 0.091 +
- O, © - 6+0. 3+0. ot .
5-18D y 26+0.6 0.3+0.05 0.03 9 0.3
(0]
N Oy XN
<! . +
5-28B 0=s_ 0 "l 114+17 1404 0023 ; 8 0.2
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o
(NjW/O\/\gJA\Q\
08 0 + +
S-28F ° o 32+04 0.093 £ 0.27% 12 0.3

o, 0.01 0.02
0. 0]
s8¢ ol T wﬁj\@( 556+ 098+ 048t ,
0”6 0.69 0.29 0.03
493+ 0.41 +

O\/\N
H
= \// 0 . i .
5-28E J 3 Ovo 152 3.2+%0.9 0.10 120 8

Je groRer der SI-Wert, umso potenter ist die Inhibition von FKBP12 im Unterschied zu den Mips.
Umgekehrt stehen SI-Werte kleiner 1 flr einen besseren ICso- bzw. Ki-Werte an Mip im Vergleich
zu FKBP12. Fiir das LpMip wurden Sl-Werte zwischen 546 und 1.1 erhalten. Auffallig ist, dass
Verbindungen ohne Benzylsulfonamid (12b, S-12d, S-12e) deutlich héhere SI-Werte aufweisen als
alle anderen Substanzen. Ein dhnliches Bild ergibt sich fir BpMip, allerdings reichen hier die
absoluten SI-Werte nur bis max. 26 mit 12b. Daneben zeigen alle para-Halogen- (S-8n, S-8u, S-8w)
und para-Nitro-substituierten (8b) Verbindungen eine bessere Selektivitdt zu Gunsten Mips als
der unsubstituierte Inhibitor S-8a. Insgesamt konnten mit S-1a, S-8a, 8b, S-8n, S-8u, S-28B und
5-28F BpMip-Inhibitoren gefunden werden, deren SI-Werte unter eins liegen und damit im

Vergleich zu FKBP12 eine groRere Wirksamkeit am Zielprotein BpMip besitzen.

Fiir weitere Optimierungen der Selektivitat sind Kristallstrukturen der aktuell besten Inhibitoren
von allen Proteinen entscheidend. Dadurch kdnnten weitere Information fiir das strukturbasierte

Wirkstoffdesign gewonnen werden.
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3.6 Bestimmung physikochemischer Parameter ausgewahlter

Verbindungen

Da die Wirkstoffe in einem In-vivo-Modell getestet werden sollen, ist es erstrebenswert, moglichst
viele Daten Uber die Substanzklasse im Allgemeinen zu sammeln. Hierzu wurden die Wirkstoffe,
die in den vorhandenen Aktivitdts- und Toxizitdtsassays gute Ergebnisse zeigten, auf ihre
physikochemischen Parameter untersucht. Zur Bestimmung einiger dieser Parameter wie pK;- und
logP-Wert, Stabilitat sowie Loslichkeit wurde auf die Analyse per HPLC und Sirius-T3-PhysChem
Messsystems zuriickgegriffen. Im Bereich der HPLC-bestimmten Stabilitdt und Loslichkeit wurden
moglichst reprasentative Substanzen vermessen, um einen Uberblick {iber die Substanzklasse zu
erhalten. Die Charakterisierung am Sirius-T3-Titrationssystem wurde von N.Hecht aus der
Arbeitsgruppe von Prof. L. Meinel (Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie) und von
N. Teveer aus der Arbeitsgruppe an vielversprechenden Verbindungen durchgefihrt. Ferner
wurde die Proteinbindung der Verbindungen, die fiir die In-vivo-Studie vorgesehen waren von

M. Volpp aus der Arbeitsgruppe bestimmt.

3.6.1.1 Bestimmung der Stabilitat

Die Stabilitat definiert die Fahigkeit eines Wirkstoffs, seine Identitat und Reinheit gemaR der
festgelegten Spezifikationen beizubehalten. Fir die Betrachtung spielen physikalische, chemische

und mikrobiologische Stabilitdt eine Rolle.

Im Hinblick auf die synthetisierten Verbindungen sollte die chemische Stabilitdt fiir einige
Verbindungen vor allem bei Wirkstoffen, die zwei Esterfunktionen im Molekil tragen, evaluiert
werden. Aus diesem Grund sollte die Stabilitdt in den Assaysystemen und fiir die bevorstehenden

In-vivo-Experimente untersucht werden.

Zunachst wurde die Stabilitat der Verbindungen in 10 mM HEPES-Puffer (pH = 7.8) getestet, da in
diesem Puffer der PPlase-Assay durchgefihrt wird. Zur Ermittlung der Stabilitat der einzelnen
Verbindungen wurden Stammldsungen (4 mg/mL) in MeOH hergestellt und entweder 1:10 mit
MeOH verdiinnt oder 1:10 mit einem Losungsmittelgemisch aus MeOH und 10 mM HEPES-Puffer
(pH = 7.8; v/v 3:7) versetzt. Die 24-stiindige Inkubation erfolgte bei -20 °C mit den methanolischen
Proben und bei 25 °C und 40 °C jeweils mit den methanolischen sowie den Puffer-haltigen Proben
(Methode siehe Kap. 6.1.3). Die Proben wurden nach 0 h und nach 24 h mittels HPLC vermessen.
Die folgende Abbildung 77 gibt die Stabilitdt [%] nach 24 h bezogen auf den Zeitpunkt 0 h wieder.
Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind nur die Daten fiir die Proben in Methanol und in
Pufferlosung bei 40 °C gegeniibergestellt. Die kompletten Messdaten sind in Kap. 6.8.1 zu finden.
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Stabilitdt in 10 mM HEPES-Puffer / MeOH, 40° C, 24 h
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Abbildung 77: Graphische Darstellung der Inhibitor-Stabilitat.

Die Abbildung 77 zeigt nur Verbindungen, die instabil sind, wobei die Substanzen 1a und 8a zu
Vergleichszwecken eingefligt wurden. Alle weiteren getesteten Inhibitoren wiesen auch nach 24 h
in der Pufferlésung eine Stabilitdt von tiber 95 % auf. Dies waren die Verbindungen 18I, 13B, 13C,
24A, 28B, S-31E, S-28C, S-28D, S-28G und S-24D. Wahrend die Wirkstoffe in Methanol weitgehend
stabil sind, kommt es im Puffermedium zu teilweise erheblichem Abbau von bis zu 100 % bei 18C
nach 24 h. Es fallt auf, dass alle instabilen Wirkstoffe zwei Esterfunktionen besitzen (Abbildung
78). Eine Ausnahme stellt Verbindung 18I dar, bei der am Benzoesdureester eine Carbonsdure-
Funktion in para-Stellung (R* = -C¢H4-4-COOH) zu finden ist. Diese Verbindung war mit 96 %
Stabilitdt nach 24 h im Puffer stabiler als alle anderen getesteten Verbindungen mit zwei Estern.

Das entstehende Carboxylat-Anion wirkt desaktivierend auf die Esterhydrolyse.

Abbildung 78: Grundstruktur der instabilen Verbindungen.

Um die Instabilitdt dieser Verbindungsklasse naher zu untersuchen, wurden die entstandenen
Metaboliten von der in Puffer inkubierten Substanz 18D (50 °C, 22 d) zundchst mittels
praparativer HPLC getrennt und die Struktur mit Hilfe der NMR-Spektren aufgeklart (Methode

siehe Kap. 6.1.3). Dabei wurde 13B als Hauptmetabolit erhalten. Weiterhin konnte der Metabolit
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M1, bei dem es sich um den Methylester der Nicotinsdure handelt, isoliert werden. Dieser
Metabolit entstand durch die Veresterung mit dem in der L6sung vorhandenen Methanol unter

basischen Bedingungen.

Diese Daten konnten anschlieBend mit Hilfe einer analytischen HPLC verifiziert werden, indem die
Retentionszeiten  der  moglichen  Metaboliten mit den  Retentionszeiten  des

Zerfallschromatogramm von 18D verglichen wurden (Abbildung 79).
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Abbildung 79: HPLC-Chromatogramm zum Abbau von 18D.

Auch hier wurden die Hauptmetaboliten M1 und 13B aus dem praparativen HPLC-Versuch
gefunden. Daneben konnte noch Nicotinsdure sowie M2 und 17D in geringen Mengen detektiert
werden. Dies ldsst Riickschliisse darauf zu, dass der Ester am Piperidinring ebenfalls in geringem

Male hydrolisiert wird.

In einem weiteren Experiment sollte ermittelt werden, ob die Wirkstoffe auch unter den
Bedingungen eines Zellassays eine ausreichende Stabilitat besitzen. Zur Testung wurden die
gelosten Inhibitoren (Stammlésung: 20 mM DMSO) mit einer Endkonzentration von 100 uM im
RPM-Medium eingesetzt. Die Inhibitoren wurden zusammen mit der Makrophagenzelllinie
(J774.1), die fur den Toxizitatassay verwendet wird, fir O h, 1 h und 24 h bei 37 °C inkubiert.™’

Nach Aufarbeitung der Proben, wurden diese mittels HPLC analysiert (Methode siehe Kap. 6.1.3).

Zur Auswertung der Daten wurden die erhaltenen Peakflachen der Zeitpunkte 1 h und 24 h mit
der Peakfliche zum Zeitpunkt Oh ins Verhiltnis gesetzt, um die prozentualen Anderungen

bezogen auf den Zeitpunkt Null zu erhalten.

90



Ergebnisse

Die Stabilitatstests in Makrophagen bestatigten die bereits gewonnenen Erkenntnisse (iber die

Stabilitat der Substanzen im Puffer (Abbildung 80).

Stabilitdt der Verbindungen in Makrophagen
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Abbildung 80: Graphische Darstellung der Inhibitoren-Stabilitdt in Makrophagen.

ErwartungsgemaR zeigten die Wirkstoffe mit zwei Estern im Molekil (18D, 18F, S-18P) bzw. mit
einem Ester auf der Seite der Benzoesaure des Molekiils (S-31B) eine geringe Stabilitdt. So lagen
beispielsweise flir 18D nach 24 h nur noch 60 % der Ausgangskonzentration vor. Eine Ausnahme
bildete die Verbindung S-18S, von der auch nach 24 h noch 79 % vorhanden waren. Da diese
Substanz aber im Puffermedium nur eine Stabilitat von 72 % aufwies, kdnnte es sich hierbei auch
um einen analytischen Fehler handeln. Alle Gbrigen getesteten Verbindungen (13B, S-24D, 28B,
5-28G) hingegen zeigten kaum Hydrolyse und besitzen somit eine ausreichende Stabilitdt, um im

Zellassay getestet zu werden.

Bemerkenswert ist, dass der Wirkstoff 13B (Abbildung

81) in allen Tests eine sehr gute Stabilitat aufwies, so (Nj}(o\/\OH
0<{_ o

dass davon ausgegangen werden kann, dass der Ester J

des Piperidinrings ausreichend stabil ist.

Abbildung 81: Strukturformel von 13B.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Inhibitoren groRtenteils eine hohe Stabilitat im
Puffermedium und im Zellmedium aufweisen, mit Ausnahme der Diester-Verbindungen. Hier kann

zwischen stabileren und weniger stabilen Verbindungen differenziert werden.
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Um im Vorfeld der In-vivo-Studien die Stabilitat der Verbindungen S-28B und S-28C in humanem
Blut zu untersuchen, wurde in einer Dreifachbestimmung die entsprechende Substanz in
Methanol (Stammlosung: 4 mg/mL) zu humanem Blut gegeben. Nach 0 h, 1 h, 4 h, 24 h und 48 h
Inkubation bei 37 °C wurde 8a als interner Standard hinzugefligt und die Proben anschlieend mit
Essigsdureethylester extrahiert. Das Losungsmittel wurde mit Hilfe einer Vakuumzentrifuge
entfernt und die Proben darauf mit Methanol versetzt und anschlieBend mittels HPLC vermessen

(Methode siehe 6.9).

Die erhaltenen Peakflaichen wurden zur Auswertung mit dem internen Standard 8a ins Verhaltnis
gesetzt. Im Anschluss wurden die Verhaltnisse der Messungen 1 h, 4 h, 24 h und 48 h mit dem bei
0 h erhaltenen Wert in Relation gesetzt, um die prozentualen Anteile der noch nicht zerfallenen
Substanz zu erhalten. Es zeigte sich, dass 5-28C in humanem Blut eine etwas hdhere Stabilitat

aufweist als 5-28B (Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.).

Abbildung 82: Graphische Darstellung der Stabilitat von S-28B (blau) und 5-28C (rot) in humanem Blut.

Zur Berechnung der Halbwertszeiten wurden die prozentualen Anteile logarithmiert und gegen
die Zeit aufgetragen. Hierbei wurde von einer Kinetik erster Ordnung ausgegangen, um die

Halbwertszeiten der Verbindungen in humanem Blut wie folgt zu berechnen:

t1, = ln_Z
/2 k

Dabei gibt t,, die Halbwertszeit und k die Geschwindigkeitskonstante wieder. Die Konstante wurde
als negative Steigung der Ausgleichsgerade bei Auftragung des natiirlichen Logarithmus des
prozentualen Anteils gegen die Zeit erhalten (siehe Kap. 6.9). Flr S-28B ergab sich somit eine
Geschwindigkeitskonstante von 0.0186 h™ und fiir 5-28C 0.0112 h™". Nach oben genannter Formel
betragen die Halbwertszeiten in humanem Blut fiir S-28B 37 h und fiir S-28C 62 h.
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Durch genauere Analyse der Proben nach 48 h mittels einer HPLC-Gradientenmethode
(Kap. 6.1.3) wurden einige Metaboliten fir S$-28B identifiziert. Anhand des Vergleichs der
Retentionszeiten (tg) der Reinsubstanzen mit den Retentionszeiten der Probe nach 48 h konnten
27B, Nicotinsdure, Nicotinamid und Nicotinsduremethylester als Metaboliten identifiziert werden

(Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.).

o) o)
HO _~
HO = ‘N H,N = IN H;CO = ‘N E = ‘N
AN XN AN AN
27B

Nicotinsaure-
methylester

tR =2.71 tR =4.38 tR =4.74 tR = 8.80

Nicotinsdure Nicotinamid

Abbildung 83: Im Blut gefundene Metaboliten von S-28B.

Der Nicotinsduremethylester ist aus der Nicotinsdure wahrend der Aufarbeitung der Proben in

Methanol entstanden.

3.6.1.2 Bestimmung des pKs-Wertes

Zur Ermittlung des logP-Wertes und der Loslichkeit mit Hilfe des Sirius-T3-Titrationssystems muss
zunachst der pK,-Wert der Analysesubstanz ermittelt werden. Dieser kann UV- oder
potentiometrisch bestimmt werden. Die Versuche werden mit dem Sirius-T3-Titrationssystem in
ISA-Wasser (,,ionic strength adjusted“-Wasser, KCl 0.15 M) bei 25 °C durchgefiihrt. Generell gilt fr
eine monoprotische Verbindung, dass nach Henderson-Hasselbalch der pK,-Wert gleich dem

pH-Wert ist, bei dem 50 % der neutralen und 50 % der ionisierten Spezies vorliegen."®

=i+ g (220
bis =D 0og [B]

Im Folgenden wird exemplarisch die Bestimmung des pk-Wertes des Wirkstoffs S-28B, der eine

Pyridinfunktionalitat besitzt, beschrieben (Abbildung 84).

Abbildung 84: Strukturformel von S-28B.
Um die UV-metrische Methode anwenden zu kénnen, muss die Verbindung mindestens eine
ionisierbare Gruppe (pH-Bereich =2 -11) und zusétzlich einen Chromophor, der maximal 3-4
Bindungslangen hiervon entfernt ist, besitzen. Durch die Anderung der lonisierung kommt es zu

einem veridnderten Extinktionskoeffizienten. Mit Hilfe des Anderungsprofils der UV-Absorption
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158

kann der pK,-Wert ermittelt werden. Fir S-28B wurde dieser in einem UV-metrischen

Vorversuch zu 3.33 + 0.14 bestimmt (Abbildung 85).

100 re———
BH* B
80
S
= 60 pK,-Wert =3.33 £0.14
€
a
Qa0
N
@
Q.
(%]
20
0
3 5 7 9 11
pH-Wert

Abbildung 85: UV-metrische Bestimmung des pK,-Wertes von S-28B.

Fir die pH-metrische Methode wird eine pH-Elektrode verwendet, die die Anderung des
elektrochemischen Potentials bei Zugabe von Sdure oder Base detektieren kann. Sobald ein
sprunghafter Anstieg der Spannung erfolgt, kann der pK,-Wert aus einem Bjerrum-Diagramm
ermittelt werden. Es ergibt sich eine Funktion aus dem pH-Wert und der durchschnittlichen
molaren Ladung. Fir monoprotische Basen wird eine Skala von 0 (neutral) bis +1 (Kation)
aufgezeigt, bei der der Aquivalenzpunkt und folglich der pk,-Wert bei einer 50-%igen lonisierung,
also bei +0.5 zu finden ist. Die pH-metrische Bestimmung gilt gegeniber der schnellen UV-
metrischen Bestimmung als die genauere der beiden Methoden.”® Abbildung 86 zeigt den

Mittelwert aus drei Messungen, bei denen ein pK,-Wert von 3.26 + 0.04 ermittelt wurde.

1.0 1

=74]

o

>

©

3

o pK.-Wert = 3.26 £ 0.04

% 0.5 4

E A

o

Q2 r
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3 5 7 9 11
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Abbildung 86: Potentiometrische Bestimmung des pK,-Wertes von S-28B.
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Fiir weitere gemessene Verbindungen ergaben sich folgende pH-metrisch bestimmte pk,-Werte:

5-8a:5.41£0.02, S-8u: 4.71 £ 0.09, 5-28F: 8.54 + 0.08.

3.6.1.3 Bestimmung des logP-Wertes

Mit dem logP-Wert wird der Verteilungskoeffizient eines Stoffes in einem Zwei-Phasensystem aus
n-Octanol und Wasser beschrieben. Damit lassen sich Riickschliisse auf die Lipophilie des
Molekiils ziehen. Besonders wichtig ist diese Methode im Hinblick auf , Lipinski‘s Rule of five®, die
eine maximalen logP-Wert von 5 postuliert, um eine ,drug-likeness” zu gewahrleisten. Mittels
Sirius-T3-Titrationssystem erfolgt die Bestimmung potentiometrisch aufgrund der Verschiebung

des pK-Wertes.

Wie bereits erwahnt, wird der logP-Wert als Verteilungskoeffizient der neutralen Spezies einer
Substanz im Zwei-Phasensystem bezeichnet (ll). In diesem System spielen die
Dissoziationskonstante im wassrigen Medium (I) und das Verteilungsgleichgewicht des Kations
zwischen n-Octanol- und Wasserphase als logP,,, (lll) sowie die Dissoziationskonstante in der
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n-Octanolphase (IV), welche als poKs-Wert bezeichnet wird, eine Rolle (Abbildung 87).

Abbildung 87: lonisationsgleichgewichte einer basischen Verbindung in einem Zweiphasensystem.

Durch Abwanderung neutraler Molekiile (X) in die n-Octanolphase (ll) wird das Dissoziations-
gleichgewicht der Sdure im wassrigen Medium verdndert. Folglich verschiebt sich auch das
Gleichgewicht in der wassrigen Phase. Bei Sduren kommt es dadurch zu einer Erhéhung des
pK,-Wertes, wohingegen es fir Basen zu einer Erniedrigung dieses Wertes kommt. Mit Hilfe des
poKs-Wertes, der durch die Titration der Substanz mit unterschiedlichen Anteilen n-Octanol

bestimmt wird, kann tiber folgende Gleichung der logP-Wert bestimmt werden:**®

lOgP — <\/(poKsneutral _ PK5)2> _ <\/(pOKSneutral _ pKSIon)Z) _ logR
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Die auf diese Weise ermittelten logP-Werte lagen fiir S-8a bei 3.53 £ 0.04, fiir 5-8u bei 2.44 £ 0.15
und flir 5-28B bei 1.37 £ 0.13 (Abbildung 88 u. Tabelle 37).

0.5

Mittlere molare Ladung

0.0 1

pH-Wert

Abbildung 88: Potentiometrische Bestimmung des logP-Wertes von S-28B.

Um den logP-Wert von allen hergestellten Verbindungen bestimmen zu kénnen, wurde eine
HPLC-Methode verwendet (Methode siehe Kap. 6.5). Um In-vivo-Verhaltnissen nahe zu kommen,
wurden logD-Werte bei pH-Wert 7.4 bestimmt. Daher bezeichnet man diesen als logD;,-Wert.
Der logD-Wert ist definiert als Verteilungskoeffizient der neutralen und ionisierten Spezies einer
Verbindung. Folglich ist der logD-Wert im Gegensatz zum logP-Wert fir Sduren bzw. Basen
pH-abhangig. Somit missen beim Vergleich der logP-Werte zwischen HPLC-Methode und Sirius-
Methode die pK,-Werte beachtet werden, da die Verbindungen bei einem pH-Wert von 7.4
unterschiedlich ionisiert sein konnen. Fir S5-8u und S5-28B ergaben sich sehr gute
Ubereinstimmungen beider Methoden (Tabelle 37). Fiir S-8a weichen die beiden experimentell
bestimmten Werte voneinander ab, obwohl die Verbindung die gleiche Pyridinfunktionalitat wie
S-8u besitzt. Die ermittelten logD, 4-Werte fiir S-8a und S-8u ergaben mit 2.4 und 2.2 eine gute
Ubereinstimmung. Eine groRe Ahnlichkeit zeigte der logP-Wert der Sirius-Methode von S-8a mit
dem berechneten logP-Wert (logC, mit C fir ,calculated”), der mit Hilfe von Chemdraw Ultra 13.0

ermittelt wurde.
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Tabelle 37: logP-, logD; 4- und logC-Werte der Verbindungen S-8a, S-8u, S-28B, und S-28F.

Verbindung Sirius (logP) HPLC (logD-.4) logC
S-8a 3.53+0.04 24 3.6
S-8u 2.44 +0.15 2.2 3.7
5-28B 1.37+0.13 14 2.9
S-28F n. d. 1.3 3.1

3.6.1.4 Bestimmung der Loslichkeit

Um mit dem Sirius-T3-Titrationssystem die Loslichkeit einer Verbindung im Wassrigen zu
bestimmen, wird der Wirkstoff zundchst bei einem pH-Wert, bei dem die Verbindung vollstandig
ionisiert ist, vorgelegt. Es wird anschlieRend in Richtung des pK.-Wertes titriert, wobei der Anteil
der neutralen Spezies der Substanz ansteigt und es durch Uberschreitung der Léslichkeitsgrenze
zu Prazipitation kommt, da die neutrale Spezies eine schlechtere Loslichkeit als die hydrophilere,

ionisierte Substanz besitzt.

Die Konzentration, bei der es erstmals zu Prazipitationen kommt, wird als kinetische Loslichkeit
bezeichnet. Die intrinsische (= thermodynamische) Loslichkeit gibt die Konzentration der freien,
neutralen Form einer ionisierbaren Verbindung im Gleichgewicht an. Zur Ermittlung wird unter
Bericksichtigung der Einwaage der Probe, des pK,-Wertes der Verbindung und des pH-Wertes, bei
dem die Probe prazipitiert, eine Bjerrum-Kurve fir den gelosten Zustand erstellt. Die tatsachlich
erhaltene Titrationskurve, bei der Prazipitation stattfindet, gibt die thermodynamische Loslichkeit
wieder und ist somit pH-abhangig. Der pH-Wert, bei dem die thermodynamische Léslichkeitskurve
von der idealen In-Losung-Kurve abweicht, wird zur Berechnung der intrinsischen Loslichkeit
verwendet. In Abbildung 89 ist zusatzlich die kinetische Loslichkeit (Sy,) als der Punkt definiert, bei

dem erstmals Prazipitate auftreten.'®
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Abbildung 89: Bestimmung der intrinsischen und kinetischen L&slichkeit von S$-28B mit Hilfe zweier
Bjerrum-Kurven.

Folgende intrinsische Léslichkeit wurden erhalten: S-8a 122 + 3 ug/mL, S-8u 436 + 9 pg/mL, S-28B
1757 £ 36 pug/mL, S-28F 1751 + 22 pg/mL.

Mit Hilfe einer HPLC-Methode wurde ebenfalls die intrinsische Loslichkeit ausgewahlter
Substanzen bestimmt. Dazu wurden pro Verbindung drei Proben der zu untersuchenden
Verbindungen eingewogen und mit PBS-Puffer (pH = 6.8) versetzt. Die Proben wurden in einem
Thermomixer inkubiert. Nach 2 h, 24 h sowie zwischen 32 h und 48 h wurde jeweils eine Probe
entnommen und mittels HPLC analysiert (Methode siehe Kap. 6.1.3 u. 6.7). Zur Erstellung einer
Kalibriergeraden wurden Proben bekannter Konzentration vermessen und die Peakflache gegen
die Konzentration aufgetragen. Mit Hilfe der Geradengleichung wurde die Loslichkeit der

Substanzen ermittelt.
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Tabelle 38: Ubersicht (iber die Léslichkeiten der synthetisierten Wirkstoffe, bestimmt mittels HPLC.

Verbindung Léslichkeit [ug/mL]  Stabw [ug/mlL]
la unléslich -
S-8a 101.8 51
8b 36.1 0.8
S-8u 67.7 54
13B 4540.1 15.5
13C 16.4 14
18D 178.0 1.2

18I 1196.3 308.9
5-18P 8.9 0.2
5-18S 51.5 0.3

24A 16.2 0.9
S-24D 206.4 1.3
S5-28B 1363.3 1.2
5-28C 239.0 9.5
S-28G 1158.8 27.0
S-28F 238.3 7.4
S-28l 28.4 4.8
S-31E 2038.4 15.0

35C 952.9 9.9

Anhand der Vielzahl der unterschiedlichen Wirkstoffe, fiir die die Loslichkeit bestimmt wurde,

konnen folgende Beziehungen diskutiert werden.

Durch das Einfiihren eines Ethers in der Alkylkette von 1a konnte die Lslichkeit mit Wirkstoff 24A

von komplett unloslich auf 16.2 pg/mL gesteigert werden (Abbildung 90).

OCH, OCH;

W@iOCH3 i OCH;
(%(o OCH,4 (Njﬁfov\o OCHj4
0s§_ o 0s§_ o
1a 24A
unléslich 16.2 pg/mL

Abbildung 90: Strukturformeln und Loslichkeit von 1a und 24A.

Weiterhin wurde gezeigt, dass bei Nitro-Substitution am Aromaten in para-Position (8b) die
Loslichkeit um ca. 60 % im Vergleich zum unsubstituierten Aromaten verringert wird (Abbildung
91). Auch in der Literatur konnte die Loslichkeit durch Einfihrung polarer Nitrogruppen am

Aromaten nicht immer erhoht werden.*** '
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Abbildung 91: Strukturformeln und Loslichkeit von S-8a und 8b.

Die Loslichkeit konnte durch Einflihrung eines Esters in der Alkylkette bei 18D im Vergleich zu S-8a
fast verdoppelt werden (Abbildung 92). Mit S-28B konnte die Loslichkeit nochmals um mehr als
Faktor 7 im Vergleich zu 18D erhdht werden. Durch den Ersatz des Esters (18D) durch ein Amid
(28B) konnte nicht nur die Loslichkeit, sondern auch die chemische Stabilitdit des Wirkstoffs

entscheidend verbessert werden (Kap. 3.6.1.1).
\/\/ENJ I I
N ¢ N N 00 | NN N O\/\H | NN
l =
18D 28B

OZ// 0 ;/ o 2/ 0
S-8a
101.8 pug/mL 178.0 ug/mL 1363.3 pg/mL

Abbildung 92: Strukturformeln und Léslichkeit von S-8a, 18D und 28B.

Allgemein konnte durch die Substitution von Estern mit Amiden die Loslichkeit der Substanzen

verbessert werden (vgl. S-18P <> 5-28C, 13C <> S-31E, 18D <> 35C).

Im Vergleich der erhobenen Lo&slichkeitsdaten ergibt sich bei S-8a und S-28B eine gute
Ubereinstimmung zwischen Sirius- und HPLC-Ergebnissen. Fir S-8u und S-28F weichen die
bestimmten Daten der HPLC- und Siriusversuche um Faktor 6-7 voneinander ab. Da die
kinetische Loslichkeit in allen Fallen nicht wesentlich von der intrinsischen Loslichkeit abweicht,

handelt es sich bei allen Verbindungen um nicht supersaturierende Wirkstoffe (Tabelle 39).

Tabelle 39: Vergleich der mittels Sirius und HPLC bestimmten Loslichkeit.

Sirius (kinetisch) Sirius (intrinsisch) HPLC (intrinsisch)

Verbindung [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
S-8a 122 122 102
S-8u 439 436 68

5-28B 1506 1757 1363
S-28F 1399 1751 238
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3.6.1.5 Bestimmung der Proteinbindung

Ein Wirkstoff kann im Zusammenhang mit Plasmaproteinen (Albuminen) in zwei verschiedenen
Formen vorliegen, auf der einen Seite als proteingebundene Form und als ungebundene, freie
Fraktion. Nur die ungebundene Fraktion ist bioverfligbar. Deshalb ist es bei der Wirkstofffindung

wichtig zu wissen, wie hoch der Anteil an freier Substanz ist, die eine Wirkung erzielen kann.

Die Proteinbindungen der Verbindungen wurden mit Hilfe der kontinuierlichen
Ultrafiltrationsmethode bestimmt. Dazu wurde durch eine Messzelle mit Filter, die nur
Wirkstoffmolekile passieren lasst, reiner Wirkstoff in einem PBS-Puffer (pH = 7.4) gespiilt und der
Konzentrationsanstieg mittels UV-Absorption ermittelt. Nachdem der Wirkstoff entfernt wurde,
wurde die Messzelle mit Protein beladen und anschliefend erneut mit Wirkstoff gesplilt sowie die
UV-Absorption detektiert. Die Proteinbindung ergab sich aus der Flache zwischen den beiden

aufgenommenen Absorptionskurven.

Fiir die Substanzen S-28B und S-28C wurde die Proteinbindung an bovinem Serumalbumin mittels
vierfacher Bestimmung zu einem Mittelwert von 66.8 £ 2.0 % bzw. 59.2 + 0.7 % ermittelt. Das
bedeutet, dass bei 5-28B 33 % und bei S-28C 42 % der Verbindung frei verfiigbar im Plasma

vorlagen.
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3.7 In-vivo-Untersuchungen

In einer In-vivo-Studie sollten die neuen Inhibitoren auf ihre Wirksamkeit an Burkholderien

getestet werden. Aussichtsreiche Kandidaten wurden aus der Bibliothek unter Bericksichtigung

der in vorangegangen Kapiteln vorgestellten Inhibitionsergebnisse im PPlase- und Infektionsassay

sowie der Ligandeneffizienz und weiteren erhobenen physikochemischen Parametern ausgewahlt

(Tabelle 40).

Tabelle 40: Uberblick iber die Datenlage der aussichtsreichen In-vivo-Kandidaten.

5-28B 5-28C S-28F
K; (PPlase; uM) 0.285 0.98 0.093
Infektionsassay (Cinnibitor: 56 60 84

50 uM, Zelllyse in %)
Zytotoxizitat (I1Cso, uM) [SI = Zytotoxizitat/K;]

Makrophagenzelllinie >100 [> 351] >100[>102] > 100 [> 1075]

(J774.1)
Leberzelllinie (HepG2) 915.1 [3211] > 160 [> 163] 119.1[1281]
Nierenzelllinie (HEK 293T) 196.3 [688] > 160 [> 163] 64.3 [691]
Plasmaproteinbindung
Proteinbindung [%] 66.8 59.2 n. d.

Stabilitat [%]
HEPES-Puffer/MeOH

7:3(10 mM, pH = 7.8) 98.5 97.9 97.6

Makrophagen (1774.1) 80.8 n. d. n. d.
HPLC-Analytik

Los:_':f';e.g)(;'ssg';:jier 1363 239 238

logD; ,-Wert 1.4 1.6 1.3
Sirius-Analytik

Loslichkeit in pug/mL 1757 - 1751

logP-Wert 1.4 - n. d.

pk,-Wert 3.26 - 8.54

S-8u
0.097

73

> 100 [> 1031]

124.2 [1280]
34.0 [351]

68

2.2

436
2.4
4.71

*Substanz besitzt keinen pk,-Wert im messbaren Bereich.

Entscheidend flr die Priorisierung der Wirkstoffe S-28B und S-28C fiir die In-vivo-Experimente

waren die guten Ergebnisse im Infektionsassay und die geringe Toxizitdt an allen Zelllinien

gegeniber den im PPlase-Assay wirksameren Verbindungen S-8u und S-28F. Eine ausreichende

Loslichkeit und Stabilitat war flr alle Substanzen gegeben. Die Proteinbindungen liegen in einem

akzeptablen Bereich, so dass fiir S-28B 33 % und fiir S-28C 42 % der Substanz nicht am Protein

gebunden und somit bioverfiigbar sein sollten.
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3.7.1 Bestimmung der mikrosomalen Umsetzung

Die Wirksamkeit einer Verbindung wird maligeblich von der Dosis aber auch von ihren
Metabolismus und ihrer Eliminierung beeinflusst. Kérperfremde Substanzen (Xenobiotika) knnen
hauptsachlich in der Leber durch Biotransformation in unwirksame oder auch wirksame
Metaboliten Uberfiihnrt werden. In Phase-I-Reaktionen kommt es zu Veranderungen der
chemischen Struktur des Arzneistoffs (z.B. durch Oxidation, Reduktion oder Hydrolyse) durch die
im  endoplasmatischen Retikulum membrangebundenen Cytochrom-P450 abhangigen
Monooxygenasen (CYPs) sowie ihren Reduktasen. Die CYPs benétigen als Cosubstrat reduziertes
Nicotinamidadenindinucleotidphosphat (NADPH). Bei diesen Vorgangen werden die Wirkstoffe in
hydrophilere Metabolite Uberfliihrt, um in Phase-lI-Reaktionen eine Kopplungsreaktion mit z.B.
Glucuronsaure einzugehen. Diese Reaktionen filhren im Allgemeinen zu einer besseren

Wasserloslichkeit und renaler Eliminierbarkeit.*®

Zur In-vitro-Untersuchung des Phase-I-
Metabolismus wurde ein etabliertes Modell verwendet, bei dem das zu testende Substrat und

Mikrosomen zusammen mit aktiviertem NADPH inkubiert wurden.

Die mikrosomale Umsetzung der Verbindungen S-28B und S-28C wurde von C. Erk aus der
Arbeitsgruppe mit Mikrosomen aus mannlichen Mauselebern (M9441, Sigma Aldrich)
durchgefihrt. Unter Annahme  einer  Kinetik  erster Ordnung konnte die
Geschwindigkeitskonstante k aus der Steigung der linearisierten Geradengleichung ermittelt

werden.
lnCt= _kt+C0

Dabei ergaben sich die Geschwindigkeitskonstanten zu 0.0085 min™ fir $-28B und 0.032 min™ fiir
5-28C. Mit oben genannter Formel fir die Berechnung der Halbwertszeiten konnten diese fir
beide Verbindungen berechnet werden. Fiir 5-28B ergab sich eine Halbwertszeit von 82 min und
flir 5-28C 22 min. Diese geringen Halbwertszeiten sind vermutlich auf die rasche Spaltung des
Esters in beiden Molekiilen zuriickzufihren. Diese Vermutung wurde durch die Untersuchungen
der Metaboliten, bei denen jeweils die Spaltprodukte fiir die Hydrolyse des Esters als

Hauptmetaboliten identifiziert wurden, bestatigt.

Zur Bestimmung der Clearance (Cl), die das pro Zeiteinheit vom Wirkstoff befreite Plasmavolumen
angibt, wurde zunachst das Verteilungsvolumen (V4) mit Hilfe der Simcyp-Software® berechnet.
Bei dieser Methode nach Berezhkovskiy et al.'®® wird die im Vorfeld bestimmte
Plasmaproteinbindung und der logP-Wert benotigt. Fiir S-28B wurde ein V4 von 0.72 L/kg und fur
5-28C ein V4 von 0.95 L/kg erhalten. Mittels folgender Formel konnte die Clearance berechnet

werden.
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Cl=k- Vd *Mpyraus

Fiir S-28B konnte mit einem standardisierten Mausgewicht (my..s) von 0.025 kg eine Clearance

von 0.15 mL/min erhalten werden. Die Clearance fiir S-28C wurde zu 0.76 mL/min berechnet.

3.7.2 Entwicklung eines geeigneten Vehikels

Fiir die intraperitoneale Gabe wurden die beiden Wirkstoffe zur Applikation in einem Vehikel
gelost. Als Vehikel wurde PBS-Puffer (pH = 7.4) mit 2.5 % DMSO und 1 % Tween 80 ausgewahlt.
Der DMSO-Anteil wurde verwendet, da zunachst eine Stammldsung der Wirkstoffe in DMSO
hergestellt wurde, um die Inhibitoren darauf mit PBS/Tween 80-Pufferlosung zu verdiinnen. Die
Loslichkeit der beiden Wirkstoffe S-28B und S-28C wurde im Vehikel mit und ohne Verwendung
von Tween 80 untersucht. Durch den Einsatz von 1% Tween 80 wurde die Loslichkeit der

Verbindungen um Faktor 2 bis 4 erhoht (Tabelle 41).

Tabelle 41: Loslichkeit von S-28B und 5-28C in PBS-Puffer mit DMSO und Tween 80.

Verbindung Loslichkeit [ug/ml]  Stabw [pug/ml]
5-28B (PBS, pH = 6.8) 1363.3 1.2
S-28B (PBS, pH = 7.4; 2.5 % DMSO) 1874.5 101.4
S5-28B (PBS, pH =7.4; 2.5 % DMSO / 1 % Tween 80) 3377.2 64.5
5-28C (PBS, pH = 6.8) 239.0 9.5
S-28C (PBS, pH = 7.4; 2.5 % DMSO) 215.9 5.5
5-28C (PBS, pH =7.4; 2.5 % DMSO / 1 % Tween 80) 932.2 33.0

Im vorgesehenen Vehikel wurde die Stabilitdt der Wirkstoffe S-28B und S$-28C mittels HPLC
bestimmt. Dabei konnte fiir die Dauer von 24 h bei Raumtemperatur eine ausreichende Stabilitat

von liber 98 % fiir beide Verbindungen festgestellt werden.

Mit Hilfe von Cyclodextrinen sollte eine Formulierung fiir eine spatere orale Gabe entwickelt
werden. In einem Vorversuch wurden unterschiedlichen Verdinnungen von 300 mg/mL bis
37.5mg/mL a-, B- und y-Cyclodextrin in PBS-Puffer (pH=7.4) hergestellt. Fur die erhalten
Verdinnungen wurde die Loslichkeit in einer Dreifachbestimmung fir S$-28C untersucht

(Tabelle 42).

104



Ergebnisse

Tabelle 42: Loslichkeit von $-28C mit unterschiedlichen (2-Hydroxylpropyl)-cyclodextrinen.

(2-Hydroxylpropyl)-a-cyclodextrin
w/v Cyclodextrin [%] Loslichkeit [ug/ml]  Stabw [pg/ml]

30 2791.1 656.1
15 2030.6 383.3
7.5 1163.7 54.0
3.75 628.0 45.9

(2-Hydroxylpropyl)-B-cyclodextrin
w/v Cyclodextrin [%] Loslichkeit [ug/ml]  Stabw [pg/ml]

30 12258.3 563.9
15 5752.1 752.1
7.5 3505.6 272.4
3.75 2057.0 134.2

(2-Hydroxylpropyl)-y-cyclodextrin
w/v Cyclodextrin [%] Loslichkeit [ug/ml]  Stabw [pg/ml]

30 5637.4 362.1
15 2601.4 356.7
7.5 1818.1 74.5
3.75 919.9 70.0

Aus den erhobenen Daten lasst sich erkennen, dass mit steigender Cyclodextrinkonzentration die
Loslichkeit erhoht wird. Die groRte Verbesserung der Loslichkeit wurde bei (2-Hydroxylpropyl)-B-
cyclodextrin erzielt. In Tierstudien wurde gezeigt, dass fiir die gewahlte Dosis das

(2-Hydroxylpropyl)-B-cyclodextrin als gut vertréglich und toxikologisch harmlos einzustufen ist.*®*

3.7.3 Studienablauf

In einer ersten Studie sollte die toxische Wirkung der Verbindungen an fiinf Mausen pro Substanz
anhand einer einmaligen Gabe fir fiinf Tage beobachtet werden. Die Dosisberechnung dafir
wurde mit Hilfe der Simcyp-Software® durchgefiihrt. Dabei wurde fiir S-28B eine Dosis gewahlt,
die um Faktor 10 niedriger als der geringste Toxizitatswert (HEK 293T-1Cs, = 196.28 uM) war. Dies
entsprach einer Gabe von 150 ug des Wirkstoffs in 250 uL des Vehikels. Mit Hilfe der Simcyp-

Software® wurde ein Plasmakonzentrationsprofil erstellt (Abbildung 93).
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Abbildung 93: Plasmakonzentrationssimulation von Verbindung S-28B bei einmaliger Gabe.

Die maximale Plasmakonzentration wurde mit 27.8 uM vorhergesagt. Dieser Wert liegt um Faktor

7 unter der toxischen Grenze und um Faktor 98 Uiber dem Ki-Wert des PPlase-Assays (0.285 uM)
von S-28B.

Fir S-28C wurde wegen des zu geringen Abstands zur Loslichkeitsgrenze ein Faktor von 20 unter
der toxischen Grenze gewahlt. Es wurden 115 pg der Verbindung in 250 uL Vehikel appliziert und
folgendes Profil berechnet (Abbildung 94).

14 4
12

10-|

Systemische Konzentration [uM]

0 . 2 3 4
Zeit [h]
Abbildung 94: Plasmakonzentrationssimulation von Verbindung S-28C bei einmaliger Gabe.
Fir diesen Inhibitor konnte eine maximale Plasmakonzentration von 12.3 uM von der Simcyp-

Software® berechnet werden. Diese lag um Faktor 13 unter der Toxizitatsschwelle und um Faktor

12.6 Gber dem K;-Wert des PPlase-Assays von 0.98 uM.

Wahrend des Experiments konnte keine Beeintrachtigung der Mause-Versuchsgruppe, welcher

der Wirkstoff intraperitoneale appliziert wurde, gegeniber der Kontrollgruppe, der nur das

Vehikel enthielt, beobachtet werden.
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In zuklinftigen Studien soll zunachst die Pharmakokinetik der Wirkstoffe ermittelt werden. Hierzu
sollen einer groBeren Anzahl an Versuchstieren einmalig der Inhibitor appliziert werden. Zu
angemessenen Zeitpunkten sollen den Versuchstieren Blut Uber eine Herzpunktion Blut

entnommen und mittels LC-MS/MS analysiert werden.

Am Ende der Versuchsreihe sollen die Inhibitoren auf ihre Wirksamkeit in einer weiteren Studie
getestet werden. Hierzu sollen Mause, die mit Brukholderien infiziert wurden, die beiden

Wirkstoffe erhalten.
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4 Zusammenfassung

Die Melioidose und die Legiondrskrankheit werden von den beiden Erregern Burkholderia
pseudomallei bzw. Legionella pneumophilia verursacht. Eine hohe Mortalitdtsrate trotz
langwieriger Behandlungen sowie die zunehmende Resistenz vieler Bakterien gegeniber den

eingesetzten Antibiotika verdeutlichen die Notwendigkeit alternativer Behandlungsmethoden.

Als neues Angriffsziel gilt das bereits in vielen Pathogenen gefundene ,macrophage infectivity
potentiator“-Protein, kurz Mip, das als Virulenzfaktor die Infektion forciert. Bei Legionella
pneumophilia ist LpMip daflir verantwortlich, dass das Bakterium in die Lunge eindringen kann.
Dabei Uberwindet der Erreger mit Hilfe des Mips die Epithelzellschicht und die extrazelluldre
Matrix. Fiir BpMip ist der Sachverhalt der Invasion noch Gegenstand aktueller Forschung.>* Beide
Mips zeigen eine hohe Sequenzhomologie zu humanem FKBP12 (FK506-bindende Proteine) und
gehoren deshalb zur Superfamilie der Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen (PPlasen), die die
Fahigkeit besitzen, die cis/trans-lsomerisierung von Peptidbindungen der Aminosdure Prolin zu
katalysieren. Die bereits bekannten FKBP12- und Mip-Inhibitoren Rapamycin und FK506 sind
aufgrund ihrer immunsuppressiven Wirkung nicht zur Behandlung der beiden Krankheiten
einsetzbar. Im Vorfeld dieser Arbeit konnte durch Synthese des literaturbekannten nicht-
immunsuppressiven FKBP12-Inhibitors eine Leitstruktur S-1a gewonnen werden, die sowohl die

PPlase-Aktivitat von LpMip als auch von BpMip inhibiert (Abbildung 95).

OCH,

O:z T OCHj3 '
d LpMip 6 8
BpMip 0.16 303
S-1a Toxizitat in Makrophagen: IC5o = 48.4 UM

Abbildung 95: Datenibersicht der Verbindung S-1a.

Zunachst konnten in dieser Arbeit durch Optimierung des Synthesewegs die Inhibitoren
enantiomerenrein hergestellt werden. Ebenso wurde verifiziert, dass das S-Enantiomer das

aktivere Konfigurationsisomer ist.

Daneben wurde durch Synthese der Verbindung 8a/S-8a die anti-PPlase-Aktivitdit und die
Loslichkeit im PBS-Puffer verbessert sowie die Zytotoxizitdt im Vergleich zu S-1a gesenkt

(Abbildung 96). Diese Verbindung zeigte jedoch eine schlechte Aktivitat im Infektionsassay.
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N
2 |C50— bzw. K-
I-W
(Nj\ro x | Wert in puM Sl-Wert
|

o LpMip 5.8 >17
BpMip 0.15 > 667
5-8a Toxizitat in Makrophagen: ICsg = > 100 uM

Abbildung 96: Datenibersicht der Verbindung S-8a.

Fir eine weitere Verbesserung der inhibitorischen Aktivitdit wurden ausgehend von der

Leitstruktur mit Hilfe von Molecular-Modelling-Untersuchungen (in Kooperation mit der

Arbeitsgruppe Prof. C. Sotriffer) und den Vorschlagen von D. Begley (Beryllium, Seattle, USA) zwei

Bereiche in der Struktur zur Optimierung identifiziert. Zum einen wurde eine Substitution am

Benzylring des Sulfonamids und zum anderen der Austausch des Trimethoxyphenyl-Rests

untersucht (Abbildung 97).

X
Oggw N "R?
y ' e O-
J e o S_ 0
1
¥ X=0, NH, NCH3
R1

Abbildung 97: Substitutionsregionen fir die Optimierung der Inhibitoren.

Fiir die synthetisierten Inhibitoren konnten fir die inhibitorische PPlase-Aktivitat an LpMip und

BpMip folgende allgemeine Trends abgeleitet werden:

e Eine para-Substitution am Benzylring des Sulfonamids ist gegeniber der meta-
Substitution leicht bevorzugt. Die jeweils besten IC;;-Werte bzw. Ki-Werte lieferten S-8n
(p-Cl) mit 2.4 uM fiir LpMip und S-8u (p-F) mit 0.097 uM fir BpMip (Abbildung 98).

Grol3e Substituenten, wie zum Beispiel Isopropyl, Acetyl und 1-Methoxy-1-oxopropan-2-yl
am Benzylring des Sulfonamids in meta- oder para-Stellung fiihrten zu einer schlechteren
Inhibition der PPlase.

Diester-Verbindungen zeigten eine gute Wirksamkeit, sind jedoch im Puffermedium nicht
sehr stabil. Ob deren Aktivitdt auf den Ester zurtickzufiihren ist, bleibt noch zu klaren.

Die malgebliche Anderung beim Design der Inhibitoren war die Substitution des
Benzoesaureesters durch ein Amid, womit die chemische Stabilitdat und Loslichkeit in PBS-
Puffer entscheidend verbessert werden konnte. Ferner kristallisierten sich S-28I als
Verbindung mit dem besten SI-Wert fir LpMip (ICso=2.2 uM, SI=>46) und S-28F
(K; =0.093 uM, SI = > 1075) fur BpMip heraus (Abbildung 98).
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e Fir sek. Amine und Ether in der Alkylkette sowie Piperidin-2-carbonsdureamid-, tert.
Amid-, Diamid-, und Acetanilidderivate konnte keine nennenswerte Verbesserung der

inhibitorischen Aktivitat im Vergleich zu den etablierten Substanzen festgestellt werden.

N
\/\/@
O
QY h
= O O -
? OCH;,
Cl

OCH,

c8n S-28I
- ICso-Wert (LpMip): 2.2 uM,
ICso-Wert (LpMip): 2.4 uM Sl=>46
/N
|
(Nj\(O\/\/&J
0= fo)
]\: OCHj,
F
-28F
5-8u ICso-Wert (BiM?p)' 0.093 uM
) ] 50_ . . ’
ICso-Wert (BpMip): 0.097 pM Sl =>1075

Abbildung 98: Strukturformeln der aktivsten Verbindungen S-8n, S-28l, S-8u, S-28F an BpMip und LpMip.

Dariiber hinaus wurden fir LpMip NMR-Bindungsstudien durchgefiihrt, um die Aminosauren der
Bindetasche zu identifizieren und die In-vitro-Ergebnisse zu verifizieren. Es konnte bestatigt
werden, dass Verbindungen, die eine Inhibition der PPlase-Aktivitdt zeigen, auch im NMR-
Experiment eine Bindung an Mip aufweisen. Insbesondere die beiden Aminosduren Val82 und
1le83 weisen einen groRen Anteil an der Bindung zum Inhibitor auf und koénnten bei

anschlieRenden Docking-Experimenten eine wichtige Rolle spielen.

Mittels HPLC-Analysen wurde fiir einen reprasentativen Teil der Substanzbibliothek die Loslichkeit
in PBS-Puffer bestimmt. Zudem wurde die physikochemische Charakterisierung (Loslichkeit, pK,-
und logP-Werte) mittels Sirius-T3-Titrationssystem vervollstandigt bzw. bestatigt. Aulerdem
wurde die Stabilitat einiger Verbindungen im Puffermedium und in Makrophagen analysiert, um
eine Aussage Uber die Stabilitdt im PPlase-Assay sowie im Infektionsassay an Burkholderien zu
erhalten. Hierbei wurde gezeigt, dass mit Ausnahme der Diester-Verbindungen (18X) nahezu alle

Inhibitoren eine ausreichende Stabilitat aufweisen.

Im Hinblick auf die geplanten In-vivo-Untersuchungen an Burkholderien wurde auf der Basis HPLC-
ermittelter logD;4-Werte die Effizienz der Wirkstoffkandidaten anhand der LE-(ligand efficiency)
und LLE-Werte (ligand lipophilic efficiency) untersucht. Aus dieser Analyse gingen als Substanzen

mit der besten Effizienz S-8u, S-18D, S-24D, S-28B und S-28F hervor. In Zytotoxizitdtstests an
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Makrophagen-, Leber- und Nierenzelllinien zeigten viele Verbindungen eine geringe Toxizitat (u. a.
5-18D, S-28B und S-28C). Zusatzlich zu den PPlase-Untersuchungen wurden ausgewahlte
Verbindungen (u.a. S-8u, S-13C, S-18D, S-28B, S-28C und S-31E) in einem Infektionsassay an

Burkholderien auf ihre Wirksamkeit erfolgreich getestet.

Aus diesen Experimenten kristallisierten sich die beiden Wirkstoffe S-28B und S5-28C als

aussichtsreiche Kandidaten fiir die In-vivo-Studie heraus (Abbildung 99).

5-28B 5-28C

o N
\/\ﬁb K, (PPlase; uM) 0.285 0.98
P

Zytotoxizitat (ICsg, uM)
Makrophagenzelllinie

5-28B (1774.1)

> 100 > 100
i H3C0ﬁo Leberzelllinie (HepG2) 915.07 > 160

Nierenzelllinie (HEK 293T) 196.28 > 160

Hco” > Loslichkeit (PBS-Puffer
pH = 6.8) in ug/mL

Infektionsassay (Cinhibitor:
gj 50 uM, Zelllyse in %) >6 60

1363 239

5-28C logD;4-Wert 1.4 1.6

Abbildung 99: Ausgewahlte Parameter der Verbindungen S-28B und 5-28C.

Fiir diese beiden Verbindungen wurden der prozentuale Anteil der Plasmaproteinbindung (5-28B:
67 % und S$-28C: 59 %) und die mikrosomale Umsetzung (Clearance: S-28B: 0.15 mL/min und
5-28C: 0.76 mL/min) bestimmt, um eine pharmakokinetische Simulation mit Hilfe der Software
Simcyp® durchzufihren. Unter Beriicksichtigung der Simulation wurde ein Dosierschema erhoben,
um die Substanzen den Versuchsmdausen in einem vorher designten Vehikel (PBS-Puffer, pH = 7.4,
2.5% DMSO, 1% Tween 80) intraperitoneal zu verabreichen. In einer ersten Toxizitdtsstudie
konnte bei einer Einmalgabe keine Beeintrachtigung der Mause gegeniliber der Kontrollgruppe

festgestellt werden.

In weiteren Kooperationen mit dem Biozentrum Wirzburg und dem Dstl wurden die Inhibitoren
ebenfalls erfolgreich an den Mips von Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Francisella

tularensis undYersinia pestis getestet.

In dieser Arbeit wurden erstmals Mip-Inhibitoren an Burkholderien in einer In-vivo-Studie
untersucht. Die Wirksamkeit der Inhibitoren im Tiermodell soll in Folgestudien bewiesen werden.
Damit ist eine aussichtsreiche Basis fur zukiinftige alternative Behandlungsmethoden der gram-
negativer Bakterien gelegt.
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4.1 Ubersicht iiber synthetisierte Verbindungen
Tabelle 43: Ubersicht {iber die Substitutionen am Benzylsulfonamid.

OCHy

Esterrest octt, N
Benzylrest o A
H 1a, S-1a, S-1a%, R-1a 8a, S-8a
meta
NO, 1c 8¢, S-8c
NH, le 8e
(o]
/‘{HMNHBOC 1i n. d.
(o]
‘Uﬁ> 1j 8j
CHs
CH;
’I’\N)\CH3 n.d. 8k
CH;
Ay poon n.d. 8l
(o)
o
/’\mk% n. d. 8m
Cl n. d. S-8t
para
NO, 1b 8b
NH, 1d 8d
—
A O 1f 8f
CHs
T
HN\l)J\OCHa 1g 8g
CHg
-
””fHO n. d. 8h
cl 1n 8n, 5-8n
CH; 1o 80, 5-80
F n. d. S5-8u
CF; n. d. S-8v
Br n. d. S-8w
Ethylester
Benzimidazol n. d. 3s
Tabelle 44: Ubersicht {iber die Substitutionen des Piperidin-2-carbonsiureester I.
OEDT Z
RZ
-CH,-3-CsH4N 0] 13A
-C,H,4-OH 0] 13B
-CH(CH5), 0] 13C, 5-13C
-C,H4-NHCO-CgH,-CH,NH-biotin o] 28M
-C,H,;-0C0-CgH,-3,4,5-(0OCH;); NH 31A, S-31A
-C,H,-0OCO-3-CsH4N NH S-31B
-CH,(5-CH3)CH,-OCO-CgH>-3,4,5-(OCH3); NH S$-31C
-CH,(R-CH3)CH,-0OCO-Cg¢H,-3,4,5-(OCH3); NH S-31D
-CH(CH3), NH S-31E
-CH,CH,-0C0-CgH,-3,4,5-(0OCHs)3 N(CH;)CO S-35B
-C,H4,-NHCO-CgH,-3,4,5-(0OCH;3); NH 35C
-C,H4,-CONH-CgH,-3,4,5-(0OCH;3); NH S-35E
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Tabelle 45: Ubersicht iber die Substitutionen des Piperidin-2-carbonsiureester I.

o _R*
(Nj\( O

Oss o0 R® Y

O//?

R n=1,R°=H
-C¢H3-3,4-(0OCHs), 0Co 18A
-C¢H,-3,4,5-(0CH3); 0Cco 18B
-4-CsH,N 0Cco 18C, 5-18C
-3-CsH,N 0Cco 18D, S-18D
-CH4-4-NO, 0Co 18E, S-18E
-CgH4-4-CN 0Co 18F, S-18F
-C¢H3-3,5-(0OH), 0Co 18G
-C¢H,-3,4,5-(0H); 0Co 18H
-C¢H4-4-COOH 0Cco 18I, 5-18I
-C¢H,-3-COOH 0Co 18)
-CgH4-4-NH, 0Cco 18K
-C¢Ha-3-NH, 0Co 18L
-CeHs 0Co $-18M
-2-C4H3N, 0Co S-18N
-CgH3-3-OCH3, 4-OH 0Co $-180
-C¢Hs-3,5-(CH,CH,0CHs), 0Co $-18P
-C¢H3-3,5-(CH,CH,CH,0CH;), 0Co 5-18Q
-C¢H3-3,5-(CH,CH,0H), 0Cco S-18R
-C¢H3-3,5-(CH,CH,CH,0H), 0Cco $-18S
-C¢H,-3,4,5-(0CH3); NH 22A
-CgH,-4-COOH NH 22B
-CgH,-3-COOH NH 22C
-CgH4-4-NO, NH 22D
-CgH4-4-NH, NH 22F
-CgH4-4-NO, NH, n=2 22E
-CgH4-4-NH, NH, n=2 22G
-6-Indazol NH,n=2 22H
-C¢H,-3,4,5-(0CH3); NH, n=2 221
-C¢H3-3,4-(0OCHs), NH, n=2 22)
-C¢H,-3,4,5-(0CH;); 0 24A
-CeHs 0 $-24B
-CgH4-4-Cl 0 s-24C
-3-CsH,N 0 S-24D
-4-CsH,;N 0 S-24E
-C¢H4-4-NO, 0 S-24F
-C¢H,-3,4,5-(OCHs); NHCO 28A
-3-CsH,N NHCO 28B, 5-28B
-CgH3-3-OCH3, 4-OH NHCO S-28F
-C¢Hs-3,5-(CH,CH,0CHs), NHCO S-28C
-C¢Hs-3,5-(CH,CH,CH,0CH;), NHCO $-28D
-CgH4-3-OCH,-C¢Hyy NHCO S-28E
-C¢H,-3,4,5-(OCHs); N(CH3)CO $-35A
-C¢H,-3,4,5-(OCHs); CONH 35D
-3-CsH,N NHCO, R® = S-CH, $-28G
-3-CsH,N NHCO, R® = R-CH; $-28H
-C¢H»-3,4,5-(0CH3); NHCO, R® = S-CH; s-28I
-C¢H,-3,4,5-(0CH3); NHCO, R® = R-CH; 5-28)
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5 Summary

Melioidosis and the Legionnaire’s disease are caused by the pathogens Burkholderia pseudomallei
and Legionella pneumophilia respectively. A high mortality rate despite long-term treatment and
increasing resistance of these bacteria to antibiotics illustrated the necessity of alternative

treatment methods.

An infection-accelerating virulence factor called ,macrophage infectivity potentiator“-protein
(Mip) which has already been discovered in many different pathogens is regarded as a new target.
Within Legionella pneumophilia LpMip is responsible for the penetration of the lung tissue.
Therefore the pathogen intrudes the epithelium and the extracellular matrix. Concerning BpMip
the fact of invasion is still being researched. ** Both Mips show a high sequence homology to
human FKBP12 (FK506-binding proteins) and belong to the super family of peptidyl-prolyl-
cis/trans-isomerases (PPlasen) which have the capability to catalyse the cis/trans isomerization of
proline. The already known FKBP12- and Mip-inhibitors rapamycin and FK506 can’t be used for

the treatment of mentioned diseases due to their immunosuppressive effects.

As preliminary stages to this work a non-immunosuppressive FKBP12-inhibitor (S-1a) that also

showed an inhibitory effect on LpMip and BpMip was synthesized. (Figure 99).

OCHjs
OCH, ICso" e Kr Sl-value
o value in uM
N OCHjs
Oss 0 -
d LpMip 6 8
BpMip 0.16 303
S-1a Toxicity in macrophages: I1Cso = 48.4 uM

Figure 100: Data overview of compound S-1a.

In an early stage of this work the synthesis method was optimized in order to obtain the pure
enantiomeric product. It also was verified that the S-enantiomer is the most active configuration

isomer.

Additionally, by synthesis of compound 8a/S-8a anti-PPlase activity and solubility in PBS-buffer
could be improved as well as the cytotoxicity was minimized in comparison to S-1a. (Figure 100).

However, this compound showed less activity in the infection assay.
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N
Z 1Cs,o- . K;-
| Cso e L Sl-value
N o} N value in uM
|

o LpMip 5.8 >17
BpMip 0.15 > 667
5-8a Toxicity in macrophages: ICso = > 100 uM

Figure 101: Data overview of compound S-8a.

For further improvements of the lead structure with the aid of Molecular-Modelling-experiments
(in cooperation with Prof. C. Sotriffer’'s working group) and proposals made by D. Begley
(Beryllium, Seattle, USA) two areas were identified for optimization. On the one hand the
substitution of the benzylic moiety at the sulfonamide and on the other hand the replacement of

the trimethoxy ring was researched. (Figure 101).

| X=0, NH, NCH3

Figure 102: Replacement areas for optimization of inhibitors.

Following trends for inhibition of LpMip and BpMip could be evaluated for the synthesized
inhibitors:

e Para-substitution of the benzyl moiety of the sulfonamide is slightly preferred to meta-
substitution. Best 1Cso-values resp. Ki-value could obtained by 5-8n (p-Cl) with 2.4 uM at
LpMip and S-8u (p-F) with 0.097 uM at BpMip (Figure 102).

e Large substituents like isopropyl, acetyl and 1-methoxy-1-oxopropan-2-yl at the benzyl
moiety of the sulfonamide in meta- or para-position resulted in poor inhibition of the
PPlase activity.

e Diester-compounds showed good activity, however, they were unstable in buffer media.
Nevertheless, it remains to be explored if the high activity is due to the ester.

e An important alteration in the inhibitor design was the replacement of the ester with an
amide. With this modification chemical stability as well as solubility in PBS-buffer could be
clearly improved. Moreover, the compound 5-28I (ICso = 2.2 uM, Sl =>46) emerged to
have the best Sl-value at LpMip and S-28F (K;=0.093 uM, SI=>1075) at BpMip
(Figure 102).
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o Neither sec. amines and ether in the alkyl chain nor piperidin-2-carboxylic acid amide-,
tert. amide-, diamide-, and acetanilide-derivatives could lead to significant improvements

in PPlase inhibition compared to established substances.

i Oyt

OCH,
OCH,
cl
S-28I
S-8n
i ICso (LpMip): 2.2 uM,
ICso (LpMip): 2.4 uM 50 ( F;| =p>)46 M
N
.
ITI N O\/\Nb\
AN 0=l H
d Ss_ O
o OH
OCH;
F
S-28F
S-8u
i Ki (BpMip): 0.093 uM,
K (BpMip): 0.097 uM ( IOSI =IO)> 0.0 H

Figure 103: Structural formula of the most active compounds 5-8n, 5-28l, S-8u, S-28F.

Furthermore for LpMip NMR-studies were carried out to identify the amino acids of the binding
pocket and to confirm in-vitro results. It was verified that compounds which show anti-PPlase
activity also bind to LpMip in the realised NMR-experiments. In particular, it was revealed that the
amino acids val82 and ile83 play an important role in the binding of the inhibitor and thus could

be helpful in following docking experiments.

For a representative part of the synthesized library solubility in PBS-buffer was determined by
means of HPLC analysis. In addition the physiochemical characterisation (solubility, pKs- und logP-
value) were completed and confirmed by means of a sirius-T3-titration system. Besides the
stability of representative compounds was evaluated in HEPES-buffer media and in macrophages
to spot if these substances are stable in the PPlase assay and infection assay. It could be shown

that nearly all inhibitors offer sufficient stability besides the diester compounds (18X).

To find suitable compounds with regards to the in-vivo-study on burkholderia the efficiency was
evaluated based on the determined logD; 4-values. Therefore, LE-(ligand efficiency) and LLE-value
(ligand lipophilic efficiency) were calculated. From this study compounds S-8u, S-18D, S-24D,
5-28B and S-28F appeared to be most effective.
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Many compounds (e.g. S-18D, S-28B and S5-28C) showed low cytotoxicity in macrophage-, liver-
and kidney-cellines. In addition to the PPlase study selected inhibitors (S-8u, S-13C, S-18D, 5-28B,

5-28C and S-31E) were tested successfully in an infection assay on burkholderia.

From these experiments the inhibitors S-28B and S-28C emerged to be the most promising

candidates for in-vivo-test (Figure 103).

o S5-28B 5-28C
o S
Q\r e T Ki (PPlase; uM) 0.285 0.98
A ~ N
infektion assay ‘(ci.nhibito,. 56 60
50 uM, cell lysis in %)
cytotoxicity (1Cso, LM)
macrophage celline
5-288 1774.1) > 100 > 100
7 H3C0ﬁ liver celline (HepG2) 915.07 > 160
N 0\/\N o
O:I H
d © kidney celline (HEK 293T) 196.28 > 160
/\/O o B
H;CO solubility (F.’Bs buffer 1363 239
pH = 6.8) in pg/mL
5-28C logD;4-value 1.4 1.6

Figure 104: Selected parameter of compounds S-28B and S-28C.

For chosen compounds the plasma protein binding (S-28B: 67 % and S-28C: 59 %) as well as the
clearance in liver cells (5-28B: 0.15 mL/min and $-28C: 0.76 mL/min) was determined to perform a
pharmacokinetic simulation with Simcyp®. Including the results of the simulation a dosage was
raised to apply substances intraperitoneally to the laboratory animal in a previously designed

vehicle (PBS-buffer, pH = 7.4, 2.5 % DMSO, 1 % Tween 80).

In a first toxicity test with single dosage no adverse effects of the mice towards the control group

were observed.

In further cooperation with biocenter Wuerzburg and dstl the compounds were tested
successfully on other Mips like Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Francisella

tularensis and Yersinia pestis.

This work laid the foundation for an alternative treatment of gram-negative bacteria with the first
in-vivo-tests of Mip-Inhibitors against Burkholderia. The clinical efficacy of the inhibitors has to be

confirmed in following studies.
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6 Experimentalteil

6.1 Allgemeine Methoden

6.1.1 Chemikalien
Alle Chemikalien und Losungsmittel wurden von folgenden Firmen bezogen:

Acros Organics (Geel, Belgien)
Alfa-Aesar (Karlsruhe, Deutschland)
Fisher Scientific (Schwerte, Deutschland)
Fluka (Buchs, Schweiz)

Merck (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Schnelldorf, Deutschland)

VWR International (Darmstadt, Deutschland)

Loésungsmittel:

Das Wasser fir den HPLC-Gebrauch wurde mit Hilfe einer Milli-Q-Anlage der Fa. Merck Millipore
GmbH (Schwalbach am Taunus, Deutschland) gereinigt und deionisiert. Weiterhin wurde

Methanol (LiChrosolv®, HPLC gradient grade, Fa. Merck) fiir die HPLC verwendet.

Die Trocknung der verwendeten Losungsmittel wie folgt durchgefihrt:'*

Acetonitril wurde mit 1 g/l Natriumhydrid-Dispersion 10 min unter Riickfluss erhitzt und
anschlieSend destilliert.

- Ethanol/Methanol wurde mit Magnesiumspanen getrocknet und anschlieRend destilliert.
- Aceton wurde liber CaS0,4-0.5 H,0 getrocknet und anschlieBend destilliert.

- Dichlormethan wurde tiber CaCl, getrocknet und anschlieRend destilliert.

- Dimethylformamid wurde Gber CaH, getrocknet und anschlieRend i. Vak. destilliert.

Die absolutierten Losungsmittel wurden tiber Molekularsieb (3.6 A) und unter Argonatmosphare

gelagert.

118



Experimentalteil

6.1.2 Messinstrumente und Apparaturen

NMR-Spektroskopie:

"H-NMR: Bruker Kernresonanzspektrometer AV 400 (400.132 MHz) der Fa. Bruker BioSpin MRI
GmbH (Ettlingen, Deutschland). Als interner Standard wurden die Mittelpunkte der Signale der

deuterierten Losungsmittel verwendet (DMSO-ds: 2.50 ppm, CDCls: 7.26 ppm).

Bei der Beschreibung der 'H-NMR-Spektren werden folgende Abkiirzungen verwendet:
d = Dublett, dd = Dublett von Dubletts, ddd = Dublett von Dubletts von Dubletts, dt = Dublett von

Tripletts; quin = Quintett; m = Multiplet; s = Singulett; t = Triplett.

BC.NMR: Bruker Kernresonanzspektrometer AV 400 (100.623 MHz) der Fa. Bruker BioSpin MRI
GmbH (Ettlingen, Deutschland). Als interner Standard wurden die Mittelpunkte der Signale der

deuterierten Losungsmittel verwendet (DMSO-ds: 39.43 ppm, CDCl3: 77.0 ppm).

Die Spektren wurden mit Topspin (Version 3.2-pl5) der Fa. Bruker BioSpin MRl GmbH (Ettlingen,

Deutschland) ausgewertet.

IR-Spektren:

Die Infrarotspektren wurden mit einem Jasco FT-IR-6100 Spektrometer der Fa. Jasco
(Gross-Umstadt, Deutschland) aufgenommen. Dabei wurde eine Diamant-ATR-Einheit eingesetzt

Die Wellenzahl v ist in cm™angegeben.

Schmelzpunkte:

Mittels einer Schmelzpunktapperatur MPD350:BM 3.5 der Fa. Sanyo (Gallenkamp BV,
Niederlande) wurden die Schmelzpunkte gemessen. Alle mitgeteilten Schmelzpunkte sind

unkorrigiert.
Mikrowelle:

Zur Synthese in einer Mikrowelle wurde das System SynthWAVE Mikrowellen-Hochdruck-Autoklav

der Fa. MLS GmbH Mikrowellen-Laborsysteme (Leutkirch, Deutschland) angewandt.

Zentrifugen:

Fiir die Zubereitung von HPLC-Proben wurde eine HERAEUS FRESCO 17 der Fa. Thermo Scientific
(Waltham, USA) verwendet. Die Proben wurden fiir 5 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Eine

Zentrifuge ,Centrifuge” 5414R der Fa. Eppendorf (Hamburg, Deutschland) wurde fiir die
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Zentrifugation bei 4°C verwendet. Die Proben wurden fir 10 min bei 13000 rpm und 4°C

zentrifugiert.

Vakuumkonzentrator:

Zur Entfernung des Losungsmittels bei der Aufarbeitung der Blutproben diente ein Concentrator

5301 der Fa. Eppendorf (Hamburg, Deutschland).

Thermomixer:

Fiir die Loslichkeitbestimmung wurde ein Thermomixer comfort der Fa. Eppendorf (Hamburg,

Deutschland) verwendet. Die Proben wurden bei 800 rpm und 37 °C inkubiert.

Physikochemische Charakterisierung:

Die Bestimmung der pKs- und logP-Werte sowie der exakten Loslichkeit erfolgte mit einem Sirius-

T3-PhysChem-Messsystem der Fa. Sirius Analytical (East Sussex, UK).
6.1.3 Chromatographische Methoden

Dinnschichtchromatographie:

Fiir die Dinnschichtchromatographie wurden Kieselgel Fertigplatten SIL G-25 mit einer
Schichtdicke von 0.25 mm und Fluoreszenz-Indikator UV254 der Fa. Macherey-Nagel (Diiren,
Deutschland) verwendet. Die Detektion erfolgte je nach Anforderung durch Fluoreszenzléschung
bei 254 nm, durch Eigenfluoreszenz bei 366 nm, durch Anfarben mit Kaliumpermanganat, lod

oder folgende Spriihreagenzien.'®®

Ehrlichs Reagenz: 1 g 4-Dimethylaminobenzaldehyd wurden in einem Gemisch auf 25 mL

konz. HCl und 75 mL Methanol gel6st.

Dragendorffs Reagenz: Ldsung I: 85 mg Bismutnitrat wurden in einer Mischung aus 1 mL Eisessig
und 4 mL dem. H,0 geldst.
Lésung II: 0.8 g Kaliumiodid wurden in 2 mL dem. H,0 gel6st.
Je 0.5 mL beider Lésungen wurden in 2 mL Eisessig gelost und auf 10 mL

mit dem. H,0 aufgefiillt.

Vanillin/Schwefelsdure: 3 g Vanillin wurden in 0.5 mL konz. H,SO, und 100 mL Ethanol gel6st.

Bromkresolgriin: 0.1 g Bromkresolgriin wurden in 500 mL Ethanol und 5 mL 0.1 M NaOH

gelost.
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Sdulenchromatographie:

Als stationdre Phase flir Schwerkraftsdulen dienten Kieselgel 60 (KorngrofRe: 0.063 - 0.200 mm)
der Fa. Merck (Darmstadt, Deutschland). Die Saulen wurden nass gepackt. Die FlieRmittelangaben

sind in Volumenprozent.

Fiir die Flashchromatographie wurde ein Puriflash-430-System der Fa. Interchim (Montlugon,
Frankreich) mit Pumpe (FV2980), Detektor UV 190-840nm (G0O9630), FraktionssammLer (FJ4330)

und integrierter Saulenhalterung verwendet.

Als Sdulenmaterial wurden die Kartuschen Puriflash-Silica-STD (10 um - 50 um, 12 g oder 25 g) der
Fa. Interchim (Montlucon, Frankreich) oder GraceResolve™ (50 pm, 12 g oder 24 g) der Fa. Grace

Davison Discovery Science (Columbia, Maryland, USA) verwendet.

Die Substanzproben wurden mit Hilfe einer beladbaren Vorsaule ,Puriflash Dry Load empty” (4 g
oder 12g) der Fa. Interchim (Montlugon, Frankreich) dem Flashchromatographie-System
zugefiihrt. Zum Packen der Vorsaule wurden Kieselgel 60 (KorngrofRe: 0.063 - 0.200 mm) der Fa.
Merck (Darmstadt, Deutschland) und Celite® 545 der Fa. VWR International (Darmstadt,

Deutschland) benutzt.

Die jeweils bei der Synthese der Verbindungen gewdhlte Methode erstreckte sich Uber einen

Zeitraum von 20 Minuten.

Analytische-HPLC:

Fir logP-Bestimmungen, Reinheitsanalytik, Uberpriifung der Enantiomerenreinheit,
Loslichkeits- und Stabilitatsexperimente wurde ein Agilent HPLC-System (1100 Serie) der Fa.
Agilent Technologies (Boblingen, Deutschland) mit Entgasungseinheit (Degasser G1322A), binarer
Pumpe (BinPump G1312A), Siulenofen (Colcom G1316A), Probenwechsler (ALS G1313A) und
DAD-Detektor (DAD G1315B) verwendet. Zur Auswertung wurde die
Agilent-ChemStation-Software (Release B.03.02) verwendet. Gemessen wurde bei einer

Detektionswellenldange von 254 nm.

Zur Herstellung des Phosphatpuffers wurden zunachst 100 mL einer Stammldsung (0.5 M KH,PO,)
hergestellt. Von dieser filtrierten Stammldsung wurden 50 mL auf 2 L mit Wasser verdiinnt. Nach
dem einstellen des pH-Wertes auf 7.4 mit 25-%iger KOH und 1M H;PO,; wurde auf 2.5L

verdinnt.
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HPLC-Saule:

Mobile Phase:

Gradient:

Flussrate:
Temperatur:

Injektionsvolumen:

HPLC-Saule:

Mobile Phase:

Isokratisch:
Flussrate:
Temperatur:

Injektionsvolumen:

HPLC-Saule:

Mobile Phase:
Isokratisch:
Flussrate:
Temperatur:

Injektionsvolumen:

122

Inertsil ODS-2 C18 (5 um, 150 x 4.6 mm) (Fa. MZ-Analysetechnik, Mainz,
Deutschland) und Nucleodur Sphinx (5 um, 150 x 4.6mm) (Fa. Macherey-
Nagel, Diiren, Deutschland)

Phosphatpuffer (10 mM, pH = 7.4) (A), Methanol (B)

0-15 min: 30 % auf 90 % (B)

15-18 min: 90 % (B)

18-20 min: 90 % auf 30 % (B)

20-25 min: 30 % (B)

1.0 mL/min

30°C

40-60 pL

Inertsil ODS-2 C18 (5 um, 150 x 4.6 mm) (Fa. MZ-Analysetechnik, Mainz,
Deutschland) und Nucleodur Sphinx (5 um, 150 x 4.6mm) (Fa. Macherey-
Nagel, Diiren, Deutschland)

KH,PO4-puffer (10mM, pH=7.4) (A), Methanol mit 0.02%
N, N-Dimethylhexylamin (B)

30 % (A) und 70 % (B)

1.0 mL/min

30°C

20-40 pL

Lux Cellulose-1 (5 um, 250 x 4.6 mm) (Fa. Phenomenex, Aschaffenburg,
Deutschland)

Wasser mit 0.05 % TFA (A), Methanol mit 0.05 % TFA (B)

5% (A): 95 % (B)

0.5 mL/min

25°C

10-40 pL
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HPLC-Saule: Eurosphere 1l 100-5 C18 H (5 um, 150 x 4.6 mm) (Fa. Knauer, Berlin,

Deutschland)

Mobile Phase: Wasser (A), Acetonitril (B)
Isokratisch: flir 28B und S-28C: 45 % (A) und 55 % (B)
oder
Gradient: Zur Identifikation der Metabolite:
0-14 min: 5% auf 70 % (B)

14-15 min: 70 % (B)
15-17 min: 70 % auf 5 % (B)

5 min: Posttime
Flussrate: 1.0 mL/min
Temperatur: 30°C
Injektionsvolumen: 10 pL

Praperative-HPLC:

Die praparative Trennung wurde an einem Agilent HPLC-System (1100 Serie) der Fa. Agilent
Technologies (Boblingen, Deutschland) bestehend aus zwei prdparativen Pumpen (PrepPump
G1361 A), einem Probenwechsler (PrepALS G2260A), einem MWD-Detektor (MWD G1365B) und
einem FraktionssammLer (PrepFC G1364B) (Fa. Agilent Technologies, Boéblingen, Deutschland)
durchgefiuihrt. Die Steuerung und Chromatogrammauswertung erfolgte mit der Agilent

ChemStation Software (Release B.01.03).

HPLC-Saule: Nucleodur Sphinx (5 um, 125 x 10mm) (Fa. Macherey-Nagel, Diren,
Deutschland).
Mobile Phase: Wasser (A), Methanol (B)
Gradient: 0-15 min: 30 % auf 90 % (B)
15-16 min: 90 % (B)
16-18 min: 90 % auf 30 % (B)
18-20 min: 30 % (B)

Flussrate: 3.5 mL/min
Temperatur: RT
Injektionsvolumen: 70 uL
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6.2 Allgemeine Synthese der 1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-

carboxylate
6.2.1 Synthese der Leitstruktur 3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl 1-
(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat

6.2.1.1 Synthese der Priakursoren aus Piperidin-2-carbonsiure zur
1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsiure

Allgemeine Synthesevorschrift (ASV 1): Synthese der 1-(Benzylsulfonyl)piperidin-

2-carbonsiurederivate nach Juli et al.®?

Analog zur Synthesevorschrift von Juli et al.”> wurde ein Aquivalent Piperidin-2-carbonsaure in
40 mL abs. EtOH vorgelegt. Nach der tropfenweisen Zugabe von 3 Aquivalenten Thionylchlorid
wurde die Reaktionsmischung unter Riihren refluxiert, bis das Edukt vollstdndig umgesetzt war
(DC-Reaktionskontrolle, siehe zugehorige Tabelle). Darauf wurde das Losungsmittel i. Vak.
entfernt und der Rickstand mit 20 mL ges. NaHCO;-L6sung versetzt. Nach der Extraktion der
wassrigen Phase mit CHCI; (4 x 30 mL) und der Trocknung der vereinigten organischen Phasen
Uber Na,S0,, wurde das Losungsmittel abermals i. Vak. entfernt, um das gewiinschte Produkt zu

erhalten. Dieses wurde ohne weitere Reinigung weiter umgesetzt.

Alternativ wurde ein Aquivalent Piperidin-2-carbonsiureethylester-Hydrochlorid in 20 mL ges.
NaHCO;-Losung aufgenommen und weiteres festes NaHCO; zugegeben, bis keine Gasentwicklung
mehr festgestellt wurde. Nach 1 h Rihren bei RT wurde die wassrige Phase mit CH,Cl, (4 x 20 mL)
extrahiert. AnschlieRend wurden die vereinigten organischen Phasen tiber Na,SO, getrocknet und

das Losungsmittel i. Vak. entfernt.

In Anlehnung an die Synthesevorschrift von Juli et al.* wurden ein Aquivalent Ethyl piperidin-2-
carboxylat und 3 Aquivalente einer Base entweder N-Methylmorpholin (NMM) oder
Diisopropylethylamin (DIPEA) in 20mL abs. CH,Cl, vorgelegt. AnschlieBend wurde unter
Eiskiihlung und Riihren ein Aquivalent des entsprechenden Siurechlorids zugegeben. Nach
positiver Reaktionskontrolle (DC, siehe zugehérige Tabelle) wurde die Reaktion mit 2 M HCl und
dem. H,0 gewaschen (je 4 x 20 mL). Durch Trocknen der organischen Phase tber Na,SO, und
entfernen des Losungsmittels i. Vak. konnte das Rohprodukt erhalten werden. Falls nétig wurde
dieses Flash-chromatographisch (siehe zugehorige Tabelle) gereinigt. Das Produkt wurde ohne

weitere Charakterisierung in der folgenden Syntheseschritt eingesetzt.
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1. wurden ein Aquivalent des zuvor synthetisierten Esters in

Gemal der Vorschrift von Holt et a
30 mL MeOH gel6st und bei 0 °C unter Rithren 10 mL einer 1 M LiOH-Losung zugetropft. Nachdem
die Reaktionskontrolle (DC, siehe zugehorige Tabelle) kein Edukt mehr anzeigte, wurde die
Reaktion mit 10-%iger HCl auf pH 1 eingestellt. AnschlieRend wurde die wassrige Phase mit CH,Cl,
(4 x30 mL) extrahiert. Zusatzlich wurden die vereinigten organischen Phasen mit dem. H,0
(4x30mL) und einmal mit 30 mL ges. NaCl-Lésung gewaschen. Nach dem Trocknen der

vereinigten organischen Phase (iber Na,SO, und dem Entfernen des Losungsmittels i. Vak. konnte

das Produkt erhalten werden.

(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsdure (4a)

Ansatz (ASV 1):

Ethyl (R, S)-piperidin-2-carboxylat-Hydrochlorid: 5.00g (26.0 mmol)
SV.2:
Ethyl (R, S)-piperidin-2-carboxylat (2): 412mg  (2.62 mmol)
Benzylsulfonsadurechlorid: 500mg  (2.62 mmol)
NMM: 865 L (7.87 mmol)
SV.3:
Ethyl (R, S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (3a): 550mg  (1.77 mmol)
Aussehen: gelbes Ol

OH
Summenformel: Ci3H17NO,S ITI (
Molekiilmasse: 283.3 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

SV 1: R = 0.42 (PE:EtOAc = 1:1, 5 % NEts). 4a
SV 2: R = 0.22 (PE:EtOAc = 5:1).
SV 3: R = 0.32 (PE:EtOAc = 10:3, 5 % FA).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
SV 2: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
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Ausbeute:

SV 1: 3.84g  (24.4 mmol /94 %); Lit.: 60 %."°
SV 2: 550 mg (1.77 mmol / 67 %); Lit.: 77 %.%
SV 3: 500mg (1.77 mmol / 99 %); Lit.: 92 %.%

Die analytischen und spektroskopischen Daten entsprechen den in der Literatur mitgeteilten

Daten.®

(S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsdure (5-4a)

Ansatz (ASV 1):

SV 1:
(S)-Piperidin-2-carbonséaure: 1.00g (7.74 mmol)
Thionylchlorid: 1.69mL (23.2 mmol)
SV 2:
Ethyl (S)-Piperidin-2-carboxylat (S-2): 412 mg  (2.62 mmol)
Benzylsulfonsdurechlorid: 500mg  (2.62 mmol)
NMM: 865 uL (7.87 mmol)
SV.3:
Ethyl (S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (S-3a): 530 mg  (1.70 mmol)
Aussehen: gelbes Ol

OH
Summenformel: Ci3H17NO.S l}l
Molekilmasse: 283.3 g/mol
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):
SV 1: R¢=0.42 (PE:EtOAc = 1:1, 5 % NEt3). >-4a
SV 2: Rf = 0.22 (PE:EtOAC = 5:1).
SV 3: Rf = 0.32 (PE:EtOAC = 10:3, 5 % FA).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
SV 2: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
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Ausbeute:

SV 1: 1.06g  (6.74 mmol / 87 %); Lit.: 88 %.'*’
SV 2: 750 mg  (2.41 mmol / 92 %); Lit.: 70 %.%
SV 3: 450 mg  (1.59 mmol / 93 %); Lit.: 90 %.%

Die analytischen und spektroskopischen Daten entsprechen den in der Literatur mitgeteilten

Daten.®

(R)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsdure (R-4a)

Ansatz (ASV 1):

(R)-Piperidin-2-carbonséaure:
Thionylchlorid:

Ethyl (R)-piperidin-2-carboxylat (R-2):
Benzylsulfonsdurechlorid:
NMM:

Ethyl (R)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (R-3a):

250 mg
421 pL

300 mg
364 mg
629 pL

340 mg

(1.94 mmol)
(5.81 mmol)

(1.91 mmol)
(1.91 mmol)
(5.72 mmol)

(1.09 mmol)

Aussehen: gelbes Ol
Summenformel: Ci3H17NO,LS

Molekilmasse: 283.3 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

SV 1 Rf = 0.42 (PE:EtOAc = 1:1, 5 % NEt,).
SV 2: R = 0.22 (PE:EtOAc = 5:1).
SV 3: Rf = 0.32 (PE:EtOAc = 10:3, 5 % FA).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
SV 2: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100

R-4a
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Ausbeute:

SV 1: 300 mg (1.91 mmol /99 %).
SV 2: 340 mg (1.09 mmol /57 %).
SV 3: 310 mg (1.09 mmol />99 %).

Spektroskopische Daten zu R-4a:

IR (ATR, & [cm™]): 3027 (w), 2950 (w), 2864 (w), 2560 (w), 1708 (s), 1444 (m), 1326 (s),
1228 (m), 1180 (m), 1125 (s), 696 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.41-7.47 (m, 2H, benzyl-CH), 7.33-7.41 (m, 3H, benzyl-CH), 4.58 (d, 1H, >/ = 5.0, pip-CH-2), 4.27 (s,
2H, benzyl-CH,), 3.42-3.52 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.15 (ddd, 1H, ¥ =12.7, 3/=3.1, 12.7, pip-CH-6),
2.12-2.23 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.55-1.78 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.37-1.50 (m, 1H, pip-CH,-5),
1.26-1.37 (m, 1H, pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

176.1 (1C, CO-0OH), 130.9 (2C, benzyl-CH), 129.1 (1C, benzyl-C;), 128.6 (3C, benzyl-CH), 58.9 (1C,
benzyl-CH,), 55.6 (1C, pip-CH-2), 43.5 (1C, pip-CH,-6), 27.5 (1C, pip-CH,-3), 24.9 (1C, pip-CH,-4),
20.3 (1C, pip-CH,-5).

3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propan-1-ol (5)

Es wurden nach einer Vorschrift von Mc Millsetal’®™ 2.00g (8.32 mmol)
3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propionsaure in 30 mL abs. THF unter Argonatmosphére geldst und zu
12.5 mL (12.5 mmol, 1 M) Borhydrid-THF-Komplex-Lésung bei 0 °C zugetropft. Nach 3 h Riihren
bei RT wurde die Reaktionsmischung mit 10 mL ges. Ammoniumchloridlésung versetzt und die
wassrige Phase mit EtOAc extrahiert (3 x 30 mL). Die vereinigten organischen Phasen wurden tber
Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Nach sdulenchromatographischer
Aufreinigung (Kieselgel, R;=0.41, PE:EtOAc = 1:1) konnte 3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propan-1-ol

(5) isoliert werden.

Aussehen: farbloses Ol OCHg
OCH,
Summenformel: C1,H1504
HO OCH
Molekiilmasse: 226.3 g/mol 5 3
Ausbeute: 1.65g (7.29 mmol / 88 %); Lit.: 98 %.'*®
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Die analytischen und spektroskopischen Daten entsprechen den in der Literatur mitgeteilten

Daten.®

6.2.1.2 Veresterung der 1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsiure

Allgemeine Synthesevorschrift (ASV 2): Veresterung der
1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsdurederivate

104 101
I l.

In Anlehnung an die Synthesevorschriften von Dong et a und Neises et a wurde ein
Aquivalent der vorher synthetisierten 1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsidure oder deren
Derivate in 20 mL abs. CH,Cl, vorgelegt. Darauf wurden 1.3 - 1.5 Aquivalente EDC-HCI, 0.2 - 0.5
Aquivalente DMAP und 1 - 3 Aquivalente Alkohol unter Eiskiihlung und Riihren zugegeben. Die
Vollstéandigkeit der Reaktion wurde mittels DC (siehe zugehorige Tabelle) Uberprift. Das

Rohprodukt wurde Flash-chromatographisch (siehe zugehorige Tabelle) gereinigt.

3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl! (R, S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (1a)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a): 430mg  (1.52 mmol)
DMAP: 37mg (300 umol)
EDC-HCI: 436 mg  (2.28 mmol)
3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propan-1-ol (5): 343 mg  (1.52 mmol)
Aussehen: gelbes Ol OCHg
OCHs
Summenformel: CysH33NO5S o
Molekilmasse: 491.6 g/mol O:E g OCH,
/7

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

Rf=0.42 (PE:EtOAc = 2:1).

1a

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100

Ausbeute:

290 mg (590 pmol / 39 %); Lit: 48 %.%

Reinheit (HPLC): 96 % (Methode I).
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LogP (HPLC): siehe S/R-Enantiomer (S-1a / R-1a).

Die analytischen und spektroskopischen Daten entsprechen den in der Literatur mitgeteilten

Daten.®

3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl (S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (S-1a)

Ansatz (ASV 2):

(S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (S-4a): 450 mg  (1.59 mmol)
DMAP: 39mg (318 pmol)
EDC-HCI: 518 mg  (2.70 mmol)
3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propan-1-ol (5): 359 mg  (1.59 mmol)
Aussehen: gelbes Ol OCH,4
OCHs3
Summenformel: Cy5H33NO5S
@]

) N OCHj

Molekilmasse: 491.6 g/mol 0:é o
3
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):
R¢=0.42 (PE:EtOAC = 2:1).
S-1a

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100

Ausbeute:

620mg  (1.26 mmol / 79 %); Lit: 21 %.%

Reinheit (HPLC): 99 % (Methode I).
LogP (HPLC): 3.0

Die analytischen und spektroskopischen Daten entsprechen den in der Literatur mitgeteilten

Daten.®
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3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl (R)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (R-1a)

Ansatz (ASV 2):

(R)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (R-4a): 320mg  (1.13 mmol)
DMAP: 28 mg (226 umol)
EDC-HCI: 281 mg  (1.47 mmol)
3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propan-1-ol (5): 281 mg  (1.47 mmol)
Aussehen: gelbes Ol \ OCHj,

5 3 OCHs3
Summenformel: C,sH33NO,S O; o
Molekiilmasse: 491.6 g/mol 6 ’Tl ’,//”/ OCH;

' ' Oss 0O

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):
Rf=0.51 (PE:EtOAC = 1:1).

R-1a

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100

Ausbeute:

450 mg (915 umol / 81 %).

Reinheit (HPLC): 98 % (Methode I).

LogP (HPLC): 3.0
Spektroskopische Daten zu R-1a:

IR (ATR, ¥ [cm™]): 3064 (w), 2940 (m), 2859 (w), 1731 (s), 1589 (m), 1455 (m), 1335 (m),

1237 (m), 1177 (m), 1122 (s), 698 (m).
'H-NMR (CDCl;, 6 [ppm], J [Hz]):

7.41-7.48 (m, 2H, benzyl-CH), 7.32-7.40 (m, 3H, benzyl-CH), 6.41 (s, 2H, phenyl-CH), 4.53 (d, 1H,
)=4.7, pip-CH-2), 4.27 (s, 2H, benzyl-CH,), 4.16-4.24 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 3.84 (s, 6H,
2 x m-0-CHs), 3.82 (s, 3H, p-O-CHs), 3.40-3.49 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.17 (ddd, 1H, ’J=12.8,%=3.0,
12.8, pip-CH,-6), 2.65 (t, 2H, 3) = 7.6, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 2.11-2.18 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.94-2.03
(m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.54-1.73 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.37-1.49 (m, 1H, pip-CH,-5),
1.17-1.30 (m, 1H, pip-CH,-4).
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BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.5 (1C, CO-O-CH,), 153.2 (2C, C,-0-CHs), 136.7 (2C, phenyl-C,), 131.0 (2C, benzyl-CH), 129.3
(1C, benzyl-C,), 128.5 (3C, benzyl-CH), 105.4 (2C, phenyl-CH), 64.6 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 60.8
(1C, p-O-CHs), 58.9 (1C, benzyl-CH,), 56.1 (3C, 2 x m-0-CHs, pip-CH-2), 43.5 (1C, pip-CH,-6), 32.4
(1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 30.3 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 27.8 (1C, pip-CH,-3), 25.0 (1C, pip-CH,-5),
20.4 (1C, pip-CH,-4).

6.2.2 Synthese von Enantiomernen-reinem 3-(3,4,5-

Trimethoxyphenyl)propyl (5)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat

Allgzemeine Synthesevorschrift  (ASV 3): Synthese der 1-(Benzylsulfonyl)piperidin-

/ 103

2-carbonsaurederivate nach Choi et a

Nach einer modifizierten  Vorschrift von Choietal.'® wurde ein Aquivalent
(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsdure in 20 mL abs. CH,Cl, vorgelegt und unter
Eiskiihlung und Rithren 1.3 - 1.5 Aquivalente EDC-HCI, 0.2 - 0.5 Aquivalente DMAP und 1.0-1.1
Aquivalente des entsprechenden Alkohols zugegeben. Nachdem vollstindiger Umsetzung
(DC-Reaktionskontrolle, siehe  zugehoérige Tabelle), wurde das Reaktionsgemisch
Flash-chromatographisch (siehe zugehorige Tabelle) gereinigt. Das Produkt wurde ohne weitere

Charakterisierung in der folgenden Stufe eingesetzt.

Zur Entfernung der tert-Butyl-Schutzgruppe wurde in Anlehnung an Shendage et al.'”® die
Substanz in 20 mL CH,Cl, aufgenommen und 2 -5 mL TFA bei RT zugegeben und gerihrt. Nach
erfolgter DC-Reaktionskontrolle (siehe zugehorige Tabelle) wurde die Reaktion aufgearbeitet,
indem zunachst 20 mL ges. NaHCO;-Losung zugegeben wurde und weiteres festes NaHCO3, bis die
Losung neutral (pH=6-7) war. Danach wurde die wassrige Phase mit CH,Cl, extrahiert
(3 x 30 mL) und die vereinigten organischen Phasen lber Na,SO, getrocknet. AnschlieRend wurde
das Losungsmittel i. Vak. entfernt, um das Rohprodukt zu erhalten. Das Roprodukt wurde ohne

weitere Reinigungsschritte weiter umgesetzt.

Eine alternative Methode, um die Schutzgruppe zu entfernen, bildete konz. HCl in EtOAc nach

Coleman et al.*”*

Hierbei wurden 3 mL konz. HCI mit 7 mL EtOAc gemischt und zu der vorgelegten
Substanz gegeben. Dann wurde solange bei RT gerihrt, bis das Edukt in der DC-Kontrolle (siehe
zugehorige Tabelle) nicht mehr zu sehen war. AnschlieBend wurde analog zur obigen Vorschrift

aufgearbeitet.
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In einem weiteren Schritt wurde in Anlehnung an Juli et al.®” ein Aquivalent des zuvor erhaltenen
Zwischenprodukt aus SV 2 mit 1.0 - 1.1 Aquivalenten Sulfonsiurechlorid und 3 -5 Aquivalente
Base (NMM oder DIPEA) unter Eisbadkihlung und Riihren in 20 mL abs. CH,Cl, umgesetzt. Als die
DC-Reaktionskontrolle (siehe zugehorige Tabelle) kein Edukt mehr anzeigte, wurde abermals das

Reaktionsgemisch Flash-chromatographisch (siehe zugehorige Tabelle) gereinigt.

3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl! (S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (S-1a")

Ansatz (ASV 3):

SV 1:

(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure: 276 mg  (1.21 mmol)
DMAP: 30mg (240 pmol)
EDC-HCI: 300mg  (1.57 mmol)
3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propan-1-ol (5): 300mg  (1.33 mmol)

1-(tert-Butyl) 2-(3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl) (S)-piperidin-1,2-

dicarboxylat (S-6): 310mg (709 pmol)

SV.3:
3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl (S)-piperidin-2-carboxylat (S-7): 200mg (593 umol)
Benzylsulfonsaurechlorid: 124 mg (652 umol)
NMM: 196 pL (1.78 mmol)
Aussehen: gelbes Ol OCHg
OCH;4
Summenformel: CysH33NO5S
@)

) N OCH;4

Molekiilmasse: 491.6 g/mol 0= )

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

SV 1: R¢ = 0.56 (PE:EtOAC = 2:1).
SV 2: R; = 0.38 (PE:EtOAC = 2:1, 5 % NEt). S-1a
SV 3: Ry = 0.20 (PE:EtOAC = 2:1).
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Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 2: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:

SV 1: 500 mg (1.14 mmol /95 %).

SV 2: 200 mg (593 umol / 84 %).

SV 3: 230 mg (468 umol / 79 %).

Reinheit (HPLC): 99 % (Methode I).

LogP (HPLC): 3.0

Die analytischen und spektroskopischen Daten entsprechen den in der Literatur mitgeteilten

Daten.®
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6.3 Synthese der 1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylate mit

Substitution am Benzylring

6.3.1 Synthese racemischer 1-(4-(Nitrobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-

carboxylate
(R, S)-1-((4-Nitrobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carbonsdure (4b)

Ansatz (ASV 1):

SV.2:
Ethyl (R, S)-piperidin-2-carboxylat (2): 100mg (636 umol)
4-Nitrobenzylsulfonsaurechlorid: 150mg (636 umol)
DIPEA: 325uL  (1.91 mmol)
SV 3:
Ethyl (R, S)-1-((4-nitrobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (3b): 80mg (224 umol)
Aussehen: gelbes Ol LA
Summenformel: C13H16N506S 6 ,11 2 (OH
0=

Molekilmasse: 328.3 g/mol d,S O

6 Q 2
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

5 3
SV 2: R¢=0.24 (PE:EtOAc = 10:3). N‘g
SV 3: R = 0.26 (PE:EtOAC = 10:3, 5 % FA). ab 2

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 2: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:
SV 2: 200 mg (561 umol / 88 %).

SV 3: 70mg (213 umol / 95 %).

Spektroskopische Daten zu 4b:

IR (ATR, ¥ [cm™]):
1318 (m), 1125 (s), 1109 (s), 841 (m).

3076 (w), 2945 (w), 2880 (w), 1716 (m), 1598 (m), 1519 (s), 1343 (s),
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'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

8.20-8.26 (m, 2H, benzyl-CH-3’,5’), 7.61-7.67 (m, 2H, benzyl-CH-2’,6’), 4.71 (d, 1H, */=4.6,
pip-CH-2), 4.38 (s, 2H, benzyl-CH,), 3.47-3.58 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.13 (ddd, 1H, &/ = 12.7, /= 3.0,
12.8, pip-CH,-6), 2.21-2.32 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.61-1.82 (m, 1H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.42-1.56 (m, 1H,
pip-CH,-5), 1.27-1.40 (m, 1H, pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

175.7 (1C, CO-OH), 148.0 (1C, benzyl-C,-4’), 136.7 (1C, benzyl-C;-1’), 131.9 (2C, benzyl-CH-2’, 6'),
123.7 (2C, benzyl-CH-3", 5"), 58.1 (1C, benzyl-CH,), 55.8 (1C, pip-CH-2), 43.6 (1C, pip-CH,-6), 27.8
(1C, pip-CH,-3), 25.0 (1C, pip-CH,-5), 20.4 (1C, pip-CH,-4).

3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl! (R, S)-1-((4-nitrobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (1b)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-((4-Nitrobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carbonsaure(4b): 150 mg (457 pmol)
DMAP: 11mg  (91.0 umol)
EDC-HCI: 131 mg (685 umol)
3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propan-1-ol (5): 103mg (457 mmol)
Aussehen: oranges Ol \ OCHj

s ; OCHs3
Summenformel: Cy5H32N,06S

OCHs

Molekilmasse: 536.6 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

Rf=0.42 (PE:EtOAc = 1:1).

1b

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100

Ausbeute:

140 mg (261 umol /57 %).

Reinheit (HPLC): 97 % (Methode I).

LogP (HPLC): 2.9
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Spektroskopische Daten zu 1b:

IR (ATR, ¥ [cm™]): 3012 (w), 2938 (w), 1733 (m), 1589 (m), 1520 (m), 1344 (m), 1238 (m),
1178 (m), 1122 (s), 812 (m).

'H-NMR (CDCl3, & [ppm], J [Hz]):

8.20-8.27 (m, 2H, benzyl-CH-3’, 5’), 7.64-7.71 (m, 2H, benzyl-CH-2’, 6’), 6.40 (s, 2H, phenyl-CH),
4.67 (d, 1H, */=3.8, pip-CH-2), 4.39 (AB-Spinsystem, 1H, 2)5=13.8, benzyl-CH,), 4.37 (AB-
Spinsystem, 1H, ) =13.8, benzyl-CH,), 4.15-4.30 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 3.85 (s, 6H,
2 x m-O-CHs), 3.82 (s, 3H, p-O-CHs), 3.43-3.53 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.12 (ddd, */=12.6, *>/=2.9,
12.6, pip-CH,-6), 2.65 (t, 2H, ’)=17.6, 0O-CH,-CH,-CH,-Ar), 2.16-2.31 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.94-2.08
(m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.41-1.79 (m, 4H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.14-1.35 (m, 1H, pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.4 (1C, CO-O-CH,), 153.3 (2C, C,-O-CH;), 148.0 (1C, benzyl-C,-4’), 136.6 (1C, benzyl-C4-1'),
136.5 (2C, phenyl-C;, C,-O-CHs), 132.0 (2C, benzyl-CH-2’, 6'), 123.6 (2C, benzyl-CH-3’, 5’), 105.4
(2C, phenyl-CH), 64.9 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 60.8 (1C, p-O-CHs), 58.0 (1C, benzyl-CH,), 56.2 (1C,
pip-CH-2), 56.1 (2C, 2 x M-O-CH,), 43.5 (1C, pip-CH,-6), 32.5 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 30.2 (1C,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 28.0 (1C, pip-CH,-3), 25.0 (1C, pip-CH,-5), 20.4 (1C, pip-CHy-4).

3-(Pyridin-3-yl)propyl (R, S)-1-((4-nitrobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (8b)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-((4-Nitrobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carbonsaure(4b): 310mg (944 pmol)
DMAP: 46 mg (378 umol)
EDC-HCI: 235mg  (1.23 mmol)
3-(Pyridin-3-yl)propan-1-ol: 122 uL (944 pmol)
Aussehen: oranges Ol 4 >
5 3 2" /N 4
Summenformel: Cy1H25N306S 6 lil 2 (O\/\J;J s
| 6"
Molekilmasse: 447.5 g/mol O://S (0]
o |,
6 2'
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):
5 3
R¢=0.39 (PE:EtOAc = 1:10). 4
NO,
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Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100

Ausbeute:

220mg (492 umol / 52 %).

Reinheit (HPLC): > 99 % (Methode Il).
LogP (HPLC): 2.4

Spektroskopische Daten zu 8b:

IR (ATR, ¥ [cm™]): 3031 (w), 2943 (w), 2858 (w), 1732 (m), 1606 (w), 1519 (s), 1446 (w),
1344 (s), 1197 (m), 1177 (m), 1128 (s), 812 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

8.45-8.49 (m, 2H, pyr-CH-2“, 4"), 8.20-8.25 (m, 2H, benzyl-CH-3’,5°), 7.65-7.70 (m, 2H,
benzyl-CH-2’, 6), 7.49-7.54 (m, 1H, pyr-CH-6"), 7.24 (ddd, 1H, */=4.8, 7.8, °J=0.7, pyr-CH-5"),
4.66 (d, 1H, */=4.7, pip-CH-2), 4.39 (AB-Spinsystem, 1H, “J,s=13.6, benzyl-CH,), 4.37 (AB-
Spinsystem, 1H, *J,5 = 13.6, benzyl-CH,), 4.15-4.28 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 3.45-3.52 (m, 1H,
pip-CH»-6), 3.11 (ddd, 1H %=12.7, *=3.0, 12.7, pip-CH-6), 2.73 (t, 2H, */=7.7,
0-CH,-CH,-CHy-Ar), 2.16-2.27 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.98-2.08 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.58-1.79
(m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.41-1.55 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.15-1.29 (m, 1H, pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.4 (1C, CO-O-CH,), 149.9 (1C, pyr-CH-2*), 148.0 (1C, benzyl-C,-4°), 147.8 (1C, pyr-CH-4), 136.6
(1C, benzyl-C,-1), 136.0 (1C, pyr-C,-1“), 135.8 (1C, pyr-CH-6“), 132.0 (2C, benzyl-CH-2’, 6°), 123.6
(2C, benzyl-CH-3’, 5%), 123.5 (1C, pyr-CH-5“), 64.6 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 58.0 (1C, benzyl-CH,),
56.2 (1C, pip-CH-2), 43.6 (1C, pip-CH,-6), 29.8 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 29.3 (1C,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 28.0 (1C, pip-CH,-3), 25.0 (1C, pip-CH,-5), 20.4 (1C, pip-CH,-4).
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6.3.2 Synthese racemischer primarer 1-(4-(Aminobenzyl)sulfonyl)piperidin-

2-carboxylate

3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl (R, S)-1-((4-aminobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (1d)

Um die Nitrogruppe zu reduzieren, wurden 770 mg (1.44 mmol) 3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl
(R, S)-1-((4-nitrobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (1b) in 20 mL EtOAc gel6st und mit
katalytischen Mengen Pd/C in einer Hydrierbombe unter 10 bar Wasserstoffdruck solange bei RT
hydriert, bis die Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel, R;=0.25, PE:EtOAc = 1:1) kein Edukt mehr
anzeigte. AnschlieBend wurde Pd/C abfiltriert, das Losungsmittel i. Vak. abdestilliert und die
Reaktionsmischung Flash-chromatographisch (Kieselgel, Gradient: PE:EtOAc =90:10 bis 0:100)

gereinigt.
B OCH3

Aussehen: oranges Ol s 2l OCHs
Summenformel: CysH34N,0S

251134IN2VJ7 OCH3
Molekilmasse: 506.6 g/mol
Ausbeute: 550 mg (1.09 mmol / 76 %).
Reinheit (HPLC): 96 % (Methode I).
LogP (HPLC): 2.0 1d
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3465 (w), 3371 (w), 2939 (w), 2858 (w), 1731 (m), 1614 (m), 1589 (m),

1508 (m), 1455 (m), 1322 (m), 1237 (m), 1121 (s), 831 (m).
'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.20-7.24 (m, 2H, benzyl-CH-2’, 6°), 6.64-6.68 (m, 2H, benzyl-CH-3’, 5°), 6.41 (s, 2H, phenyl-CH),
4.54 (s, 2H, Ar-NH,), 4.51 (d, 1H, ’J=4.38, pip-CH-2), 4.14-4.24 (m, 4H, O-CH,-CH,-CH,-Ar,
benzyl-CH,), 3.84 (s, 6H, 2 x m-O-CH3;), 3.82 (s, 3H, p-O-CHs), 3.73 (s, 2H, benzyl-NH,), 3.40-3.48
(m, 1H, pip-CH,-6), 3.17 (ddd, 1H, ¥ =12.8, *=3.0, 12.8, pip-CH,-6), 2.65 (t, 2H, */=7.6,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 2.10-2.19,(m, 1H, pip-CH,-3), 1.93-2.03 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.54-1.73
(m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.37-1.50 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.16-1.30 (m, 1H, pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.6 (1C, CO-0-CH,), 153.2 (2C, C,-O-CHs), 146.7 (1C, benzyl-C,-4‘), 136.7 (1C, phenyl-C,), 136.3
(1C, C4-O-CHs), 132.0 (2C, benzyl-CH-2’, 6°), 118.7 (1C, benzyl-C4-1°), 115.0 (2C, benzyl-CH-3’, 59),
105.4 (2C, phenyl-CH), 64.5 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 60.8 (1C, p-O-CHs), 58.4 (1C, benzyl-CH,), 56.1
(2C, 2 x m-0-CH3), 56.0 (1C, pip-CH-2), 43.5 (1C, pip-CH,-6), 32.4 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 30.4 (1C,

0-CH,-CH,-CH,-Ar), 28.0 (1C, pip-CH,-3), 25.0 (1C, pip-CH,-5), 20.4 (1C, pip-CH,-4).
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3-(Pyridin-3-yl)propyl (R, S)-1-((4-aminobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (8d)

Zur Reduktion der Nitrogruppe wurden 140 mg (313 umol) 3-(Pyridin-3-yl)propyl 1-((4-nitro-
benzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (8b) in 20 mL EtOAc geldst und mit katalytischen Mengen
Pd/C in einer Hydrierbombe unter 10 bar Wasserstoffdruck solange bei RT hydriert, bis die
Reaktionskontrolle (DC, R = 0.32, PE:EtOAc = 1:10) kein Edukt mehr anzeigte. Anschliefend wurde
Pd/C abfiltriert, das Losungsmittel i. Vak. abdestilliert und die Reaktionsmischung
Flash-chromatographisch (Kieselgel, Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100) gereinigt.

-
Aussehen: oranges Ol 3 3 \/\INJ &
o) DS s

CatH27N304S >

Summenformel:

Molekilmasse: 417.5 g/mol
Ausbeute: 50 mg (120 umol / 38 %).
Reinheit (HPLC): 97 % (Methode II).
8d
LogP (HPLC): 1.6
IR (ATR, ¥ [em™]): 3452 (w), 3372 (w), 3031 (w), 2927 (w), 2856 (w), 1731 (m), 1613 (m),

1517 (m), 1445 (m), 1323 (m), 1298 (m), 1176 (m), 1126 (s), 823 (m).
'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

8.42-8.48 (m, 2H, pyr-CH-2“,4“), 7.49-7.53 (m, 1H, pyr-CH-6"), 7.18-7.24 (m, 3H,
pyr-CH-5“, benzyl-CH-2’, 6°), 6.62-6.67 (m, 2H, benzyl-CH-3’, 5), 4.47 (d, 1H, */= 4.9, pip-CH-2),
4.08-4.25 (m, 4H, O-CH,-CH,-CH,-Ar, benzyl-CH,), 3.67 (s, 2H, Ar-NH,), 3.39-3.46 (m, 1H,
pip-CH»-6), 3.16 (ddd, 1H, =128, °*/=3.0, 12.8, pip-CH»-6), 2.72 (t, >/=7.8, 2H,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 2.06-2.16 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.93-2.16 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.54-1.72
(m, 3H, pip-CH,-3), 1.13-1.49 (m, 1H, pip-CH,-4, 5).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.5 (1C, CO-O-CH,), 149.8 (1C, pyr-CH-2"), 147.6 (1C, pyr-CH-4"), 146.8 (1C, benzyl-C,-4°), 136.2
(1C, pyr-C4-17), 135.9 (1C, pyr-CH-6"), 131.9 (2C, benzyl-CH-2’, 6'), 123.4 (1C, pyr-CH-5"), 118.6
(1C, benzyl-C-1°), 114.9 (2C, benzyl-CH-3’, 5°), 64.2 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 58.0 (1C, benzyl-CH,),
56.0 (1C, pip-CH-2), 43.5 (IC, pip-CH,6), 29.9 (1C, O-CH,-CH,-CH1-Ar), 29.2 (1C,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 27.7 (1C, pip-CH,-3), 25.0 (1C, pip-CH,-5), 20.3 (1C, pip-CHy-4).
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6.3.3 Synthese racemischer sekundirer

1-(4-(Aminobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylate

3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl! (R, S)-1-((4-(isopropylamino)benzyl)sulfonyl)piperidin-2-
carboxylat (1f)

Nach einer abgeinderten Vorschrift von Fache et al.'®

wurden 100 mg (197 umol)
3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propy! (R, S)-1-((4-aminobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (1d)
16 plL (217 pmol) Aceton, 112 mg (790 umol) Natriumsulfat und katalytische Mengen Pd/C in
CH,Cl, in einer Hydrierbombe unter 10 bar Wasserstoffdruck bei RT hydriert. Nach der
DC-Kontrolle (Kieselgel, Ri=0.67, PE:EtOAc = 1:1) wurden, falls die Reaktion noch unvollstdndig
war, weitere 16 pL (958 pumol) Aceton zugegeben und hydriert, bis eine vollstandige Umsetzung

beobachtet werden konnte. AnschlieRend wurde das Pd/C abfiltriert und das Rohprodukt

Flash-chromatographisch (Kieselgel, Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100) gereinigt.

\ OCHjs
5 3 OCH34

A hen: farbl o]

ussehen arbloses OCH,
Summenformel: CasH4oN,04S
Molekilmasse: 548.7 g/mol
Ausbeute: 40 mg (73.0 umol / 37 %).
Reinheit (HPLC): 93 % (Methode I).

CHs

LogP (HPLC): 3.6 1f
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3383 (w), 2938 (w), 1733 (m), 1614 (m), 1589 (m), 1519 (m), 1455 (m),

1324 (m), 1237 (m), 1176 (m), 1123 (s), 825 (m).
'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.19-7.23 (m, 2H, benzyl-CH-2’, 6°), 6.53-6.58 (m, 2H, benzyl-CH-3’, 5°), 6.40 (s, 2H, phenyl-CH),
4.50 (d, 1H, 3)=4.4, pip-CH-2), 4.11-4.24 (m, 4H, O-CH,-CH,-CH,-Ar, benzyl-CH,), 3.87 (s, 6H,
2 x m-0-CH;), 3.82 (s, 3H, p-O-CH;), 3.62 (sept, 1H, 3/=6.0, Ar-NH-CH(CHs),), 3.41-3.48 (m, 1H,
pip-CH»-6), 3.18 (ddd, 1H %/=12.8, *=3.0, 12.8, pip-CH,-6), 2.65 (t, */=7.8, 2H,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 2.09-2.17 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.93-2.02 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.54-1.71
(m, 3H, pip-CH,-3,4,5), 1.35-1.50 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.15-1.29 (m, 7H, Ar-NH-CH(CHs),,
pip-CH,-4).
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BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.6 (1C, CO-0-CH,), 153.2 (2C, C,-O-CH;), 147.5 (1C, benzyl-C,-4°), 136.7 (1C, phenyl-C,), 136.3
(1C, C4-0-CHs), 131.9 (2C, benzyl-CH-2’, 6°), 117.0 (1C, benzyl-C-1), 113.1 (2C, benzyl-CH-3’, 57),
105.4 (2C, phenyl-CH), 64.5 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 60.8 (1C, p-O-CH;), 58.5 (1C, benzyl-CH,), 56.1
(2C, 2 x m-0-CHs), 56.0 (1C, pip-CH-2), 44.3 (1C, NH-CH(CH;),), 43.5 (1C, pip-CH,-6), 32.4 (1C,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 30.3 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 27.7 (1C, pip-CH,-3), 25.0 (1C, pip-CH,-5), 22.8
(1C, Ar-NH-CH(CHs),), 20.4 (1C, pip-CH,-4).

3-(Pyridin-3-yl)propyl (R, S)-1-((4-(isopropylamino)benzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (8f)

Nach einer modifizierten Vorschrift von Fache et al.'® wurden 170 mg (407 pmol) 3-(Pyridin-3-
yl)propyl (R, S)-1-((4-aminobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (8d), 33 uL (448 umol) Aceton,
231 mg (1.63 mmol) Natriumsulfat und katalytische Mengen Pd/C in CH,Cl, in einer Hydrierbombe
unter 10 bar Wasserstoffdruck bei RT hydriert. Nach der DC-Kontrolle (Kieselgel, Ri=0.45,
PE:EtOAc = 1:10) wurden, falls die Reaktion noch unvollstdndig war, weitere 33 puL (958 umol)
Aceton zugegeben und hydriert, bis eine vollstandige Umsetzung beobachtet werden konnte.
AnschlieRend wurde das Pd/C abfiltriert und das Rohprodukt Flash-chromatographisch (Kieselgel,
Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100) gereinigt.

3"
/N

Aussehen: gelbes Ol \6 | ¥

Summenformel: Cy4H33N30,S

Molekilmasse: 459.6 g/mol

Ausbeute: 40 mg (87.0 umol / 21 %).

Reinheit (HPLC): 96 % (Methode II).

LogP (HPLC): 2.5

IR (ATR, ¥ [cm™]): 3389 (w), 3029 (w), 2927 (w), 2858 (w), 1732 (m), 1613 (m), 1520 (m),

1323 (m), 1174 (m), 1127 (s), 826 (m).
'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

8.43-8.47 (m, 2H, pyr-CH-2,4"), 7.49-7.53 (m, 1H, pyr-CH-6"), 7.18-7.23 (m, 3H,
pyr-CH-5“, benzyl-CH-2’, 6°), 6.51-6.56 (m, 2H, benzyl-CH-3’, 5), 4.47 (d, 1H, =48, pip-CH-2),
4.08-4.24 (m, 4H, O-CH,-CH,-CH,-Ar, benzyl-CH,), 3.61 (sept, 1H, */=6.4, Ar-NH-CH(CHs),),
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3.39-3.47 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.16 (ddd, 1H, ¥ = 12.8, */ = 3.0, 12.8, pip-CH,-6), 2.71 (t, 2H, >/ = 7.8,
0-CH,-CH,-CH5-Ar), 2.05-2.14 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.93-2.03 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.52-1.71
(m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.35-1.49 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.13-1.28 (m, 7H, Ar-NH-CH(CHs),),
pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.5 (1C, CO-O-CH,), 149.8 (1C, pyr-CH-2“), 147.7 (1C, benzyl-C,-4), 147.6 (1C, pyr-CH-4“), 136.2
(1C, pyr-C,-1), 135.9 (1C, pyr-CH-6“), 131.8 (2C, benzyl-CH-2’, 6°), 123.4 (1C, pyr-CH-5"), 116.7
(1C, benzyl-C,-1°), 112.9 (2C, benzyl-CH-3’, 5°), 64.1 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 58.5 (1C, benzyl-CH,),
56.0 (1C, pip-CH-2), 44.1 (1C, Ar-NH-CH(CHs),), 43.4 (1C, pip-CH,-6), 29.9 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar),
29.2 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 27.7 (1C, pip-CH,-3), 24.9 (1C, pip-CH,-5), 22.8 (2C, Ar-NH-CH(CHs),),
20.3 (1C, pip-CHy-4).

3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl 1-((4-((1-methoxy-1-oxopropan-2-yl)Jamino)benzyl)sulfonyl)
piperidin-2-carboxylat (1g)

Es wurden 150mg (296 umol) 3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl (R, S)-1-((4-aminobenzyl)

sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (1d) nach einer abgeinderten Vorschrift von Fache et al.'® i

n
CH,Cl, geldst und 29 pL (326 umol) Methylpyruvat und 168 mg (1.18 mmol) Natriumsulfat sowie
katalytische Mengen Pd/C zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde in einer Hydrierbombe unter
10 bar Wasserstoffdruck bei RT hydriert. Nach der DC-Kontrolle (Kieselgel, R;=0.49,
PE:EtOAc = 1:1) wurden, falls die Reaktion noch unvollstandig war, weitere 29 uL (326 umol)
Methylpyruvat zugegeben und hydriert, bis eine vollstandige Umsetzung beobachtet werden

konnte. AnschlieRend wurde das Pd/C abfiltriert und das Rohprodukt Flash-chromatographisch
(Kieselgel, Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100) gereinigt.

OCH,
4
; ) OCHj
Aussehen: gelbes Ol OCH,
Summenformel: CygH4oN,04S
Molekiilmasse: 548.7 g/mol
Ausbeute: 50 mg (84.0 umol / 29 %).
Reinheit (HPLC): 98 % (Methode ).
LogP (HPLC): 2.5
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IR (ATR, ¥ [cm™]): 3380 (w), 2940 (w), 1732 (m), 1615 (m), 1589 (m), 1508 (m), 1454 (m),
1324 (m), 1184 (m), 1123 (s), 827 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.22-7.26 (m, 2H, benzyl-CH-2’, 6°), 6.55-6.60 (m, 2H, benzyl-CH-3’,5°), 6.41 (s, 2H, phenyl-CH),
4.50 (d, 1H, *J = 5.2, pip-CH-2), 4.09-4.27 (m, 5H, O-CH,-CH,-CH,-Ar, Ar-NH-CH-CHs, benzyl-CH,),
3.84 (s, 6H, 2 x m-O-CH;), 3.82 (s, 3H, p-O-CHs), 3.73 (d, 3H, %/ = 1.7, CO-O-CH;), 3.39-3.47 (m, 1H,
pip-CH»-6), 3.16 (ddd, 1H, =128, /=27, 12.8, pip-CH»-6), 2.65 (t, >/=7.8, 2H,
O-CH,-CH,-CH,-Ar), 2.10-2.18 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.93-2.03 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.53-1.72
(m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.36-1.51 (m, 4H, Ar-NH-CH-CHs, pip-CH,-5), 1.15-1.30 (m, 1H, pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

174.8 (1C, CO-0-CH;), 171.6 (1C, CO-O-CH,), 153.2 (2C, C,-O-CHs), 146.8 (1C, benzyl-C,-4°), 136.7
(1C, phenyl-C,), 136.3 (1C, C;-O-CHs), 132.0 (2C, benzyl-CH-2’, 6°), 118.4 (1C, benzyl-C,-1°), 113.2
(2C, benzyl-CH-3’, 5°), 105.4 (2C, phenyl-CH), 64.5 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 60.8 (1C, p-O-CHs), 58.4
(1C, benzyl-CH,), 56.1 (2C, 2 x m-O-CH,), 56.0 (1C, pip-CH-2), 52.3 (1C, CO-O-CHs), 51.8 (1C,
Ar-NH-CH-CH;), 43.5 (1C, pip-CH,-6), 32.4 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 30.4 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar),
27.8 (1C, pip-CH,-3), 25.0 (1C, pip-CH,-5), 20.4 (1C, pip-CH,-4), 18.9 (1C, Ar-NH-CH-CH;).

3-(Pyridin-3-yl)propyl (R, S)-1-((4-((1-methoxy-1-oxopropan-2-yl)amino)benzyl)sulfonyl)piperidin-2-
carboxylat (8g)

Nach einer abgednderten Vorschrift von Fache et al."® wurden 180 mg (431 umol) 3-(Pyridin-3-
yhpropyl (R, S)-1-((4-aminobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (8d), 43 uL (474 umol) Methyl-
pyruvat, 245 mg (1.72 mmol) Natriumsulfat und katalytische Mengen Pd/C in CH,Cl, in einer
Hydrierbombe unter 10 bar Wasserstoffdruck bei RT hydriert. Nach der DC-Kontrolle (Kieselgel,
R¢=0.33, PE:EtOAc=1:10) wurden, falls die Reaktion noch unvollstindig war, weitere 43 uL
(474 umol) Methylpyruvat zugegeben und hydriert, bis eine vollstindige Umsetzung beobachtet
werden konnte. AnschlieRend wurde das Pd/C abfiltriert und das Rohprodukt
Flash-chromatographisch (Kieselgel, Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100) gereinigt.
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4 3"
5 3 » N«
N - |
Aussehen: oranges Ol N O\/\J/\j .
-
Summenformel: CysH33N30¢S =
Molekiilmasse: 503.6 g/mol
Ausbeute: 70 mg (139 umol /32 %). 0
HN\g)J\
Reinheit (HPLC): 99 % (Methode Il). OCH,
CHs,
LogP (HPLC): 1.9 8g
IR (ATR, & [cm]): 3388 (w), 3031 (w), 2924 (m), 2854 (w), 1731 (s), 1614 (m), 1523 (m),

1453 (m), 1323 (m), 1148 (m), 1128 (s), 828 (m).
'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

8.45-8.47 (m, 2H, pyr-CH-2“,4“), 7.51-7.57 (m, 1H, pyr-CH-6"), 7.21-7.25 (m, 3H,
pyr-CH-5“, benzyl-CH-2’, 6°), 6.55-6.59 (m, 2H, benzyl-CH-3’,5°), 4.44-4.49 (m, 1H, pip-CH-2),
4.09-4.31 (m, 5H, O-CH,-CH,-CH,-Ar, benzyl-CH,, Ar-NH-CH-CHs), 3.73 (d, 3H, °J = 1.6, CO-O-CH),
3.38-3.46 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.15 (ddd, 1H, %/ = 12.8, *J = 2.7, 12.8, pip-CH,-6), 2.73 (t, 2H, >/ = 7.6,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 2.07-2.14 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.94-2.04 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.54-1.71
(m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.35-1.50 (M, 4H, Ar-NH-CH-CHs, pip-CH,-5), 1.13-1.28 (m, 1H, pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

174.8 (1C, CO-0O-CHs), 171.5 (1C, CO-O-CH,), 149.7 (1C, pyr-CH-2“), 147.5 (1C, pyr-CH-4*), 146.8
(1C, benzyl-C,-4°), 136.4 (1C, pyr-C,-17), 136.1 (1C, pyr-CH-6"), 132.0 (2C, benzyl-CH-2’, 6°), 123.5
(1C, pyr-CH-5%), 118.4 (1C, benzyl-C,;-1°), 113.2 (2C, benzyl-CH-3’, 5°), 64.2 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar),
58.4 (1C, benzyl-CH,), 56.0 (1C, pip-CH-2), 52.3 (1C, CO-O-CH3), 51.8 (1C, Ar-NH-CH-CHs), 43.5 (1C,
pip-CH,-6), 30.0 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 29.2 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 27.7 (1C, pip-CH,-3), 25.0
(1C, pip-CH,-5), 20.4 (1C, pip-CH,-4), 18.8 (1C, Ar-NH-CH-CHz).
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3-(Pyridin-3-yl)propyl (R, S)-1-((4-acetoylaminobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (8h)

Nach einer modifizierten Vorschrift von Baer et al."”’ wurden 100 mg (240 pmol) 3-(Pyridin-3-
yhpropyl (R, S)-1-((4-aminobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (8d) in 20 mL abs. CH,Cl,
vorgelegt und 23 uL (240 umol) Essigsdureanhydrid, sowie 66 uL (479 umol) NEt; unter Eiskiihlung
zugegeben. Nachdem die Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel, R; = 0.10, PE:EtOAc = 1:10) das Ende
der Reaktion anzeigte, wurde die Reaktionsmischung Flash-chromatographisch (Kieselgel,

Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100) gereinigt.

4 3
5 3 » N &
i - |
Aussehen: gelbes Ol O\/\J;j o
P
Summenformel: Cy3H29N305S =
Molekiilmasse: 459.6 g/mol
Ausbeute: 100 mg (281 umol / 91 %).
CH;
Reinheit (HPLC): > 99 % (Methode Il).
LogP (HPLC): 1.4 8h
IR (ATR, ¥ [cm]): 3308 (w), 3038 (w), 2940 (w), 2859 (w), 1733 (m), 1672 (m), 1534 (m),

1513 (m), 1371 (m), 1325 (m), 1176 (m), 1127 (s), 843 (m).
'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

8.42-8.46 (m, 2H, pyr-CH-2“,4"), 820 (s, 1H, Ar-NH-CO-CH;3), 7.47-7.54 (m, 3H,
pyr-CH-6", benzyl-CH-3’, 5°), 7.30-7.37 (m, 2H, benzyl-CH-2’,6°), 7.23 (ddd, 1H, */=48, 7.8,
°J=0.8, pyr-CH-5“), 4.49 (d, 1H, */=4.6, pip-CH-2), 4.10-4.25 (m, 4H, O-CH,-CH,-CH,-Ar,
benzyl-CH,), 3.42-3.49 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.16 (ddd, 1H, °/=12.8, °/ = 2.9, 12.8, pip-CH,-6), 2.71
(t, 2H, *J = 7.8, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 2.07-2.17 (m, 4H, Ar-NH-CO-CHs, pip-CH,-3), 1.93-2.03 (m, 2H,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.55-1.73 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.35-1.50 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.12-1.29 (m,
1H, pip-CH,-4).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.4 (1C, CO-0-CH,), 168.7 (1C, Ar-NH-CO-CHs), 149.7 (1C, pyr-CH-2), 147.5 (1C, pyr-CH-4"),
138.7 (1C, benzyl-C,-4), 136.3 (1C, pyr-C,-1“), 136.0 (1C, pyr-CH-6"), 131.4 (2C, benzyl-CH-2’, 6°),
124.4 (1C, benzyl-C,-1°), 123.5 (1C, pyr-CH-5), 119.6 (2C, benzyl-CH-3’,5‘), 64.2 (1C,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 58.3 (1C, benzyl-CH,), 56.0 (1C, pip-CH-2), 43.4 (1C, pip-CH,-6), 29.8 (1C,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 29.1 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 27.8 (1C, pip-CH,-3), 24.9 (1C, pip-CH,-5), 24.4
(1C, Ar-NH-CO-CH;,), 20.3 (1C, pip-CH,-4).
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6.3.4 Synthese racemischer 1-(3-(Nitrobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-

carboxylate

(R, S)-1-((3-Nitrobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carbonsdure (4c)

Ansatz (ASV 1):

V.2

Ethyl (R, S)-piperidin-2-carboxylat (2): 334mg  (2.12 mmol)
3-Nitrobenzylsulfonsaurechlorid: 500 mg  (2.12 mmol)
NMM: 700 uL (6.37 mmol)
SV.3:

Ethyl (R, S)-1-((3-nitrobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (3c): 250mg (701 pmol)
Aussehen: gelbes Ol A
Summenformel: C13H16N,0O6S

Molekilmasse: 328.3 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

SV 2: R = 0.24 (PE:EtOAc = 10:3).
SV 3: R = 0.26 (PE:EtOAc = 10:3, 5 % FA).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 2: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:

SV 2: 700 mg (1.96 mmol /93 %).

SV 3: 220mg (670 umol / 96 %).

Spektroskopische Daten zu 4c:

IR (ATR, ¥ [cm™]): 3088 (w), 2943 (w), 2862 (w), 1715 (m), 1504 (s), 1334 (s), 1258 (m),
1182 (m), 1129 (s), 960 (m), 840 (m).

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

8.32 (t, 1H, *J = 2.0, benzyl-CH-2’), 8.20 (ddd, 1H, 3/ = 8.1, */ = 1.0, 2.0, benzyl-CH-4’), 7.78-7.82 (m,
1H, benzyl-CH-6’), 7.54 (t, 1H, */ = 8.1, benzyl-CH-5’), 4.77 (d, 1H, */ = 4.9, pip-CH-2), 4.36 (s, 2H,
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benzyl-CH,), 3.44-3.52 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.09 (ddd, 1H, 2/ =12.7, 3/ =3.0, 12.7, pip-CH,-6),
2.21-2.29 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.57-1.81 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.17-1.57 (m, 2H, pip-CH,-4, 5).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

175.9 (1C, CO-OH), 148.2 (1C, benzyl-C4-3’), 137.1 (1C, benzyl-CH-6’), 131.3 (1C, benzyl-C,-1'),
129.6 (1C, benzyl-CH-5’), 126.0 (1C, benzyl-CH-2), 123.5 (1C, benzyl-CH-4’), 57.9 (1C, benzyl-CH,),
55.8 (1C, pip-CH-2), 43.7 (1C, pip-CH,-6), 27.8 (1C, pip-CH,-3), 25.1 (1C, pip-CH,-5), 20.4 (1C,
pip-CH,-4).

3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl! (R, S)-1-((3-nitrobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (1c)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-((3-Nitrobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4c): 140 mg (426 pumol)
DMAP: 10mg  (85.0 umol)
EDC-HCI: 123 mg (640 umol)
3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propan-1-ol (5): 96 mg (426 mmol)
Aussehen: oranges Ol OCH;

5 - 3 OCH;
Summenformel: Cy5H32N,06S

OCH

Molekilmasse: 536.6 g/mol 3
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):
R¢=0.47 (PE:EtOAcC = 1:1).
Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:
130mg (242 umol / 57 %).
Reinheit (HPLC): 95 % (Methode II).
LogP (HPLC): 3.1
Spektroskopische Daten zu 1c:
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3088 (w), 2941 (w), 1732 (m), 1589 (m), 1528 (m), 1456 (m), 1350 (m),

1335 (m), 1300 (m), 1237 (m), 1122 (s), 763 (m).
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'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

8.37 (t, 1H, *J = 1.8, benzyl-CH-2*), 8.23 (ddd, 1H, */= 8.1, %/ = 0.9, 1.8, benzyl-CH-4"), 7.81-7.87 (m,
1H, benzyl-CH-6°), 7.56 (t, 1H, /=81, benzyl-CH-5°), 6.41 (s, 2H, phenyl-CH), 4.65 (m, 1H, =42,
pip-CH-2), 4.40 (AB-Spinsystem, 1H, 2),5=14.0, benzyl-CH,), 4.37 (AB-Spinsystem, 1H, 25 = 14.0,
benzyl-CH,), 4.18-4.31 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 3.86 (s, 6H, 2 x m-O-CH3), 3.83 (s, 3H, p-O-CHs),
3.45-3.58 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.14 (ddd, 1H, ¥ = 12.5, >/ = 2.9, 12.6, pip-CH,-6), 2.66 (t, 2H, >/ = 7.6,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 2.18-2.29 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.95-2.09 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.44-1.79
(m, 4H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.18-1.33 (m, 1H, pip-CH,-4).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.4 (1C, CO-O-CH,), 153.3 (2C, C,-O-CHs), 148.3 (1C, benzyl-C,-3*), 137.1 (1C, benzyl-CH-67),
136.5 (1C, phenyl-C,), 136.4 (1C, C,-O-CHs), 131.5 (1C, benzyl-C,-1°), 129.6 (1C, benzyl-CH-5¢),
126.0 (1C, benzyl-CH-2), 123.5 (1C, benzyl-CH-4), 105.4 (2C, phenyl-CH), 65.0 (1C,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 60.9 (1C, p-O-CHs), 57.8 (1C, benzyl-CH,), 56.2 (1C, pip-CH-2), 56.1 (2C,
2 x m-0-CHs), 43.6 (1C, pip-CH,-6), 32.5 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 30.3 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 28.0
(1C, pip-CH,-3), 25.1 (1C, pip-CH,-5), 20.4 (1C, pip-CH,-4).

3-(Pyridin-3-yl)propyl! (R, S)-1-((3-nitrobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (8c)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-((3-Nitrobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4c): 920 mg  (2.80 mmol)
DMAP: 137mg  (1.12 mmol)
EDC-HCI: 698 mg  (3.64 mmol)
3-(Pyridin-3-yl)propan-1-ol: 398 uL (3.08 mmol)
Aussehen: gelbes Ol

Summenformel: Cy1H25N306S

Molekilmasse: 447.5 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):
R¢=0.33 (PE:EtOAc = 1:10).

Flash-Chromatographie (Kieselgel): Das zugehbrige S-Enantiomer

Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100 S-8c ist auf Seite 178 zu

finden.
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Ausbeute:

820mg (1.83 mmol /65 %).

Reinheit (HPLC): 99 % (Methode I).
LogP (HPLC): siehe S-Enantiomer (S-8c).

Spektroskopische Daten zu 8c:

IR (ATR, & [cm™]): 3087 (w), 3030 (w), 2944 (m), 2860 (w), 1732 (s), 1526 (m), 1351 (s),
1336 (s), 1301 (m), 1148 (m), 1128 (s), 811 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

8.45-8.51 (m, 2H, pyr-CH-4", 2“), 8.36 (t, 1H, “/=1.8, benzyl-CH-2"), 8.22 (ddd, 1H, */=8.1,
‘=09, 1.8, benzyl-CH-4‘), 7.80-7.87 (m, 1H, benzyl-CH-6), 7.53-7.60 (m, 1H,
pyr-CH-6“, benzyl-CH-5°), 7.23-7.30 (m, 1H, pyr-CH-5%), 4.63 (d, 1H, */ = 3.4, pip-CH-2), 4.39 (AB-
Spinsystem, 1H, “J,5=14.0, benzyl-CH,), 4.37 (AB-Spinsystem, 1H, “J,s=14.0, benzyl-CH,),
4.17-4.30 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 3.46-3.54 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.13 (ddd, 1H, % =12.7,
3J=3.0,12.7, pip-CH,-6), 2.74 (t, 2H, *J = 7.7, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 2.17-2.28 (m, 1H, pip-CH,-3),
1.99-2.07 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.59-1.79 (m, 3H, pip-CH,-3,4,5), 1.42-1.57 (m, 1H,
pip-CH,-5), 1.16-1.30 (m, 1H, pip-CH,-4).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.3 (1C, CO-O-CH,), 149.5 (1C, pyr-CH-2"), 148.3 (1C, benzyl-C,-3), 147.4 (1C, pyr-CH-4"), 137.1
(1C, benzyl-CH-6), 136.3 (1C, pyr-CH-6"), 136.2 (1C, pyr-C,-1“), 131.5 (1C, benzyl-C,-1°), 129.6 (1C,
benzyl-CH-5°), 126.0 (1C, benzyl-CH-2°), 123.6 (1C, benzyl-CH-4), 123.5 (1C, pyr-CH-5*), 64.6 (1C,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 57.8 (1C, benzyl-CH;), 56.2 (1C, pip-CH-2), 43.6 (1C, pip-CH,-6), 29.9 (1C,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 29.3 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 27.9 (1C, pip-CH,-3), 25.1 (1C, pip-CH,-5), 20.4
(1C, pip-CH,-4).
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6.3.5 Synthese racemischer primirer 1-(3-(Aminobenzyl)sulfonyl)piperidin-

2-carboxylate

3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl (R, S)-1-((3-aminobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (1e)

Zur Reduktion der Nitrogruppe wurden 430 mg (801 umol) 3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl
(R, S)-1-((3-nitrobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (1c) in 20 mL EtOAc gelést und mit
katalytischen Mengen Pd/C in einer Hydrierbombe unter 10 bar Wasserstoffdruck solange bei RT
hydriert, bis die Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel, R;=0.26, PE:EtOAc = 1:1) kein Edukt mehr
anzeigte. AnschlieBend wurde Pd/C abfiltriert, das Losungsmittel i. Vak. abdestilliert und die

Reaktionsmischung sdulenchromatographisch (Kieselgel, R = 0.26, PE:EtOAc = 1:1) gereinigt.

Aussehen: braunes Ol OCHj4
4

s 3 OCH;4

Summenformel: CysH34N,05S
OCH

Molekilmasse: 506.6 g/mol 3
Ausbeute: 350 mg (691 umol / 86 %).
Reinheit (HPLC): 96 % (Methode I).
LogP (HPLC): 2.2
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3547 (w), 3371 (w), 2938 (w), 2857 (w), 1730 (m), 1625 (m), 1589 (m),

1460 (m), 1323 (m), 1300 (m), 1237 (m), 1121 (s), 966 (m), 796 (m).
'H-NMR (DMSO-ds, & [ppm], J [Hz]):

6.99 (t, 1H, 3/ = 7.7, benzyl-CH-5’), 6.60 (t, 1H, *J = 2.0, benzyl-CH-2¢), 6.53 (dd, 1H, >/ = 7.7, /= 2.0,
benzyl-CH-4’, 6’), 6.49 (s, 2H, phenyl-CH), 5.12 (s, 2H, Ar-NH,), 4.33 (d, 1H, 3=39, pip-CH-2), 4.25
(AB-Spinsystem, 1H, 2),5=13.6, benzyl-CH,), 4.21 (AB-Spinsystem, 1H, 2,8 =13.6, benzyl-CH,),
4.05-4.14 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 3.74 (s, 6H, 2 x m-O-CHs), 3.61 (s, 3H, p-O-CHs), 3.37-3.48
(m, 1H, pip-CH»-6), 3.13 (ddd, ¥=12.8, %/=2.9, 12.8, pip-CH,-6), 2.58 (t, 2H, */=7.6,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.84-1.98 (m, 3H, O-CH,-CH,-CH,-Ar, pip-CH,-3), 1.50-1.64 (m, 3H, pip-CH,-3,
4,5),1.21-1.42 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.02-1.15 (m, 1H, pip-CH,-4).

B3C-NMR (DMSO-dg, & [ppm]):

171.2 (1C, CO-0-CH,), 152.6 (2C, C,-O-CHs), 148.4 (1C, benzyl-C,-3’), 136.6 (1C, phenyl-C,), 135.5
(1C, C4-0-CHs), 128.5 (1C, benzyl-CH-5’), 121.0 (1C, benzyl-C,-1°), 118.3 (1C, benzyl-CH-6), 116.0
(1C, benzyl-CH-2), 113.6 (1C, benzyl-CH-4‘), 105.5 (2C, phenyl-CH), 63.9 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar),
59.8 (1C, p-0-CHs), 58.0 (1C, benzyl-CH,), 55.6 (2C, 2 x m-O-CHs), 55.1 (1C, pip-CH-2), 42.6 (1C,
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pip-CH,-6), 31.6 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 29.8 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 26.9 (1C, pip-CH,-3), 23.8
(1C, pip-CH,-5), 19.3 (1C, pip-CH,-4).

3-(Pyridin-3-yl)propy! (R, S)-1-((3-aminobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (8e)

250 mg (559 umol) 3-(Pyridin-3-yl)propyl! (R, S)-1-((3-nitrobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat
(8c) wurden zur Reduktion der Nitrogruppe in 20 mL EtOAc gel6st und mit katalytischen Mengen
Pd/C in einer Hydrierbombe unter 10 bar Wasserstoffdruck solange bei RT hydriert, bis die
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel, R{=0.29, PE:EtOAc=1:10) kein Edukt mehr anzeigte.
AnschlieBend wurde Pd/C abfiltriert, das Losungsmittel i. Vak. abdestilliert und die

Reaktionsmischung Flash-chromatographisch (Kieselgel, Gradient: PE:EtOAc =50:50 bis 0:100)

gereinigt.
4 3
Aussehen: oranges Ol 5 3 r N
O\/\J/\J

Summenformel: Cy1H,7N30,S o ’
Molekiilmasse: 417.5 g/mol
Ausbeute: 160 mg (383 umol / 69 %).

7 ¥ NH;
Reinheit (HPLC): >99 % (Methode 1). 8e
LogP (HPLC): 1.5
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3447 (w), 3370 (w), 3031 (w), 2944 (w), 2859 (w), 1731 (s), 1625 (m),

1606 (m), 1590 (m), 1462 (m), 1322 (m), 1147 (m), 1126 (s), 965 (m),
767 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

8.44-8.49 (m, 2H, pyr-CH-2*, 4*), 7.52-7.56 (m, 1H, pyr-CH-6), 7.24 (ddd, 1H, >/ = 4.9, 7.8,°/= 0.8,
pyr-CH-2*), 7.10-7.15 (m, 1H, benzyl-CH-5‘), 6.77-6.81 (m, 2H, benzyl-CH-4’, 6), 6.63-6.67 (m, 1H,
benzyl-CH-2), 4.51 (d, 1H, 31=4.7, pip-CH-2), 4.08-4.25 (m, 4H, O-CH,-CH,-CH,-Ar, benzyl-CH,),
3.44-3.52 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.32 (s, 2H, Ar-NH,), 3.19 (ddd, 1H, %/=12.8, */=3.0, 12.8,
pip-CH,-6), 2.73 (t, 2H, */ = 7.8, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 2.08-2.15 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.95-2.03 (m, 2H,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.56-1.72 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.37-1.50 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.16-1.29 (m,
1H, pip-CH,-4).
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BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.5 (1C, CO-O-CH,), 149.6 (1C, pyr-CH-2*), 147.4 (1C, pyr-CH-4*), 146.6 (1C, benzyl-C,-3°), 136.4
(1C, pyr-C4-17), 136.2 (1C, pyr-CH-6"), 130.2 (1C, benzyl-C,-1°), 129.4 (1C, benzyl-CH-5°), 123.5 (1C,
pyr-CH-5%), 121.1 (1C, benzyl-CH-4‘), 117.3 (1C, benzyl-CH-6), 115.2 (1C, benzyl-CH-2), 64.2 (1C,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 58.9 (1C, benzyl-CH,), 56.1 (1C, pip-CH-2), 43.5 (1C, pip-CH,-6), 29.9 (1C,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 29.2 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 27.7 (1C, pip-CH,-3), 24.9 (1C, pip-CH,-5), 20.4
(1C, pip-CH,-4).

6.3.6 Synthese racemischer sekundarer

1-(3-(Aminobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylate

3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl! (R, S)-1-((3-(3-((tert-butoxycarbonyl)amino)propanoylamino)
benzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (1i)

Nach einer modifizierten Vorschrift von Flynn et al.*®®

wurden 78 mg (415 umol) Boc-B-Alanin in
20 mL abs. CH,Cl, vorgelegt und unter Eiskiihlung 119 mg (622 umol) EDC-HCI, 112 mg (829 umol)
HOBt sowie 210mg (415 umol) 3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl (R, S)-1-((3-aminobenzyl)
sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (1e) zugegeben. Nach vollstindiger Umsetzung (DC, Kieselgel,
R¢=0.27, PE:EtOAc = 1:2) wurde das Reaktionsgemisch sdulenchromatographisch (Kieselgel,

R¢=0.27, PE:EtOAC = 1:2) gereinigt.

Aussehen: gelbes Ol OCHj,
4
5 3 OCH;
Summenformel: C33H47N301()S
i OCHs
Molekilmasse: 677.8 g/mol
Ausbeute: 200 mg (295 umol / 71 %). CHs
)<CH3
Reinheit (HPLC): 96 % (Methode I). CHs
LogP (HPLC): 3.1
IR (ATR, ¥ [cm'l]): 3341 (w), 2939 (w), 1732 (m), 1686 (m), 1591 (m), 1508 (m), 1444 (m),

1334 (m), 1240 (m), 1171 (m), 1123 (s), 780 (m).
'H-NMR (DMSO-ds, & [ppml], J [Hz]):

10.0 (s, 1H, Ar-NH-CO), 7.71 (s, 1H, benzyl-CH-2’), 7.56 (d, 1H, */ = 8.0, benzyl-CH-4"), 7.29 (t, 1H,
’J = 8.0, benzyl-CH-5‘), 7.08 (d, 1H, */ = 8.0, benzyl-CH-6), 6.82 (s, 1H, Ar-NH-CO-O-C(CHs);), 6.49
(s, 2H, phenyl-CH), 4.31-4.45 (m, 3H, benzyl-CH,, pip-CH-2), 4.02-4.16 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar),
3.73 (s, 6H, 2 xm-0O-CH3), 3.61 (s, 3H, p-O-CH;), 3.37-3.45 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.21 (dd, 2H,
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?J=13.0, ¥ = 7.0, Ar-NH-CO-CH,-CH,), 3.14 (ddd, 1H, ¥ =12.9, 3= 2.7, 13.0, pip-CH,-6), 2.58 (t,
2H, /=7.6, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 2.44-2.48 (m, 2H, Ar-NH-CO-CH,-CH,), 1.84-1.98 (m, 3H,
0-CH,-CH,-CH,-Ar, pip-CH,-3), 1.50-1.65 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.37 (s, 9H, CO-O-C(CHs)s),
1.22-1.34 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.03-1.14 (m, 1H, pip-CH,-4).

BC-NMR (DMSO-ds, & [ppm]):

171.1 (1C, CO-O-CH,), 169.4 (1C, Ar-NH-CO), 155.4 (1C, NH-CO-O-C(CH;)3), 152.6 (2C, C,-O-CHs),
139.0 (1C, benzyl-C,-3°), 136.6 (1C, phenyl-C,), 135.5 (1C, C,-O-CH;), 130.3 (1C, benzyl-C,-1°),
128.4 (1C, benzyl-CH-5‘), 125.4 (1C, benzyl-CH-6’), 121.3 (1C, benzyl-CH-2‘), 118.7 (1C,
benzyl-CH-4’), 105.5 (2C, phenyl-CH), 77.5 (1C, O-C(CHs)s), 63.9 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 59.8 (1C,
p-O-CHs), 57.6 (1C, benzyl-CH,), 55.6 (2C, 2 x m-0-CHs), 55.1 (1C, pip-CH-2), 42.6 (1C, pip-CH,-6),
36.6 (1C, Ar-NH-CO-CH,-CH,), 36.4 (1C, Ar-NH-CO-CH,-CH,), 31.6 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 29.7 (1C,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 28.1 (3C, CO-0-C(CHs)s), 26.9 (1C, pip-CH,-3), 24.0 (1C, pip-CH,-5), 19.6 (1C,
pip-CH,-4).

3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl! (R, S)-1-((3-(1-methyl-1H-imidazol-4-carboxoylamino)benzyl)
sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (1j)

Nach einer abgednderten Vorschrift von Flynn et al.'®

wurden 37 mg (296 umol)
1-Methyl-1H-imidazol-5-carbonsdure in 20 mL abs. CH,Cl, vorgelegt und unter Eiskiihlung 85 mg
(444 umol) EDC-HCI, 20mg (148 umol) HOBt und 150mg (296 umol) 3-(3,4,5-
Trimethoxyphenyl)propyl (R, S)-1-((3-aminobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (1e) zugegeben.
Nach kompletter Umsetzung (DC, Kieselgel, R;=0.11, PE:EtOAc=1:10) wurde das

Reaktionsgemisch und Flash-chromatographisch (Kieselgel, Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100)

gereinigt.
) OCH,

5 3 OCH3
Aussehen: farbloses Ol OCH,
Summenformel: C30H35N,04S
Molekilmasse: 614.7 g/mol
Ausbeute: 110 mg (179 umol / 60 %).
Reinheit (HPLC): 98 % (Methode II).
LogP (HPLC): 2.3
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IR (ATR, ¥ [cm™]): 3367 (w), 2942 (w), 1725 (m), 1671 (m), 1589 (m), 1558 (m), 1504 (m),
1441 (m), 1326 (m), 1179 (m), 1148 (m), 1122 (s), 769 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

8.98 (s, 1H, Ar-NH-CO), 7.81 (t, 1H, *J = 1.6, benzyl-CH-2"), 7.69-7.73 (m, 1H, benzyl-CH-4°), 7.59 (d,
1H, %/ = 1.2, methylimidazol-CH), 7.41 (d, 1H, %/ = 1.2, methylimidazol-CH), 7.34 (t, 1H, >/ =7.9,
benzyl-CH-5°), 7.18-7.22 (m, 1H, benzyl-CH-6), 6.41 (s, 2H, phenyl-CH), 4.50 (d, 1H, */=3.9,
pip-CH-2), 4.15-4.31 (m, 4H, O-CH,-CH,-CH,-Ar, benzyl-CH,), 3.84 (s, 6H, 2 x m-0-CHs), 3.82 (s, 3H,
p-O-CHs), 3.76 (s, 1H, methylimidazol-CH;), 3.45-3.52 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.21 (ddd, 1H 2j=12.7,
’J=3.1, 12.8, pip-CH,-6), 2.65 (t, 2H, *J = 7.6, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 2.09-2.17 (m, 1H, pip-CH,-3),
1.93-2.04 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.40-1.73 (m, 4H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.16-1.30 (m, 1H,
pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.5 (1C, CO-0-CH,), 160.3 (1C, Ar-NH-CO), 153.2 (2C, C,-O-CH,), 138.4 (1C, benzyl-C,-3%), 137.4
(1C, methylimidazol-C,), 137.2 (1C, methylimidazol-CH), 136.8 (1C, phenyl-C,), 136.3 (1C,
C,-0O-CH;s), 130.2 (1C, benzyl-C,-17), 129.2 (1C, benzyl-CH-5), 126.2 (1C, benzyl-CH-6), 123.3 (1C,
methylimidazol-CH), 121.9 (1C, benzyl-CH-2‘), 119.5 (1C, benzyl-CH-4‘), 105.4 (2C, phenyl-CH),
64.6 1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 60.8 (1C, p-O-CHs), 58.8 (1C, benzyl-CH,), 56.11 (1C, pip-CH-2), 56.1
(2C, 2xm-0O-CH3), 43.5 (1C, pip-CH,-6), 34.0 (1C, methylimidazol-CHs), 32.5 (1C,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 30.4 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 27.7 (1C, pip-CH,-3), 24.9 (1C, pip-CH,-5), 20.3
(1C, pip-CH,-4).

3-(Pyridin-3-yl)propyl (R, S)-1-((3-(1-methyl-1H-imidazol-4-carboxoylamino)benzyl)sulfonyl)
piperidin-2-carboxylat (8j)

GemiR einer abgeanderten Vorschrift von Flynnetal’® wurden 30mg (240 pmol)
1-Methyl-1H-imidazol-5-carbonsdure in 20 mL abs. CH,Cl, vorgelegt und unter Eiskiihlung 68 mg
(359 umol) EDC-HCI, 16 mg (120 umol) HOBt sowie 100mg (240 umol) 3-(Pyridin-3-
yhpropyl (R, S)-1-((3-aminobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (8e) zugegeben. Nach
vollstandiger Umsetzung (DC, Kieselgel, R{=0.22, EtOAc:MeOH =10:1) wurde das
Reaktionsgemisch und Flash-chromatographisch (Kieselgel, Gradient: EtOAc:MeOH = 100:0 bis
50:50) gereinigt.
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Aussehen: farbloses Ol

Summenformel: Cy6H31N50sS

Molekiilmasse: 525.6 g/mol

Ausbeute: 40 mg (76.0 umol / 32 %).

Reinheit (HPLC): > 99 % (Methode II).

LogP (HPLC): 1.7

IR (ATR, ¥ [em™]): 3136 (w), 3031 (w), 2946 (w), 2859 (w), 1732 (m), 1668 (m), 1597 (m),

1558 (s), 1440 (m), 1323 (m), 1177 (m), 1127 (s), 770 (m).
'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

8.99 (s, 1H, Ar-NH-CO), 8.44-8.50 (m, 2H, pyr-CH-2*,4%), 7.82 (t, 1H, 3/ =1.8, benzyl-CH-2'),
7.67-7.72 (m, 1H, benzyl-CH-4‘), 7.63-7.67 (m, 1H, pyr-CH-6“), 7.61 (d, 1H, “=1.2,
methylimidazol-CH), 7.42 (d, 1H, “/=1.2, methylimidazol-CH), 7.29-7.37 (m, 2H,
pyr-CH-5’, benzyl-CH-5), 7.17-7.21 (m, 1H, benzyl-CH-6‘), 4.45 (d, 1H, J=4.4, pip-CH-2),
4.14-4.31 (m, 4H, O-CH,-CH,-CH,-Ar, benzyl-CH,), 3.77 (s, 1H, methylimidazol-CH;), 3.45-3.51 (m,
1H, pip-CH,-6), 3.20 (ddd, 1H, ¥ =12.7, */=3.1, 12.8, pip-CH,-6), 2.76 (t, 2H, */=7.8,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.96-2.14 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.96-2.14 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.56-1.71
(m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.41-1.54 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.13-1.28 (m, 1H, pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.5 (1C, CO-O-CH,), 160.4 (1C, Ar-NH-CO), 148.4 (1C, pyr-CH-2“), 146.2 (1C, pyr-CH-4), 138.4
(1C, benzyl-C,-3°), 137.5 (1C, pyr-C4-17), 137.4 (1C, methylimidazol-C,), 137.3 (1C, pyr-CH-6"),
137.3 (1C, methylimidazol-CH), 130.1 (1C, benzyl-C;-1‘), 129.2 (1C, benzyl-CH-5), 126.2 (1C,
benzyl-CH-6), 124.0 (1C, pyr-CH-5*), 123.6 (1C, methylimidazol-CH), 121.8 (1C, benzyl-CH-2),
119.6 (1C, benzyl-CH-4%), 64.1 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 58.8 (1C, benzyl-CH,), 56.1 (1C, pip-CH-2),
43.6 (1C, pip-CH,-6), 34.0 (1C, methylimidazol-CH;), 29.9 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 29.2 (1C,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 27.6 (1C, pip-CH,-3), 24.8 (1C, pip-CH,-5), 20.3 (1C, pip-CH,-4).

3-(Pyridin-3-yl)propyl! (R, S)-1-((3-(isopropylamino)benzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (8k)

Nach einer modifizierten Vorschrift von Fache et al.'® wurden 100 mg (240 pmol) 3-(Pyridin-3-
yhpropyl (R, S)-1-((3-aminobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (8e), 20 uL (263 umol) Aceton,
136 mg (958 umol) Natriumsulfat und katalytische Mengen Pd/C in CH,Cl, in einer Hydrierbombe

156



Experimentalteil

unter 10 bar Wasserstoffdruck bei RT hydriert. Nach der DC-Kontrolle (Kieselgel, R;=0.37,
PE:EtOAc = 1:10) wurden, falls die Reaktion noch unvollstdndig war, weitere 20 puL (263 pmol)
Aceton zugegeben und hydriert, bis eine vollstdandige Umsetzung beobachtet werden konnte.
AnschlieBend wurde das Pd/C abfiltriert und das Rohprodukt Flash-chromatographisch (Kieselgel,
Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100) gereinigt.

Aussehen: gelbes Ol

Summenformel: C,4H33N;50,S

Molekilmasse: 459.6 g/mol

Ausbeute: 10 mg (22.0 umol /9 %).

Reinheit (HPLC): 95 % (Methode II).

LogP (HPLC): 2.6

IR (ATR, ¥ [em™]): 3389 (w), 3031 (w), 2961 (m), 2861 (m), 1732 (m), 1605 (m), 1491 (m),

1323 (s), 1175 (m), 1127 (s), 792 (m).
'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

8.43-8.49 (m, 2H, pyr-CH-2“, 4‘), 7.48-7.55 (m, 1H, pyr-CH-6“), 7.22 (ddd, 1H,*/=4.8,7.8,%/= 0.7,
pyr-CH-5“), 7.13 (t, 1H, */ =7.7, benzyl-CH-5%), 6.67-6.71 (m, 1H, benzyl-CH-6), 6.65-6.67 (m, 1H,
benzyl-CH-2°), 6.55 (ddd, 1H, */=7.7, *J=0.7, 2.2, benzyl-CH-4°), 4.51 (d, 1H, */ = 4.7, pip-CH-2),
4.11-4.25 (m, 4H, O-CH,-CH,-CH,-Ar, benzyl-CH,), 3.63 (sept, 1H, */=6.3, Ar-NH-CH(CHs),),
3.45-3.53 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.19 (ddd, 1H, °J = 12.8, >/ = 3.0, 12.8, pip-CH,-6), 2.72 (t, 2H, >/ = 7.8,
0-CH,-CH,-CHy-Ar), 2.07-2.15 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.94-2.05 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.55-1.72
(m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.33-1.50 (m, 1H, pip-CH,-5),1.13-1.29 (m, 7H, Ar-NH-CH(CH;),),
pip-CH,-4).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.5 (1C, CO-O-CH,), 149.9 (1C, pyr-CH-2*), 147.6 (1C, pyr-CH-4*), 147.6 (1C, benzyl-C,-3°), 136.3
(1C, pyr-C4-1), 135.9 (1C, pyr-CH-6), 130.1 (1C, benzyl-C,-1%), 129.3 (1C, benzyl-CH-5%), 123.4 (1C,
pyr-CH-5%), 119.4 (1C, benzyl-CH-6), 115.5 (1C, benzyl-CH-2‘), 113.3 (1C, benzyl-CH-4°), 64.2 (1C,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 59.2 (1C, benzyl-CH,), 56.0 (1C, pip-CH-2), 44.1 (1C, Ar-NH-CH(CHs),), 43.4 (1C,
pip-CH,-6), 30.0 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 29.2 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 27.7 (1C, pip-CH,-3), 24.9
(1C, pip-CH,-5), 22.9 (1C, Ar-NH-CH(CHs),), 20.3 (1C, pip-CH,-4).
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3-(Pyridin-3-yl)propyl (R, S)-1-((3-((1-methoxy-1-oxopropan-2-yl)Jamino)benzyl)sulfonyl)piperidin-2-
carboxylat (8l)

Nach einer abgeinderten Vorschrift von Fache et al."® wurden 100 mg (240 umol) 3-(Pyridin-3-
yl)propyl (R, S)-1-((3-aminobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (8e), 87uL (958 umol)
Methylpyruvat, 136 mg (958 umol) Natriumsulfat und katalytische Mengen Pd/C in CH,Cl, in einer
Hydrierbombe unter 10 bar Wasserstoffdruck bei RT hydriert. Nach der DC-Kontrolle (Kieselgel,
R¢=0.30, PE:EtOAc=1:10) wurden, falls die Reaktion noch unvollstindig war, weitere 87 uL
(958 umol) Methylpyruvat zugegeben und hydriert, bis eine vollstdndige Umsetzung beobachtet
werden konnte. AnschlieRend wurde das Pd/C abfiltriert und das Rohprodukt
Flash-chromatographisch (Kieselgel, Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100) gereinigt.

Aussehen: oranges Ol

Summenformel: CasH33N306S

Molekilmasse: 503.6 g/mol

Ausbeute: 60 mg (119 umol / 50 %).

Reinheit (HPLC): 88 % (Methode ).

LogP (HPLC): 2.0

IR (ATR, ¥ [cm™]): 3384 (w), 3031 (w), 2924 (m), 2854 (w), 1732 (s), 1607 (m), 1453 (m),

1376 (m), 1323 (m), 1174 (m), 1126 (s), 794 (m).
'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

8.45-8.50 (m, 2H, pyr-CH-2*, 4*), 7.56-7.60 (m, 1H, pyr-CH-6‘), 7.25-7.29 (m, 1H, pyr-CH-5“), 7.15
(t, 1H, 3/=7.8, benzyl-CH-5), 6.76-6.80 (m, 1H, benzyl-CH-2‘), 6.69-6.73 (m, 1H, benzyl-CH-6),
6.55-6.60 (m, 1H, benzyl-CH-4‘), 4.46-4.52 (m, 1H, pip-CH-2), 4.09-4.25 (m, 5H, O-CH,-CH,-CH,-Ar,
Ar-NH-CH-CHj;, benzyl-CH,), 3.73 (s, 3H, CO-0-CH3), 3.42-3.50 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.12-3.21 (m, 1H,
pip-CH,-6), 2.75 (t, 2H, */ = 7.6, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 2.07-2.14 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.95-2.05 (m, 2H,
O-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.52-1.74 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.35-1.50 (m, 4H, pip-CH,-5, Ar-NH-CH-CH;),
1.14-1.28 (m, 1H, pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

174.9 (1C, CO-0-CH,), 171.5 (1C, CO-O-CH,), 149.2 (1C, pyr-CH-2"), 147.0 (1C, pyr-CH-4"), 146.7
(1C, benzyl-C,-39), 136.7 (1C, pyr-C4-1), 136.6 (1C, pyr-CH-6"), 129.4 (1C, benzyl-CH-5°), 123.7 (1C,
pyr-CH-5%), 120.9 (1C, benzyl-CH-2°), 116.8 (1C, benzyl-C,-1°), 115.6 (1C, benzyl-CH-6°), 113.5 (1C,
benzyl-CH-4%), 64.2 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 59.1 (1C, benzyl-CH,), 56.1 (1C, pip-CH-2), 52.3 (1C,
CO-0-CH;s), 51.8 (1C, Ar-NH-CH-CH3), 43.5 (1C, pip-CH,-6), 30.0 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 29.3 (1C,
158



Experimentalteil

0-CH,-CH,-CH,-Ar), 27.8 (1C, pip-CH,-3), 24.9 (1C, pip-CH,-5), 20.4 (1C, pip-CH,-4), 18.9 (1C,
Ar-NH-CH-CH).

3-(Pyridin-3-yl)propyl (R, S)-1-((3-acetoylaminobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (8m)

Es wurden 130 mg (311 umol) 3-(Pyridin-3-yl)propyl (R, S)-1-((3-aminobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-
carboxylat (8e) nach einer modifizierten Vorschrift von Baer et al.'”” in 20 mL abs. CH,Cl, vorgelegt
und 29 uL (311 umol) Essigsdureanhydrid, sowie 86 puL (623 umol) NEt; unter Eiskihlung
zugegeben. Nachdem die Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel, R{=0.10, PE:EtOAc=1:10) eine
vollstandige Umsetzung anzeigte, wurde die Reaktionsmischung und Flash-chromatographisch

(Kieselgel, Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100) gereinigt.

Summenformel:

-
Aussehen: gelbes Ol 5 3 \/\INJ &
(e} P ™ "

CosHaoN3055 v

Molekiilmasse: 459.6 g/mol

O
Ausbeute: 130 mg (283 umol / 91 %). )j\

N~ “CHj

Reinheit (HPLC): 98 % (Methode Il). H

8m
LogP (HPLC): 1.4
IR (ATR, & [cm]): 3263 (w), 3031 (w), 2944 (w), 2860 (w), 1733 (m), 1687 (m), 1610 (m),

1596 (m), 1334 (m), 1177 (m), 1126 (s), 799 (m).
'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

8.44-8.49 (m, 2H, pyr-CH-2“, 4*), 7.98 (s, 1H, Ar-NH-CO-CH;), 7.61-7.66 (m, 1H, benzyl-CH-4‘),
7.51-7.56 (m, 2H, pyr-CH-6", benzyl-CH-2), 7.23-7.32 (m, 2H, pyr-CH-5“, benzyl-CH-5), 7.15-7.19
(m, 1H, benzyl-CH-6‘), 4.52 (d, 1H, 3/=3.8, pip-CH-2), 4.07-4.31 (m, 4H, O-CH,-CH,-CH,-Ar,
benzyl-CH,), 3.44-3.52 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.19 (ddd, 1H %/ = 12.7, */ = 3.0, 12.7, pip-CH,-6), 2.73 (t,
2H, 3/ = 7.6, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 2.09-2.19 (m, 3H, Ar-NH-CO-CHs, pip-CH,-3), 1.97-2.05 (m, 2H,
0-CH,-CH,-CHy-Ar), 1.57-1.73 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.41-1.55 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.17-1.29 (m,
1H, pip-CH,-4).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.5 (1C, CO-O-CH,), 168.6 (1C, NH-CO-CHs), 149.8 (1C, pyr-CH-2"), 147.5 (1C, pyr-CH-4"), 138.5
(1C, benzyl-C,-3°), 136.3 (1C, pyr-C4-1), 136.0 (1C, pyr-CH-6), 129.9 (1C, benzyl-C,-1°), 129.2 (1C,
benzyl-CH-5°), 126.5 (1C, benzyl-CH-6), 123.6 (1C, pyr-CH-5), 122.0 (1C, benzyl-CH-2), 119.9 (1C,
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benzyl-CH-4%), 64.1 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 58.5 (1C, benzyl-CH,), 56.1 (1C, pip-CH-2), 43.5 (1C,
pip-CH-6), 29.8 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 29.1 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 27.7 (1C, pip-CH,-3), 24.9
(1C, pip-CH,-5), 24.5 (1C, Ar-NH-CO-CHs), 20.4 (1C, pip-CH,-4).

6.3.7 Synthese racemischer und S-Enantiomerer 1-(Benzylsulfonyl)piperidin-

2-carboxylate mit verschiedensten Substituenten am Benzylring

(R, S)-1-((4-Chlorbenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carbonsdure (4n)

Ansatz (ASV 1):

SV 2:

Ethyl (R, S)-piperidin-2-carboxylat (2): 210 mg  (1.33 mmol)

4-Chlorbenzylsulfonsaurechlorid: 300mg  (1.33 mmol)

NMM: 586 uL (5.33 mmol)

SV.3:

Ethyl (R, S)-1-((4-chlorbenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (3n): 410 mg  (1.19 mmol)

Aussehen: gelbes Ol A

Summenformel: C13H16CINO,S 6 ’11 2. _OH
O:é O]/

Molekiilmasse: 317.8 g/mol C5/

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

SV 2: R¢=0.32 (PE:EtOAc = 10:3). Cl

SV 3: R¢=0.30 (PE:EtOAc = 10:3, 5 % FA). 4n

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 2: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100

Ausbeute:

SV 2: 410 mg (1.19 mmol / 88 %).

SV 3: 290 mg (913 umol / 77 %).

Spektroskopische Daten zu 4n:

IR (ATR, ¥ [cm™]): 3088 (w), 2942 (w), 2863 (w), 1715 (m), 1508 (s), 1445 (m), 1350 (m),

1334 (m), 1147 (m), 1125 (s), 841 (m).
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'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

7.37-7.40 (m, 2H, benzyl-CH-2’,6'), 7.33-7.37 (m, 2H, benzyl-CH-3’,5°), 4.65 (d, 1H, >/=5.1,
pip-CH-2), 4.24 (s, 2H, benzyl-CH,), 3.45-3.52 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.13 (ddd, 1H, &/ = 12.7, /= 3.0,
12.8, pip-CH,-6), 2.19-2.27 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.59-1.79 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.40-1.53 (m, 1H,
pip-CH,-5), 1.27-1.40 (m, 1H, pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

176.0 (1C, CO-OH), 134.8 (1C, benzyl-C,-4‘), 132.2 (2C, benzyl-CH-2’,6°), 1289 (2C,
benzyl-CH-3’, 5°), 127.6 (1C, benzyl-C,-1’), 57.9 (1C, benzyl-CH,), 55.6 (1C, pip-CH-2), 43.6 (1C,
pip-CH,-6), 27.7 (1C, pip-CH,-3), 25.0 (1C, pip-CH,-5), 20.3 (1C, pip-CH,-4).

3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl (R, S)-1-((4-chlorbenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (1n)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-((4-Chlorbenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4n): 60 mg (189 pmol)
DMAP: 7.0mg (57.0 umol)
EDC-HCI: 54 mg (283 pmol)
3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propan-1-ol (5): 43 mg (189 mmol)
Aussehen: farbloses Ol \ OCHj,4
5 3 OCHj3
Summenformel: Cy5H3,CINO,S
OCH,

Molekilmasse: 525.2 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

Rf=0.23 (PE:EtOAC = 2:1).

1n

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100

Ausbeute:

80mg (152 umol / 81 %).

Reinheit (HPLC): 95 % (Methode I).

LogP (HPLC): 3.6
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Spektroskopische Daten zu 1n:

IR (ATR, & [cm™]): 2940 (w), 2859 (w), 1732 (m), 1589 (m), 1507 (m), 1456 (m), 1335 (m),
1237 (m), 1149 (m), 1123 (s), 824 (m).

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

7.39-7-43 (m, 2H, benzyl-CH-2’, 6°), 7.32-7-37 (m, 2H, benzyl-CH-3’, 5°), 6.40 (s, 2H, phenyl-CH),
4.59 (d, 1H, */=4.0, pip-CH-2), 4.16-4.29 (m, 4H, O-CH,-CH,-CH,-Ar, benzyl-CH,), 3.85 (s, 6H,
2 x m-0-CHs), 3.83 (s, 3H, p-O-CHs), 3.42-3.49 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.15 (ddd, 1H %/ =12.7, %/ = 3.0,
12.8, pip-CH,-6), 2.65 (t, 2H, *J = 7.8, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 2.14-2.23 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.95-2.03
(m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.57-1.75 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.38-1.52 (m, 1H, pip-CH,-5),
1.17-1.29 (m, 1H, pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.5 (1C, CO-0-CH,), 153.3 (2C, C,-O-CH;), 136.6 (1C, phenyl-C,), 136.4 (1C, C,-O-CHs), 134.7 (1C,
benzyl-C,-4‘), 132.3 (2C, benzyl-CH-2’, 6), 128.8 (2C, benzyl-CH-3’, 5°), 127.9 (1C, benzyl-C,-1°),
105.4 (2C, phenyl-CH), 64.7 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 60.9 (1C, p-O-CHs), 58.0 (1C, benzyl-CH,), 56.1
(3C, 2xm-0O-CH;, pip-CH-2), 43.5 (1C, pip-CH»-6), 32.5 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 30.3 (1C,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 27.9 (1C, pip-CH,-3), 25.0 (1C, pip-CH,-5), 20.4 (1C, pip-CH,-4).

3-(Pyridin-3-yl)propyl! (R, S)-1-((4-chlorbenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (8n)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-((4-Chlorbenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4n): 290 mg (913 umol)
DMAP: 33mg (274 pmol)
EDC-HCI: 262 mg  (1.37 mmol)
3-(Pyridin-3-yl)propan-1-ol: 118 uL (913 pmol)
Aussehen: gelbes Ol

Summenformel: C5;H55CIN,0,S

Molekiilmasse: 437.0 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

R¢=0.46 (PE:EtOAc = 1:10).
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Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100

Ausbeute:

340 mg (778 umol / 85 %).

Reinheit (HPLC): 97 % (Methode II).
LogP (HPLC): siehe S-Enantiomer (S5-8n).

Spektroskopische Daten zu 8n:

IR (ATR, ¥ [cm™]): 3031 (w), 2943 (w), 2859 (w), 1732 (s), 1492 (m), 1335 (s), 1301 (m),
1176 (m), 1128 (s), 826 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

8.46-8.51 (m, 2H, pyr-CH-2“,4“), 7.57-7.62 (m, 1H, pyr-CH-6"), 7.38-7.43 (m, 2H,
benzyl-CH-2’, 6°), 7.32-7.36 (m, 2H, benzyl-CH-3’,5’), 7.28-7.32 (m, 1H, pyr-CH-5“), 4.54 (d, 1H,
*J= 4.9, pip-CH-2), 4.14-4.28 (m, 4H, O-CH,-CH,-CH,-Ar, benzyl-CH,), 3.40-3.50 (m, 1H, pip-CH,-6),
3.14 (ddd, 1H, %/=12.8, */=3.0, 12.8, pip-CH,-6), 2.75 (t, 2H, >/ =7.8, O-CH,-CH,-CH,-Ar),
2.12-2.20 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.97-2.06 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.57-1.76 (m, 3H,
pip-CH,-3, 4, 5), 1.38-1.50 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.15-1.25 (m, 1H, pip-CH,-4).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.4 (1C, CO-O-CH,), 148.9 (1C, pyr-CH-2*), 146.7 (1C, pyr-CH-4*"), 136.9 (1C, pyr-CH-6"), 136.7
(1C, pyr-C4-17), 134.7 (1C, benzyl-C,-4%), 132.3 (2C, benzyl-CH-2’, 6°), 128.8 (2C, benzyl-CH-3’, 5),
127.8 (1C, benzyl-C4-1%), 123.8 (1C, pyr-CH-5“), 64.3 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 58.1 (1C, benzyl-CH,),
56.1 (1C, pip-CH-2), 43.6 (1C, pip-CH»-6), 29.9 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 29.3 (1C,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 27.9 (1C, pip-CH,-3), 25.0 (1C, pip-CH,-5), 20.4 (1C, pip-CH,-4).

3-(Pyridin-3-yl)propyl (5)-1-((4-chlorbenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (5-8n)

Ansatz (ASV 1):

SV.2:

Ethyl (S)-piperidin-2-carboxylat (S-2): 105mg (666 umol)
4-Chlorbenzylsulfonsaurechlorid: 150 mg (666 umol)
NMM: 293 uL (2.67 mmol)
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Ethyl (S)-1-((4-chlorbenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (S-3n):
Ansatz (ASV 2):

(5)-1-((4-Chlorbenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (S-4n):
DMAP:

EDC-HCI:

3-(Pyridin-3-yl)propan-1-ol:

170 mg

170 mg
20 mg
154 mg
69 L

(535 pumol)

(535 umol)
(160 pmol)
(802 umol)
(535 umol)

Aussehen: gelbes Ol
Summenformel: C,1H55CIN,0,S
Molekiilmasse: 437.0 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

SV 2: R¢=0.31 (PE:EtOAc = 10:3).
SV 3: R¢=0.30 (PE:EtOACc = 10:3, 5 % FA).
ASV 2: R¢=0.46 (PE:EtOAc = 1:10).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100
Ausbeute:

SV 2: 200mg (2.41 mmol /76 %).

SV 3: 170mg (535 umol /93 %).

ASV 2: 200 mg (458 umol / 86 %).

Analytische Daten zu 5-8n:

Reinheit (HPLC): 97 % (Methode I).

LogP (HPLC): 2.8

Spektroskopische Unterschiede von S-8n zu 8n:
IR (ATR, ¥ [cm™]): 2944 (w).
'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

4.55 (d, 1H, *J = 4.9, pip-CH-2).
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BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

149.1 (1C, pyr-CH-2), 147.0 (1C, pyr-CH-4“), 136.7 (1C, pyr-CH-6"), 136.6 (1C, pyr-C,-1“), 123.7
(1C, pyr-CH-5").

3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl! (R, S)-piperidin-2-carboxylat (5-7)

Ansatz (ASV 3):

SV.1:

(R, S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonséaure: 203 mg (884 umol)
DMAP: 43 mg (354 umol)
EDC-HCI: 254 mg  (1.33 mmol)
3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propan-1-ol (5): 200mg (960 umol)

1-(tert-Butyl) 2-(3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)propyl) (R, S)-piperidin-1,2-

dicarboxylat (5-6): 150 mg (343 pmol)

Aussehen: gelbes Ol OCHg,
4
5 N OCH3
Summenformel: Cy3H3sNOy ,
O
) CONTY OCH;
Molekiilmasse: 437.5 g/mol H o
1
S-7
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):
SV 1: R¢=0.56 (PE:EtOAcC = 2:1).
SV 2: R¢=0.38 (PE:EtOAC = 2:1, 5 % NEt3).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 2: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:

SV 1: 360 mg (823 umol / 93 %).

SV 2: 110 mg (326 umol / 95 %).

Spektroskopische Daten zu S-7:

IR (ATR, ¥ [cm™]): 2934 (w), 2853 (w), 1732 (m), 1588 (m), 1507 (m), 1455 (m), 1331 (m),
1235 (m), 1181 (m), 1122 (s), 1008 (m).
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'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

6.39 (s, 2H, phenyl-CH), 4.12-4.21 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 3.85 (s, 6H, 2 x m-O-CH;), 3.82 (s,
3H, p-O-CHs), 3.36 (dd, 1H, %/ = 3.3, 9.9, pip-CH-2), 3.04-3.13 (m, 1H, pip-CH,-6), 2.59-2.71 (m, 3H,
0-CH,-CH,-CH,-Ar, pip-CH,-6), 1.91-2.04 (m, 3H, O-CH,-CH,-CH,-Ar, pip-CH,-3), 1.73-1.85 (m, 2H,
pip-NH, pip-CH,-4), 1.37-1.63 (m, 4H, pip-CH,-3, 4, 5).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

173.6 (1C, CO-O-CH,), 153.2 (2C, C,-0-CHs), 136.9 (1C, phenyl-C,), 136.3 (1C, C,-O-CHs), 105.3 (2C,
phenyl-CH), 64.1 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 60.8 (1C, p-O-CHs), 58.7 (1C, pip-CH-2), 56.1 (2C,
2 x m-0-CHy), 45.8 (1C, pip-CH,-6), 32.6 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 30.2 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 29.3
(1C, pip-CH,-3), 25.9 (1C, pip-CH,-5), 24.1 (1C, pip-CH,-4).

3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl! (R, S)-1-((4-methylbenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (10)

Ansatz (ASV 3, Stufe 3):

3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propy! (R, S)-piperidin-2-carboxylat (5-7): 140 mg (415 pmol)
4-Methylbenzylsulfonsadurechlorid: 93mg (456 pmol)
NMM: 137l (1.25 mmol)
Aussehen: gelbes Ol \ OCHg

5 3 OCHs4
Summenformel: Cy6H35N,04S

OCH
Molekiilmasse: 505.6 g/mol 3

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):
R¢ = 0.43 (PE:EtOAC 3:2).

Flash-Chromatographie (Kieselgel): 1o

Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100

Ausbeute:

40mg  (79.0 umol / 19 %).

Reinheit (HPLC): > 99 % (Methode I).

LogP (HPLC): 3.5
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Spektroskopische Daten zu 1o:

IR (ATR, & [cm™]): 2940 (w), 2860 (w), 1732 (m), 1589 (m), 1508 (m), 1455 (m), 1335 (m),
1237 (m), 1123 (s), 823 (m).

'H-NMR (CDCl3, & [ppm], J [Hz]):

7.30-7.37 (m, 2H, benzyl-CH-2’, 6°), 7.14-7.20 (m, 2H, benzyl-CH-3’, 5%), 6.41 (s, 2H, phenyl-CH),
4.53 (d, 1H, */=4.9, pip-CH-2), 4.14-4.27 (m, 4H, O-CH,-CH,-CH,-Ar, benzyl-CH,), 3.84 (s, 6H,
2 x m-O-CHs), 3.82 (s, 3H, p-O-CHs), 3.42-3.50 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.18 (ddd, 1H, >/ =12.8, °/ = 3.0,
12.8, pip-CH,-6), 2.65 (t, 2H, >/ = 7.8, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 2.35 (s, 3H, benzyl-CH;), 2.11-2.19,(m,
1H, pip-CH,-3), 1.94-2.03 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.54-1.73 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.37-1.51
(m, 1H, pip-CH,-5), 1.16-1.30 (m, 1H, pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.6 (1C, CO-0-CH,), 153.2 (2C, C,-O-CHs), 138.4 (1C, benzyl-C,-4°), 136.7 (1C, phenyl-C,), 136.3
(1C, C,-O-CHs), 130.8 (2C, benzyl-CH-2’, 6°), 129.3 (2C, benzyl-CH-3’, 5°), 126.2 (1C, benzyl-C,-1°),
105.4 (2C, phenyl-CH), 64.6 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 60.8 (1C, p-O-CHs), 58.6 (1C, benzyl-CH,), 56.1
(2C, 2 x m-0-CH;3), 56.05 (1C, pip-CH-2), 43.5 (1C, pip-CH,-6), 32.4 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 30.3
(1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 27.8 (1C, pip-CH,-3), 25.0 (1C, pip-CH,-5), 21.2 (1C, benzyl-CH), 20.4 (1C,
pip-CH,-4).

3-(Pyridin-3-yl)propyl (R, S)-piperidin-2-carboxylat (10)

Ansatz (ASV 3):

SV.1:
(R, S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure: 669 mg  (2.92 mmol)
DMAP: 142 mg  (1.17 mmol)
EDC-HCI: 838 mg (4.37 mmol)
3-(Pyridin-3-yl)propan-1-ol: 376 uL (2.92 mmol)
SV 2

1-(tert-Butyl) 2-(3-(pyridin-3-yl)propyl) (R, S)-piperidin-1,2-dicarboxylat

200 m 574 pmol
(9): g umol)
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Aussehen: gelbes Ol s

5 3 " "
'
Summenformel: C14H20N,0, . ) ]/OM\J;J .

Molekiilmasse: 248.3 g/mol

- Iz

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

SV 1: R¢=0.47 (PE:EtOAC = 1:10).
SV 2: R¢=0.28 (PE:EtOAc = 1:10, 5 % NEt;).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
SV 2: Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100

Ausbeute:

SV 1: 940 mg (2.70 mmol / 93 %).
SV 2: 140mg (564 umol / 98 %).

Spektroskopische Daten zu 10:

IR (ATR, ¥ [cm™]): 3031 (w), 2934 (w), 2857 (w), 1733 (m), 1687 (s), 1394 (m), 1195 (m),
1124 (s), 797 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

8.43-8.47 (m, 2H, pyr-CH-2",4”), 7.50 (ddd, 1H, */=7.8, “/=1.7, 2.3, pyr-CH-6/), 7.22 (ddd, 1H,
’)=4.8, 7.8, >J=0.7, pyr-CH-5"), 4.17 (t, 2H, *J = 6.4, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 3.49 (dd, 1H, */=3.3,
10.5, pip-CH-2), 3.19-3.29 (m, 1H, pip-CH,-6), 2.65-2.80 (m, 3H, O-CH,-CH,-CH,-Ar, pip-CH,-6),
1.94-2.08 (m, 3H, O-CH,-CH,-CH,-Ar, pip-CH,-3), 1.78-1.87 (m, 2H, pip-NH, pip-CH,-4), 1.43-1.72
(m, 4H, pip-CH,-3, 4, 5).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

172.1 (1C, CO-O-CH,), 149.9 (1C, pyr-CH-2"), 147.7 (1C, pyr-CH-4“), 136.2 (1C, pyr-C,-1“), 135.8
(1C, pyr-CH-6), 123.4 (1C, pyr-CH-5*), 64.1 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 58.1 (1C, pip-CH-6), 45.2 (1C,
pip-CH,-2), 29.8 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 29.3 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 28.2 (1C, pip-CH,-3), 24.6
(1C, pip-CH,-5), 23.5 (1C, pip-CH,-4).
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3-(Pyridin-3-yl)propyl (S)-piperidin-2-carboxylat (S-10)

Ansatz (ASV 3):

(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure:
DMAP:

EDC-HCI:

3-(Pyridin-3-yl)propan-1-ol:

1-(tert-Butyl) 2-(3-(pyridin-3-yl)propyl) (S)-piperidin-
1,2-dicarboxylat (S-9):

200 mg

21 mg
251 mg
124 pL

240 mg

(872 umol)
(174 pmol)
(1.31 mmol)
(960 pmol)

(689 umol)

Aussehen: gelbes Ol
Summenformel: C14H20N,0,

Molekiilmasse: 248.3 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

SV 1 R = 0.49 (PE:EtOAc = 1:10).
SV 2: Rf = 0.25 (PE:EtOAc = 1:10, 5 % NEts).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100

Ausbeute:

SV 1: 240 mg (689 umol / 79 %).
SV 2: 170mg (685umol / 99 %).

Spektroskopische Unterschiede von 5-10 zu 10:

- Iz

3
3 2" /N 4
N
2 0 \/\);J 50
6"

o
5-10

IR (ATR, ¥ [cm™]): 3066 (w), 2937 (w), 1734 (m), 1640 (s), 1369 (m), 1196 (m), 1126 (s),

799 (m).

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

3.36 (dd, 1H, *=3.2, 9.9, pip-CH-2), 3.06-3.13 (m, 1H, pip-CH,-6), 1.74-2.04 (m, 5H,

0-CH,-CH,-CH,-Ar, pip-NH, pip-CH,-3, 4), 1.39-1.64 (m, 4H, pip-CH,-3, 4, 5).
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BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

173.5 (1C, CO-0-CH,), 136.3 (1C, pyr-C4-1°), 64.0 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 58.6 (1C, pip-CH-2), 45.7
(1C, pip-CH,-6), 29.4 (1C, pip-CH,-3), 25.8 (1C, pip-CH,-5), 24.1 (1C, pip-CH,-4).

3-(Pyridin-3-yl)propyl! (R, S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (8a)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a): 500 mg  (1.77 mmol)
DMAP: 108 mg (882 umol)
EDC-HCI: 440 mg  (2.29 mmol)
3-(Pyridin-3-yl)propan-1-ol: 250 pL (1.94 mmol)
Aussehen: farbloses Ol 4 3

5 3 2" /N 4
Summenformel: Cy1H26N,04S . [lj ) ]/O\/\J/\J o

-
Molekilmasse: 402.2 g/mol O:/é 0
o .
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel): ‘ ’
R¢ = 0.40 (PE:EtOAC = 1:10). TN
8a

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100
Ausbeute:
660 mg (1.64 mmol /93 %).
Reinheit (HPLC): > 99 % (Methode 1).
LogP (HPLC): 2.4
IR (ATR, ¥ [cm'l]): 3032 (w), 2945 (m), 2860 (w), 1732 (s), 1575 (m), 1335 (s), 1147 (m),

1127 (s), 1109 (m), 738 (m), 698 (m).
'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

8.45-8.48 (m, 2H, pyr-CH-2",4"), 7.51-7.56 (m, 1H, pyr-CH-6"), 7.43-7.48 (m, 2H, benzyl-CH),
7.33-7.40 (m, 3H, benzyl-CH), 7.24 (ddd, 1H, >/ = 4.9, 7.8, °J = 0.7, pyr-CH-5""), 4.50 (d, 1H, >/ = 4.4,
pip-CH-2), 4.13-4.31 (m, 4H, O-CH,-CH,-CH,-Ar, benzyl-CH,), 3.39-3.50 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.16
(ddd, 1H, 2 =12.8, ®/ = 3.0, 12.8, pip-CH,-6), 2.73 (t, 2H, *J = 7.8 O-CH,-CH,-CH,-Ar), 2.09-2.16 (m,
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1H, pip-CH,-3), 1.96-2.03 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.55-1.72 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.35-1.49
(m, 1H, pip-CH,-5), 1.15-1.23 (m, 1H, pip-CH,-4).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.4 (1C, CO-O-CH,), 149.7 (1C, pyr-CH-2"), 147.5 (1C, pyr-CH-4"), 136.3 (1C, pyr-C,-1”), 136.1
(1C, pyr-CH-6”), 130.9 (2C, benzyl-CH-2’,6’), 129.3 (1C, benzyl-C-1’), 1285 (3C,
benzyl-CH-3, 4’, 5’), 123.5 (1C, pyr-CH-5"), 64.3 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 58.9 (1C, benzyl-CH,),
56.1 (1C, pip-CH-2), 43.5 (I1C, pip-CH»-6), 29.9 (I1C, O-CH,<-CH,-CH,-Ar), 29.3 (1€,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 27.7 (1C, pip-CH,-3), 24.9 (1C, pip-CH,-5), 20.4 (1C, pip-CHy-4).

3-(Pyridin-3-yl)propyl (S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (S-8a)

Ansatz (ASV 3):

3-(Pyridin-3-yl)propyl (S)-piperidin-2-carboxylat (5-10): 170mg (685 umol)
Benzylsulfonsaurechlorid: 131 mg (685 umol)
NMM: 226 uL (2.05 mmol)
Aussehen: farbloses Ol 4 3
5 3 2" /N 4"
Summenformel: C,1H6N,0,S 6 ’il 2 o\/\@ -
| 6"
Molekiilmasse: 402.2 g/mol Ot//S 0]
"
[ 2
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):
5 3
Rf = 0.39 (PE:EtOAC = 1:10). >
S-8a

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100

Ausbeute:

220mg (547 umol / 80 %).

Reinheit (HPLC): 97 % (Methode I).
LogP (HPLC): 2.4

Spektroskopische Unterschiede von 5-8a zu 8a:

IR (ATR, ¥ [cm™]): 2859 (w), 697 (m).
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'H-NMR (CDCl;, 6 [ppm], J [Hz]):

7.52 (ddd, 1H, >/=7.8, *J=1.7, 2.2, pyr-CH-6"), 7.23 (ddd, 1H, *>/=4.9, 7.8, >J = 0.7, pyr-CH-5"),
4.51 (d, 1H, * = 4.3, pip-CH-2), 1.14 (ddq, 1H, & = 12.4,%/ = 3.2, 12.4, pip-CH-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.5 (1C, CO-O-CH,), 147.7 (1C, pyr-CH-4"), 136.2 (1C, pyr-C,-1”), 135.9 (1C, pyr-CH-6"), 131.0
(2C, benzyl-CH-2’,6'), 129.3 (1C, benzyl-C-1’), 128.6 (3C, benzyl-CH-3’,4’,5'), 123.4 (iC,
pyr-CH-5""), 30.0 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 27.8 (1C, pip-C-3), 25.0 (1C, pip-C-5).

3-(Pyridin-3-yl)propy! (R, S)-1-((4-methylbenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (80)

Ansatz (ASV 3, Stufe 3):

3-(Pyridin-3-yl)propyl (R, S)-piperidin-2-carboxylat (10): 140 mg (564 umol)
4-Methylbenzylsulfonsdurechlorid: 115mg (564 umol)
NMM: 186yl  (1.69 mmol)
Aussehen: gelbes Ol '3\]
’d

Summenformel: Cy,Hp3N,0,S \ |

6"
Molekilmasse: 416.5 g/mol
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):
Rf = 0.34 (PE:EtOAC = 1:4).

8o

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 60:40 bis 0:100
Ausbeute:
160 mg (384 umol / 68 %).
Reinheit (HPLC): 93 % (Methode I).
LogP (HPLC): 2.9
Spektroskopische Daten zu 8o:
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3028 (w), 2943 (w), 2860 (w), 1732 (m), 1575 (m), 1446 (m), 1335 (m),

1175 (m), 1148 (m), 1127 (s), 824 (m).
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'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

8.44-8.48 (m, 2H, pyr-CH-2“,4“), 7.50-7.54 (m, 1H, pyr-CH-6“), 7.31-7.35 (m, 2H,
benzyl-CH-2’,6°), 7.23 (ddd, 1H, */=4.8, 7.8, °/=0.7, pyr-CH-5”), 7.15-7.19 (m, 2H,
benzyl-CH-3’, 5°), 4.51 (d, 1H, *J = 4.7, pip-CH-2), 4.10-4.26 (m, 4H, O-CH,-CH,-CH,-Ar, benzyl-CH,),
3.42-3.49 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.17 (ddd, 1H, ¥ = 12.8, */ = 3.1, 12.8, pip-CH,-6), 2.73 (t, 2H, >/ = 7.8,
0-CH,-CH,-CH»-Ar), 2.35 (s, 3H, benzyl-CHs), 2.09-2.17 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.96-2.04 (m, 2H,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.56-1.73 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.37-1.50 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.15-1.26 (m,
1H, pip-CH,-4).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.5 (1C, CO-O-CH,), 149.9 (1C, pyr-CH-2"), 147.7 (1C, pyr-CH-4"), 138.4 (1C, benzyl-C,-4), 136.2
(1C, pyr-C,-1°), 135.9 (1C, pyr-CH-6), 130.8 (2C, benzyl-CH-2’, 6°), 129.3 (2C, benzyl-CH-3’, 5),
126.2 (1C, benzyl-C,-1°), 123.4 (1C, pyr-CH-5"), 64.3 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 58.6 (1C, benzyl-CH,),
56.1 (1C, pip-CH-2), 43.5 (1C, pip-CHy»6), 30.0 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 29.3 (1C,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 27.8 (1C, pip-CH,-3), 25.0 (1C, pip-CH,-5), 21.2 (1C, benzyl-CHs), 20.4 (1C,
pip-CH,-4).

3-(Pyridin-3-yl)propyl (5)-1-((4-methylbenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (S-80)

Ansatz (ASV 3, Stufe 3):

3-(Pyridin-3-yl)propyl (S)-piperidin-2-carboxylat (5-10): 130mg (524 umol)
4-Methylbenzylsulfonsdurechlorid: 107 mg (524 umol)
NMM: 173 L (1.57 mmol)
Aussehen: gelbes Ol 4 3"
5 3 2" /N 4"
Summenformel: C,,H55N,04S ] [ij 2 O\/\}&J .
| 6"
Molekiilmasse: 416.5 g/mol O:// O
O 1
6' 2
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):
5 3
Rf = 0.34 (PE:EtOAC = 1:4). g
CHj;
S-8o

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 60:40 bis 0:100
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Ausbeute:

130 mg (312 umol / 60 %).

Reinheit (HPLC): 94 % (Methode II).
LogP (HPLC): 2.9
IR (ATR, ¥ [cm™]): 1513 (m), 1447 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):
4.51 (d, 1H, *J = 4.8, pip-CH-2).
3C-NMR (CDCl;, & [ppm]):

147.8 (1C, pyr-CH-4").

Ethyl (R, S)-1-(((1H-benzo[d]imidazol-5-yl)methyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (3s)

Zur Reduktion der Nitrogruppe wurden 1.12g (3.14 mmol) Ethyl (R, S)-1-((4-Nitro-
benzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (3b) in 20 mL EtOAc geldst und mit katalytischen Mengen
Pd/C in einer Hydrierbombe unter 10 bar Wasserstoffdruck solange bei RT hydriert, bis die
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel, R;=0.47, PE:EtOAc=1:1) kein Edukt mehr anzeigte.
AnschlieBend wurde Pd/C abfiltriert, das Losungsmittel i. Vak. abdestilliert und die
Reaktionsmischung, falls noétig, Flash-chromatographisch (Kieselgel, Gradient: PE:EtOAc = 50:50
bis 0:100) gereinigt.

4

Aussehen: oranger Feststoff > 3
P!
@)
Summenformel: C13H16N>06S SON ]/ ~
= o

/,
Molekilmasse: 328.3 g/mol o "

6' 2!
Schmp: 107-108 °C (PE:EtOAc). . N
Ausbeute: 800 mg (2.45 mmol / 78 %). NH,
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Spektroskopische Daten zu 3d:

IR (ATR, & [cm™]): 3366 (w), 3080 (w), 2945 (w), 2852 (w), 1721 (m), 1630 (m), 1516 (s),
1447 (m), 1321 (m), 1300 (m), 1204 (m), 1057 (s), 837 (m).

'H-NMR (CDCl3, & [ppm], J [Hz]):

7.21-7.25 (m, 2H, benzyl-CH-2’,6’), 6.64-6.70 (m, 2H, benzyl-CH-3’,5’), 4.54 (d, 1H, */=4.8,
pip-CH-2), 4.11-4.27 (m, 4H, O-CH,-CHs, benzyl-CH,), 3.40-3.48 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.15 (ddd, 1H,
2)=12.8,3% =3.1, 12.8, pip-CH,-6), 2.51 (s, 2H, Ar-NH,), 2.10-2.21 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.60-1.72 (m,
3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.37-1.50 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.19-1.33 (m, 4H, O-CH,-CH, pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.5 (1C, CO-O-CH,), 146.5 (1C, benzyl-C,-4‘), 132.0 (2C, benzyl-CH-2’,6‘), 1189 (1C,
benzyl-C,-4‘), 115.1 (2C, benzyl-CH-3’, 5%), 61.3 (1C, O-CH,-CHs), 58.3 (1C, benzyl-CH,), 55.9 (1C,
pip-CH-2), 43.4 (1C, pip-CH,-6), 27.8 (1C, pip-CH,-3), 25.1 (1C, pip-CH,-5), 20.4 (1C, pip-CH,-4),
14.2 (1C, O-CH,-CHs).

Synthese der Zielverbindung:

Ethyl (R, S)-1-(((1H-benzo[d]imidazol-5-yl)methyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (3s)

Hierzu wurden nach einer modifizierten Vorschrift von Baer et al."”’ 800 mg (2.45 mmol) Ethyl
(R, S)-1-((4-aminobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (3d) in 20 mL abs. CH,Cl, vorgelegt und
232 mg (2.45 mmol, 232 ul) Essigsdureanhydrid, sowie 496 mg (4.90 mmol, 670 uL) NEt; unter
Eiskihlung zugegeben. Nachdem die Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel, R; = 0.20, PE:EtOAc = 1:1)
das Ende der Reaktion anzeigte, wurde die Reaktionsmischung Flash-chromatographisch
(Kieselgel, Gradient: PE:EtOAc=90:10 bis  0:100) gereinigt, um Ethyl (R, S)-

1-((4-acetoylaminobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (3h) als Produkt zu erhalten.

Aussehen: weiller Feststoff

Summenformel: Cy7H54N,05S

Molekiilmasse: 368.5 g/mol

Schmp: 127-130 °C (PE:EtOAc).

Ausbeute: SV 1. 610 mg (1.66 mmol / 68 %).
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Spektroskpische Daten zu 3h:

IR (ATR, & [cm™]): 3316 (w), 3061 (w), 2955 (w), 2855 (w), 1731 (m), 1660 (m), 1520 (m),
1316 (m), 1295 (m), 1205 (m), 1137 (s), 842 (m), 729 (m).

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

7.50 (d, 2H, 3/=8.5, benzyl-CH-3’,5’), 7.40 (d, 2H, */=8.5, benzyl-CH-2,6’), 7.30, (s, 1H,
Ar-NH-CO-CHs) 4.58 (d, 1H, %/ = 4.0, pip-CH-2), 4.18-4.31 (m, 4H, O-CH,-CHs, benzyl-CH,), 3.42-3.50
(m, 1H, pip-CH»6), 3.15 (ddd, 1H, %¥=12.8, */=3.1, 12.8, pip-CH,-6), 2.14-2.22 (m, 4H,
Ar-NH-CO-CHs, pip-CH,-3), 1.55-1.73 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.39-1.52 (m, 1H, pip-CH,-5),
1.21-1.34 (m, 4H, O-CH,-CH;, pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.4 (1C, CO-O-CH,), 168.3 (Ar-NH-CO-CH;), 138.2 (1C, benzyl-C,-4*), 131.6 (2C, benzyl-CH-2’, 6'),
124.9 (1C, benzyl-C,-4°), 119.6 (2C, benzyl-CH-3’, 5°), 61.4 (1C, O-CH,-CHs), 58.2 (1C, benzyl-CH,),
56.0 (1C, pip-CH-2), 43.5 (1C, pip-CH»-6), 27.9 (1C, pip-CH,-3), 25.1 (1C, pip-CHy-5), 24.7
(Ar-NH-CO-CHs), 20.4 (1C, pip-CH,-4), 14.2 (1C, O-CH,-CH).

270 mg (733 umol) Ethyl (R, S)-1-((4-acetoylamino-benzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (3h)
wurden nach Béla et al.'® langsam zu 3 mL Nitriersaure (Mischung aus konz. H,SO, und konz.
HNO; im Verhaltnis 1:1,) bei -4 °C gegeben. Nachdem die Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel,
R¢=0.50, PE:EtOAc=1:1) nach 4 h Rihren eine vollstindige Umsetzung anzeigte, wurde die
Reaktionsmischung unter Eiskiihlung mit 50-%iger Natronlauge neutralisiert und anschlieBend mit
CH,Cl, (4 x20 mL) extrahiert. Nach dem Trocknen der vereinigten organischen Phasen (ber
Na,SO, und dem Entfernen des Losungsmittels i. Vak. konnte Ethyl (R, S)-1-((4-acetoylamino-3-
nitrobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (3p) erhalten werden. Das Produkt wurde ohne

weitere Reinigung weiter umgesetzt.

Es wurden 300 mg (726 mmol) Ethyl (R, S)-1-((4-acetoylamino-3-nitrobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-
carboxylat (3p) in Anlehnung an eine Vorschrift von Wang et al.'° in 20 mL abs. EtOH geldst und
1 mL Thionylchlorid hinzugetropft. Anschliefend wurde 4 h refluxiert, bis die Reaktionskontrolle
(DC, Kieselgel, Rt =0.59, PE:EtOAc = 1:1) eine vollstdndige Umsetzung anzeigte. Darauf wurde die

Reaktionsmischung mit ges. NaHCO;-Losung neutralisiert und die wassrige Phase mit CH,Cl,
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(4 x 20 mL) extrahiert. Nach dem Trocknen der vereinigten organischen Phasen und dem
Entfernen des Losungsmittels i. Vak., wurde die Reaktionsmischung Flash-chromatographisch
(Kieselgel, Gradient: PE:EtOAc =90:10 bis 0:100) gereinigt, um Ethyl (R, S)-1-((4-amino-3-
nitrobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (3q) zu erhalten. Das Produkt wurde ohne weitere

Charakterisierung weiter umgesetzt.

Um die Nitrogruppe zu reduzieren, wurden 200 mg (538 mmol) Ethyl (R, S)-1-((4-amino-3-
nitrobenzyl)sulfonyl) piperidin-2-carboxylat (3q) in EtOAc geldst, katalytische Mengen Pd/C
hinzugegeben und in einer Hydrierbombe bei 10 bar Wasserstoffdruck fiir 6 h bei RT gerihrt.
Nachdem die DC-Kontrolle (Kieselgel, R;=0.10, PE:EtOAc = 1:1) zeigte, dass kein Edukt mehr in
der Reaktionsmischung vorhanden war, wurde diese filtriert und das Losungsmittel i. Vak.
entfernt. Es wurde Ethyl (R, S)-1-((3,4-diaminobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (3r) als

Produkt erhalten. Das Produkt wurde ohne weitere Reinigung umgesetzt.

Nach einer Vorschrift von Zhang et al.'*! wurden (50 mg, 146 pmol) Ethyl (R, S)-1-((3,4-diamino-
benzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (3r), (29 uL, 176 umol) Orthoameisensaure-triethylester
und (4 mg, 15.0 umol) lod in 5 mL abs. Acetonitril bei RT gerlhrt. Der Reaktionsablauf wurde
mittels DC (Kieselgel, R;=0.46, EtOAc:MeOH =10:1) kontrolliert. Nachdem die Reaktion
vollstandig abgelaufen war, wurden 5mL dem. H,0 zugegeben und mit EtOAc extrahiert
(4 x 10 mL). Nach dem Trocknen der vereinigten organischen Phasen Uber Na,SO, und dem
Entfernen des Losungsmittels i. Vak. konnte das Rohprodukt erhalten werden. Dieses wurde
Flash-chromatographisch (Kieselgel, Gradient: EtOAc:MeOH = 100:0 bis 50:50) gereinigt, um das

gewinschte Produkt zu erhalten.

2
Aussehen: gelbes Ol 5 3
.
Summenformel: Ci6H21N30,S ° N : ]/OV
Molekilmasse: 351.4 g/mol
Ausbeute: SV 2: 300 mg (726 mmol / 99 %).
"

SV 3: 200 mg (538 mmol / 74 %).

SV 4: 90 mg (264 mmol /49 %).

SV 5: 30mg (85.0 mmol /58 %).
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Analytische und spektroskopische Daten zu 3s:

Reinheit (HPLC): 98 % (Methode Il)
LogP (HPLC): 1.4
IR (ATR, ¥ [cm'l]): 3321 (w), 3097 (w), 2937 (w), 2861 (w), 1730 (m), 1450 (m), 1355 (m),

1323 (m), 1179 (m), 1125 (s), 814 (m).
'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

8.05 (s, 1H, benzimidazol-CH-5’), 7.73 (s, 1H, benzimidazol-CH-2’), 7.59 (d, 1H, 3)=8.4,
benzimidazol-CH-8), 7.35 (dd, 1H, 3)=8.4,%=1.5, benzimidazol-CH-9), 5.88 (s, 1H, NH-6), 4.58
(d, 1H, 3j=4.5, pip-CH-2), 4.42 (AB-Spinsystem, 1H, 2 =142, benzimidazol-CH,), 4.40 (AB-
Spinsystem, 1H, 2 =142, benzimidazol-CH,), 4.17-4.30 (m, 2H, O-CH,-CH3), 3.45-3.52 (m, 1H,
pip-CH»-6), 3.18 (ddd, 1H, %/=12.7, *>/=3.0, 12.7, pip-CH,-6), 2.12-2.21 (m, 1H, pip-CH,-3),
1.16-1.72 (m, 8H, O-CH,-CH3, pip-CH,-3, 4, 5).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.5 (1C, CO-0-CH,), 141.5 (1C, benzimidazol-CH-5‘), 138.1 (1C, benzimidazol-C,-7‘), 137.2 (1C,
benzimidazol-C,-3°), 125.8 (1C, benzimidazol-CH-9), 123.9 (1C, benzimidazol-C,-1‘), 117.9 (1C,
benzimidazol-CH-2‘), 115.8 (1C, benzimidazol-CH-8), 61.5 (1C, O-CH,-CH;), 58.9 (1C,
benzimidazol-CH,), 56.0 (1C, pip-CH-2), 43.4 (1C, pip-CH»-6), 27.9 (1C, pip-CH,-3), 25.0 (1C,
pip-CH,-5), 20.3 (1C, pip-CH,-4), 14.2 (1C, O-CH,-CHs).

3-(Pyridin-3-yl)propyl (S)-1-((3-nitrobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (S-8c)

Ansatz (ASV 1):

SV.2:
Ethyl (S)-piperidin-2-carboxylat (S-2): 500 mg (3.18 mmol)
3-Nitrobenzylsulfonsaurechlorid: 749 mg (3.18 mmol)
NMM: 1.05mL (9.54 mmol)
SV 3:
Ethyl (S)-1-((3-nitrobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (S-3b): 380mg  (1.07 mmol)
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Ansatz (ASV 2):

(S)-1-((3-Nitrobenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (S-4b):
DMAP:

EDC-HCI:

3-(Pyridin-3-yl)propan-1-ol:

290 mg (883 umol)
32mg (265 pmol)
254 mg  (1.33 mmol)
114 pL (883 umol)

Aussehen: gelbes Ol
Summenformel: C,1Hy5N306S
Molekiilmasse: 447.5 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

SV 1 R¢ = 0.21 (PE:EtOAc = 10:3).
SV 2: R = 0.26 (PE:EtOAc = 10:3, 5 % FA).
SV 3: R = 0.38 (PE:EtOAcC = 1:10).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
SV 3. Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100
Ausbeute:

SV 1: 860 mg (2.41 mmol /76 %).

SV 2: 290 mg (883 umol / 83 %).

SV 3: 270mg (603 umol / 68 %).

Analytische und spektroskopische Daten zu S-8c:

Reinheit (HPLC): 97 % (Methode I).
LogP (HPLC): 2.2

IR (ATR, ¥ [cm™]):

o

5 3 2" /N 4
S O\/\j;J "

6 N > 5
s._ O

73 "NO,
S5-8c¢

Das zugehorige Racemat 8c ist
auf Seite 148 zu finden.

3087 (w), 3031 (w), 2943 (w), 2860 (w), 1732 (m), 1576 (w), 1526 (s),

1351 (s), 1336 (s), 1301 (m), 1148 (m), 1128 (s), 880 (w).

'H-NMR (DMSO-ds, & [ppml], J [Hz]):

8.42 (d, 1H, %/ =1.8, pyr-CH-2"), 8.40 (dd, 1H, /= 4.8, *J= 1.8, pyr-CH-4), 8.33-8.36 (m, 1H,

benzyl-CH-2°), 8.24 (ddd, 1H, /= 8.1, */ = 0.9, 2.3, benzyl-CH-4‘), 7.86-7.91 (m, 1H, benzyl-CH-6),

7.71 (t, 1H, */=8.1, benzyl-CH-5), 7.60-7.66 (m, 1H, pyr-CH-6"), 7.30 (ddd, 1H, *>/=4.8, 7.8,

°J= 0.6, pyr-CH-5"), 4.71 (AB-Spinsystem, 1H, %J,5 = 13.6, benzyl-CH,), 4.66 (AB-Spinsystem, 1H,

’Jus = 13.6, benzyl-CH,), 4.38 (d, 1H, */=5.0, pip-CH-2), 4.04-4.18 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar),
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3.39-3.47 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.14 (ddd, 1H, % = 12.8, *J = 2.7, 12.7, pip-CH,-6), 2.67 (t, 2H, >/ = 7.7,
O-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.96-2.03 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.87-1.96 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.50-1.67
(m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.21-1.36 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.03-1.20 (m, 1H, pip-CH,-4).

B3C-NMR (DMSO-dg, & [ppm]):

170.9 (1C, CO-0-CH,), 149.5 (1C, pyr-CH-2"), 147.4 (1C, benzyl-C4-3'), 147.2 (1C, pyr-CH-4“), 137.5
(1C, benzyl-CH-6), 136.4 (1C, pyr-C,-1“), 135.7 (1C, pyr-CH-6*), 132.3 (1C, benzyl-C4-1°), 129.7 (1€,
benzyl-CH-5), 125.5 (1C, benzyl-CH-2‘), 123.3 (1C, pyr-CH-5), 123.0 (1C, benzyl-CH-4"), 63.9 (1C,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 56.2 (1C, benzyl-CH,), 55.1 (1C, pip-CH-2), 42.7 (1C, pip-CH,-6), 29.4 (1C,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 28.3 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 27.1 (1C, pip-CH,-3), 24.2 (1C, pip-CH,-5), 19.6
(1C, pip-CH,-4).

3-(Pyridin-3-yl)propyl (S)-1-((4-fluorbenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (S-8u)

Ansatz (ASV 3, Stufe 3):

3-(Pyridin-3-yl)propyl (S)-piperidin-2-carboxylat (5-10): 150mg (604 pumol)
4-Fluorbenzylsulfonsaurechlorid: 126 mg (604 pumol)
NMM: 199 uL (1.81 mmol)
Aussehen: gelbes Ol 4 3

5 3 2" N 4"

’d
Summenformel: C,1H55FN,0,S . lil 2 O\/\J;J .
| 6"
Molekilmasse: 420.5 g/mol ://S
@)

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

R¢=0.42 (PE:EtOAC = 1:10).

S-8u

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100

Ausbeute:

230 mg (547 umol /91 %).

Reinheit (HPLC): 98 % (Methode II).

Enantiomerenreinheit (HPLC): 96 % (Methode lIl).

LogP (HPLC): 2.2
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IR (ATR, ¥ [cm™]): 3031 (w), 2946 (w), 2861 (w), 1732 (m), 1508 (m), 1335 (m), 1176 (m),
1127 (s), 841 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

8.44-8.49 (m, 2H, pyr-CH-2*, 4*), 7.53 (ddd, 1H, */ =7.8, /= 1.7, 2.0, pyr-CH-6"), 7.41-7.46 (m, 2H,
benzyl-CH-2’, 6°), 7.22-7.26 (m, 1H, pyr-CH-5%), 7.02-7.09 (m, 2H, benzyl-CH-3’, 5°), 4.55 (d, 1H,
’J = 4.8, pip-CH-2), 4.08-4.28 (m, 4H, O-CH,-CH,-CH,-Ar, benzyl-CH,), 3.40-3.47 (m, 1H, pip-CH,-6),
3.13 (ddd, 1H, %/=12.8, */=3.0, 12.8, pip-CH»-6), 2.73 (t, 2H, */=7.8, O-CH,-CH,-CH,-Ar),
2.12-2.20 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.95-2.06 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.55-1.75 (m, 3H, pip-CH,-3, 4,
5), 1.36-1.52 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.14-1.28 (m, 1H, pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

171.4 (1C, CO-O-CH,), 162.9 (d, 1C, YJ=246.4, benzyl-C,-4*), 149.7 (1C, pyr-CH-2“), 147.5 (1C,
pyr-CH-4), 136.3 (1C, pyr-C,-1“), 136.1 (1C, pyr-CH-6"), 132.7 (d, 2C, *Jee = 8.3, benzyl-CH-2, 6Y),
125.2 (d, 1C, “Jr = 3.3, benzyl-C,-19), 123.5 (1C, pyr-CH-5“), 115.6 (d, 2C, *Jer=21.5,
benzyl-CH-3’, 5°), 64.3 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 57.9 (1C, benzyl-CH,), 56.1 (1C, pip-CH-2), 43.5 (1C,
pip-CH,-6), 29.9 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 29.3 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 27.9 (1C, pip-CH,-3), 25.0
(1C, pip-CH,-5), 20.4 (1C, pip-CH,-4).

3-(Pyridin-3-yl)propyl (5)-1-((4-(trifluormethyl)benzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (5-8v)

Ansatz (ASV 3, Stufe 3):

3-(Pyridin-3-yl)propyl (S)-piperidin-2-carboxylat (5-10): 140mg (564 umol)
4-(Trifluormethyl)benzylsulfonsdurechlorid: 146 mg (564 umol)
NMM: 186 uL (1.69 mmol)
Aussehen: farbloses Ol 4 3

5 3 2" /N 4"
Summenformel: CyH5F3N,0,S v, O\/\J/\J .

Molekiilmasse: 420.5 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):
R¢ = 0.45 (PE:EtOAc = 1:10).

S-8v

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100
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Ausbeute:

220 mg (468 umol / 83 %).

Reinheit (HPLC): 98 % (Methode ).
LogP (HPLC): 2.8
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3031 (w), 2947 (w), 2861 (w), 1734 (m), 1620 (w), 1576 (w), 1447 (w),

1321 (s), 1196 (m), 1121 (s), 1064 (m), 830 (m).
'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

8.45-8.50 (m, 2H, pyr-CH-2", 4”), 7.58-7.66 (m, 4H, benzyl-CH-2’, 3’, 5", 6’), 7.53 (ddd, 1H, >/ = 7.8,
*J=1.8, 2.2, pyr-CH-6"), 7.23-7.27 (m, 1H, pyr-CH-5"), 4.61 (d, 1H, */ = 4.4, pip-CH-2), 4.34 (AB-
Spinsystem, 1H, *J;5=13.6, benzyl-CH,), 4.32 (AB-Spinsystem, 1H, *J;3=13.6, benzyl-CH,),
4.14-4.27 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 3.43-3.53 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.14 (ddd, 1H, */=12.8,
’J=3.0, 12.8, pip-CH,-6), 2.73 (t, 2H, *J = 7.8, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 2.14-2.23 (m, 1H, pip-CH,-4),
1.96-2.06 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.58-1.78 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.39-1.53 (m, 1H,
pip-CH,-5), 1.16-1.30 (m, 1H, pip-CH,-4).

BC-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

171.4 (1C, CO-O-CH,), 149.7 (1C, pyr-CH-2"), 147.6 (1C, pyr-CH-4“), 136.2 (1C, pyr-C,-1"), 136.1
(1C, pyr-CH-6), 133.3 (d, 1C, *Jg = 1.2, benzyl-C,-1°), 131.4 (2C, benzyl-CH-2, 6), 130.7 (d, 1C,
’Jr=32.5, benzyl-C,-4’), 125.5 (q, 2C, *Jr = 3.6, benzyl-CH-3’,5%), 123.9 (d, 1C, Y = 272.2,
benzyl-CF;), 123.5 (1C, pyr-CH-5*), 64.4 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 58.2 (1C, benzyl-CH,), 56.1 (1C,
pip-CH-2), 43.5 (1C, pip-CH,-6), 29.9 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 29.3 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 27.9
(1C, pip-CH,-3), 25.0 (1C, pip-CH,-5), 20.4 (1C, pip-CH,-4).

3-(Pyridin-3-yl)propyl (S)-1-((4-brombenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (S-8w)

Ansatz (ASV 3, Stufe 3):

3-(Pyridin-3-yl)propyl (S)-piperidin-2-carboxylat (5-10): 150 mg (604 umol)
4-Brombenzylsulfonsaurechlorid: 163 mg (604 pumol)
NMM: 199 uL (1.81 mmol)
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Aussehen: farbloses Ol s 3

5 3 2" /N 4"
Summenformel: C21H25BrN,0,4S o, " |

N o NPl
Molekilmasse: 481.4 g/mol 0=§_ 0§ ¢

/,
o
6 2

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

R¢ = 0.45 (PE:EtOAC = 1:10). TN

Br

S-8w

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100
Ausbeute:
290 mg (602 umol / > 99 %).
Reinheit (HPLC): 97 % (Methode II).
LogP (HPLC): 2.8
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3029 (w), 2942 (w), 2858 (w), 1732 (s), 1592 (w), 1488 (m), 1446 (m),

1335 (m), 1176 (m), 1127 (s), 841 (m).
'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

8.46-8.49 (m, 2H, pyr-CH-2“,4“), 7.53-7.57 (m, 1H, pyr-CH-6"), 7.48-7.52 (m, 2H,
benzyl-CH-2’, 6°), 7.23-7.28 (m, 3H, pyr-CH-6", benzyl-CH-3’, 5°), 4.56 (d, 1H, /= 4.7, pip-CH-2),
4.09-4.28 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar, benzyl-CH,), 3.41-3.49 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.14 (ddd, 1H,
’J=12.8, */=3.0, 12.8, pip-CH,-6), 2.74 (t, 2H, *J =7.8, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 2.12-2.20 (m, 1H,
pip-CH,-3), 1.96-2.06 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.57-1.76 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.38-1.51 (m,
1H, pip-CH,-5), 1.15-1.29 (m, 1H, pip-CH,-4).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.4 (1C, CO-0O-CH,), 149.5 (1C, pyr-CH-2"), 147.4 (1C, pyr-CH-4“), 136.3 (1C, pyr-C,-1“), 136.2
(1C, pyr-CH-6“), 132.6 (1C, benzyl-CH-2’, 6°), 131.7 (1C, benzyl-CH-3’, 5°), 128.3 (1C, benzyl-C,-1°),
123.6 (1C, pyr-CH-5“), 122.9 (1C, benzyl-C4-4°), 64.3 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 58.1 (1C, benzyl-CH,),
56.1 (1C, pip-CH-2), 43.5 (1C, pip-CH»6), 29.9 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 29.3 (1C,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 27.9 (1C, pip-CH,-3), 25.0 (1C, pip-CH,-5), 20.4 (1C, pip-CH,-4).
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3-(Pyridin-3-yl)propyl (S)-1-((3-chlorbenzyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (S-8t)

Ansatz (ASV 3, Stufe 3):

3-(Pyridin-3-yl)propyl (S)-piperidin-2-carboxylat (5-10): 580mg  (2.34 mmol)
3-Chlorbenzylsulfonsaurechlorid: 526 mg  (2.34 mmol)
NMM: 770 uL  (7.01 mmol)
Aussehen: gelbes Ol 4 3
5 3 2" /N 4"
Summenformel: C,1H,5CIN,0,S ] lll 2 O\/\J;J .
I 6"
Molekilmasse: 437.0 g/mol ://S

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

R = 0.42 (PE:EtOAC = 2:1).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100

Ausbeute:

850 mg (1.95 mmol /83 %).

Reinheit (HPLC): 97 % (Methode II).
LogP (HPLC): 2.5
IR (ATR, ¥ [cm]): 3031 (w), 2944 (w), 2860 (w), 1732 (s), 1597 (w), 1423 (m), 1335 (m),

1177 (m), 1148 (m), 1128 (s), 795 (m).
'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

8.46-8.49 (m, 2H, pyr-CH-2",4”), 7.54 (ddd, 1H, */=7.8, /=1.7, 2.2, pyr-CH-6"), 7.46 (t, 1H,
*J = 1.6, benzyl-CH-2°), 7.28-7.37 (m, 3H, benzyl-CH-4’, 5, 6'), 7.23-7.27 (m, 1H, pyr-CH-5"), 4.55
(d, 1H, */ = 4.8, pip-CH-2), 4.08-4.29 (m, 4H, O-CH,-CH,-CH,-Ar, benzyl-CH,), 3.43-3.50 (m, 1H,
pip-CH»-6), 3.16 (ddd, 1H, =128, °*/=3.0, 12.8, pip-CH»-6), 2.73 (t, 2H, */=7.8,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 2.10-2.24 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.95-2.07 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.57-1.77
(m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.38-1.52 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.15-1.30 (m, 1H, pip-CH,-4).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.4 (1C, CO-O-CH,), 149.6 (1C, pyr-CH-2"), 147.4 (1C, pyr-CH-4“), 136.3 (1C, pyr-C,-1“), 136.2
(1C, pyr-CH-6"), 134.3 (1C, benzyl-C,-3), 131.2 (1C, benzyl-C,-1°), 131.0 (1C, benzyl-CH-27), 129.8
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(1¢, benzyl-CH-4 0.5’ 0. 6'), 129.2 (1c, benzyl-CH-4 0.5’ 0. 6'), 128.7 (1c,
benzyl-CH-4 0. 5’ 0. 6°), 123.5 (1C, pyr-CH-5"), 64.4 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 58.2 (1C, benzyl-CH,),
56.1 (1C, pip-CH-2), 43.6 (1C, pip-CH,-6), 29.9 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 29.3 (1C,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 27.8 (1C, pip-CH,-3), 25.0 (1C, pip-CH,-5), 20.4 (1C, pip-CH,-4).

6.3.8 Synthese racemischer und S-Enantiomerer Piperidin-2-carboxylate

ohne Benzylsulfonamid

3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl (R, S)-1-((2,3-dihydrobenzofuran-5-yl)sulfonyl)piperidin-2-
carboxylat (12a)

Ansatz (ASV 3, Stufe 3):

3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propyl (R, S)-piperidin-2-carboxylat (7): 140 mg (415 umol)
2,3-Dihydrobenzofuran-5-sulfonsaurechlorid: 91mg (415 umol)
NMM: 137puL  (1.25 mmol)
Aussehen: farbloses Ol OCHjz
4
s 3 OCHj3
Summenformel: Cy6H33NOgS 1
2
0]
5 >N ( OCH;
Molekiilmasse: 519.6 g/mol - 9 1.0
8 S{ O
AN
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel): O« 2
5 3
R = 0.56 (PE:EtOAc = 1:1). 12a

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100

Ausbeute:

190 mg (366 umol / 88 %).

Reinheit (HPLC): 99 % (Methode I).
LogP (HPLC): 3.0
IR (ATR, ¥ [cm™]): 2934 (w), 2858 (w), 1737 (m), 1588 (m), 1446 (m), 1336 (m), 1236 (m),

1174 (m), 1121 (s), 822 (m).
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'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

7.60-7.62 (m, 1H, benzofuran-CH-9’), 7.58 (dd, 1H, */=8.4, “/= 2.1, benzofuran-CH-2’), 6.79 (d,
1H, J = 8.4, benzofuran-CH-3’), 6.39 (s, 2H, phenyl-CH), 4.74 (d, 1H, 3j=4.1, pip-CH-2), 4.63 (t, 2H,
’J = 8.9, benzofuran-CH,-6’), 3.98-4.10 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 3.85 (s, 6H, 2 x m-O-CH,), 3.82
(s, 3H, p-0-CHs), 3.66-3.83 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.16-3.28 (m, 4H, benzofuran-CH,-7’, pip-CH,-6),
2.60 (t, 2H, %/=7.6, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 2.09-2.16 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.85-1.93 (m, 2H,
O-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.60-1.81 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.41-1.51 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.25-1.37 (m,
1H, pip-CH,-4).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.0 (1C, CO-0-CH,), 163.6 (1C, benzofuran-C,-4’), 153.2 (2C, C,-O-CHs), 136.7 (1C, phenyl-C,),
136.4 (1C, C,-O-CH;), 131.8 (1C, benzofuran-C,-1’), 128.7 (1C, benzofuran-CH-2’), 128.0 (1C,
benzofuran-C,-8’), 124.4 (1C, benzofuran-CH-9’), 109.2 (1C, benzofuran-CH-3’), 105.4 (2C,
phenyl-CH), 72.2 (1C, benzofuran-CH,-6’), 64.3 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 60.8 (1C, p-O-CH;), 56.1
(2C, 2 x m-0O-CHs), 55.0 (1C, pip-CH-2), 42.5 (1C, pip-CH,-6), 32.4 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 30.2 (1C,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 29.1 (1C, benzofuran-CH,-7"), 27.9 (1C, pip-CH,-3), 24.6 (1C, pip-CH,-5), 20.1
(1C, pip-CH,-4).

3-(Pyridin-3-yl)propyl (R, S)-1-((2,3-dihydrobenzofuran-5-yl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (12b)

Ansatz (ASV 3, Stufe 3):

3-(Pyridin-3-yl)propyl (R, S)-piperidin-2-carboxylat (10): 90mg (362 umol)
2,3-Dihydrobenzofuran-5-sulfonsaurechlorid: 79mg (362 umol)
NMM: 120 uL (1.09 mmol)
Aussehen: oranges Ol 4 3
5 3 2" /N 4

S f I: CaH26N,05S "

ummenforme 22H26N205 ] lil 2 O\/\‘/&J -
Molekiilmasse: 430.5 g/mol 7o éfo ¢
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel): 5(,) “y ?
R¢=0.27 (PE:EtOAC = 1:5). 12b

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100
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Ausbeute:

100 mg (232 umol / 64 %).

Reinheit (HPLC): 98 % (Methode I).
LogP (HPLC): 2.1
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3028 (w), 2942 (w), 2858 (w), 1733 (m), 1605 (w), 1591 (w), 1444 (m),

1336 (m), 1239 (m), 1172 (m), 1142 (s), 824 (m).
'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

8.47 (dd, 1H, °/=4.8, /=1.7, pyr-CH-4"), 8.44 (d, 1H, “/=1.7, pyr-CH-2"), 7.61-7.63 (m, 1H,
benzofuran-CH-9’), 7.59 (dd, 1H, *=8.4, “J=2.1, benzofuran-CH-2’), 7.47-7.52 (m, 1H,
pyr-CH-6”), 7.23 (ddd, 1H, */=4.8, 7.8, °/=0.7, pyr-CH-5”), 6.79 (d, 1H, *=8.4,
benzofuran-CH-3’), 4.73 (d, 1H, */=4.1, pip-CH-2), 4.64 (t, 1H, J=8.8, benzofuran-CH,-6"),
3.98-4.10 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 3.67-3.73 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.17-3.28 (m, 4H,
benzofuran-CH,-7’, pip-CH,-6), 2.67 (t, 2H, /=76, 0O-CH,-CH,-CH,-Ar), 2.08-2.15 (m, 1H,
pip-CH,-3), 1.86-1.95 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.60-1.81 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.40-1.54 (m,
1H, pip-CH,-5), 1.23-1.33 (m, 1H, pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.0 (1C, CO-0O-CH,), 163.6 (1C, benzofuran-C,-4’), 149.9 (1C, pyr-CH-2"), 147.7 (1C, pyr-CH-4"),
136.2 (1C, pyr-C-1”), 135.8 (1C, pyr-CH-6"”), 131.8 (1C, benzofuran-C,-1’), 128.7 (1C,
benzofuran-CH-2’), 128.0 (1C, benzofuran-C,-8’), 124.5 (1C, benzofuran-CH-9’), 123.4 (1C,
pyr-CH-5"), 109.2 (1C, benzofuran-CH-3’), 72.2 (1C, benzofuran-CH,-6‘), 64.0 (1C,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 55.1 (1C, pip-CH-2), 42.6 (1C, pip-CH,-6), 29.9 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 29.3
(1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 29.1 (1C, benzofuran-CH,-7’), 27.9 (1C, pip-CH,-3), 24.6 (1C, pip-CH,-5),
20.2 (1C, pip-CH,-4).

3-(Pyridin-3-yl)propyl (R, S)-1-(2-(4-chlorphenoxy)acetyl)piperidin-2-carboxylat (12c)

Diese Verbindung wurde auf die gleiche Weise wie die Benzylsulfonylsdurenderivate synthetisiert,
allerdings wurde 2-(4-Chlorphenoxy)acetylchlorid statt einem Benzylsulfonsaurechlorid
eingesetzt.
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Ansatz (ASV 1):

Ethyl (R, S)-piperidin-2-carboxylat (2):
2-(4-Chlorphenoxy)acetylchlorid:
NMM:

300mg  (1.91 mmol)
298 uL (1.91 mmol)
629 uL (5.72 mmol)

Ethyl (R, S)-1-(2-(4-chlorphenoxy)acetyl)piperidin-2-carboxylat (11cv): 250 mg  (1.07 mmol)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-(2-(4-Chlorphenoxy)acetyl)piperidin-2-carbonsaure (11c):

DMAP:
EDC-HCI:
3-(Pyridin-3-yl)propan-1-ol:

210 mg (705 umol)
35mg (282 umol)
176 mg (917 umol)
91puL (705 pmol)

Aussehen: gelbes Ol
Summenformel: C,,H55CIN,O,
Molekilmasse: 416.9 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

SV 2: R¢=0.27 (PE:EtOAC = 2:1).
SV 3: R¢=0.23 (PE:EtOAc = 2:1, 5 % FA).
ASV 2: R¢ = 0.34 (PE:EtOAc = 1:10).

s
;
N

o)\
Ol 3
L9t

¢ Cl

5

12c

m
5 3 » N #»
Z
] N
6 O\/\);j 3
e
>

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100
Ausbeute:

SV 2: 540 mg (1.66 mmol /87 %).

SV 3: 210 mg (705 umol / 92 %).

ASV 2: 260 mg (624 umol / 88 %).

Analytische und spektroskopische Daten zu 12c:

Reinheit (HPLC): 96 % (Methode I).

LogP (HPLC): 2.8
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IR (ATR, ¥ [cm™]): 3031 (w), 2942 (w), 2860 (w), 1732 (m), 1661 (m), 1594 (w), 1491 (s),
1422 (m), 1227 (s), 1161 (s), 1016 (m), 824 (m).

Es liegen Rotationsisomere im Verhaltnis 77 zu 23 vor. Das Verhatnis wurde anhand des Integrals
von pip-CH,-6 bestimmt. Ahnliche Glyoxylsdureamide weisen eine Rotationsbarriere von 84 - 92

kJ/mol auf.'”?
Rotationsisomer a:
'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

8.42-8.48 (m, 2H, pyr-CH-2”,4”), 7.44-751 (m, 1H, pyr-CH-6”), 7.19-7.24 (m, 3H,
pyr-CH-5", phenoxy-CH-2’, 6’), 6.84-6.90 (m, 2H, phenoxy-CH-3’,5’), 5.30 (d, 1H, */=5.1,
pip-CH-2), 4.65-4.82 (m, 2H, N-CO-CH,), 4.07-4.19 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 3.79-3.87 (m, 1H,
pip-CH,-6), 3.31 (ddd, 1H, ¥ = 13.0, ®J = 3.0, 13.1, pip-CH,-6), 2.61-2.76 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar),
2.21-2.32 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.87-1.98 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.60-1.79 (m, 3H, pip-CH,-3, 4,
5), 1.27-1.53 (m, 2H, pip-CH,-4, 5).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

170.8 (1C, CO-O-CH,), 167.7 (1C, N-CO-CH,), 156.6 (1C, phenoxy-C,-1’), 149.7 (1C, pyr-CH-2"),
147.6 (1C, pyr-CH-4"), 136.4 (1C, pyr-C,-1”), 135.9 (1C, pyr-CH-6"), 129.4 (2C, phenoxy-CH-2’, 6'),
126.5 (1C, phenoxy-C,-4’), 123.4 (1C, pyr-CH-5”), 116.0 (2C, phenoxy-CH-3’,5’), 67.4 (1C,
N-CO-CH,), 64.2 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 52.4 (1C, pip-CH-2), 43.1 (1C, pip-CH,-6), 29.8 (1C,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 29.2 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 26.5 (1C, pip-CH,-3), 25.2 (1C, pip-CH,-5), 20.9
(1C, pip-CH,-4).

Rotationsisomer b (nur unterschiedliche Signale zu a werden aufgefiihrt):
'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

4.65-4.82 (m, 3H, pip-CH-2, N-CO-CH,), 4.47-4.53 (m, 1H, pip-CH,-6).
B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

170.6 (1C, CO-O-CH,), 167.5 (1C, N-CO-CH,), 156.5 (1C, phenoxy-C,-1’), 129.5 (2C,
phenoxy-CH-2’,6’), 115.9 (2C, phenoxy-CH-3’,5’), 68.4 (1C, N-CO-CH;), 64.6 (1C,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 55.9 (1C, pip-CH-2), 40.1 (1C, pip-CH,-6), 29.3 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 27.3
(1C, pip-CH,-3), 24.5 (1C, pip-CH,-5), 20.8 (1C, pip-CH,-4).
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3-(Pyridin-3-yl)propyl (S)-1-((3-nitrophenyl)sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (S-12d)

Ansatz (ASV 3, Stufe 3):

3-(Pyridin-3-yl)propyl (S)-piperidin-2-carboxylat (5-10): 240 mg (966 pmol)
3-Nitrophenylsulfonsdurechlorid: 214 mg (966 umol)
NMM: 319l (2.90 mmol)
Aussehen: orangenes Ol 4 3

5 3 EX /N 4
Summenformel: CyoH23N306S ] lil 2 O\/\J;J .

! I/O 6"
Molekiilmasse: 433.5 g/mol Oy,N_ 5 ’ S\io @)

f
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel): 3
S-12d

R = 0.33 (PE:EtOAc = 1:10).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100

Ausbeute:

200mg (461 pmol / 48 %).

Reinheit (HPLC): > 99 % (Methode II).

LogP (HPLC): 2.2

IR (ATR, ¥ [em™]): 3083 (w), 2947 (w), 2860 (w), 1736 (m), 1529 (m), 1349 (m), 1243 (m),

1180 (m), 1160 (s), 1124 (m), 878 (m).
'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

8.60 (t, 1H, /= 1.9, phenyl-CH-6'), 8.43-8.50 (m, 2H, pyr-CH-2", 4”), 8.39 (ddd, 1H, *J=1.0, 2.2,
’J=8.2, phenyl-CH-4’) 8.11 (ddd, 1H, “/=1.1, 1.7, *J=7.8, phenyl-CH-2’), 7.69 (t, 1H, */=8.0,
phenyl-CH-3), 7.53-7.57 (m, 1H, pyr-CH-6“),7.25-7.31 (m, 1H, pyr-CH-5), 4.81 (d, 1H, */=5.1,
pip-CH-2), 3.98-4.08 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 3.76-3.84 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.19 (ddd, 1H,
2J=12.7, 3 =3.0, 12.7, pip-CH,-6), 2.68 (t, 2H, >/ = 7.6, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 2.15-2.24 (m, 1H,
pip-CH,-3), 1.67-1.97 (m, 5H, O-CH,-CH,-CH,-Ar, pip-CH,-3, 4, 5), 1.47-1.61 (m, 1H, pip-CH,-5),
1.18-1.32 (m, 1H, pip-CH,-4).
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BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

170.3 (1C, CO-0-CH,), 149.1 (1C, pyr-CH-2*), 148.1 (1C, benzyl-C,-5°), 147.1 (1C, pyr-CH-4), 142.1
(1C, benzyl-C,-1°), 136.5 (1C, pyr-CH-6), 136.4 (1C, pyr-C,-1“), 132.7 (1C, benzyl-CH-2), 130.1 (1C,
benzyl-CH-3‘), 126.9 (1C, benzyl-CH-4‘), 123.7 (1C, pyr-CH-5""), 122.4 (1C, benzyl-CH-6), 64.3 (1C,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 55.5 (1C, pip-CH-2), 43.0 (1C, pip-CH,-6), 29.7 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 29.2
(1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 28.0 (1C, pip-CH,-3), 24.7 (1C, pip-CH,-5), 20.1 (1C, pip-CH,-4).

3-(Pyridin-3-yl)propyl (S)-1-(2-oxo-2-phenylacetyl)piperidin-2-carboxylat (S-12e)

1% wurden 127 mg (846 pmol)

Nach einer modifizierten Vorschrift von Flynneta
Phenylglyoxylsdure in 20 mL abs. CH,Cl, vorgelegt und unter Eiskiihlung 211 mg (1.10 mmol)
EDC-HCI, 57 mg (423 umol) HOBt und 210 mg (846 umol) 3-(Pyridin-3-yl)propyl (S)-piperidin-2-
carboxylat (5-10) zugegeben. Nach vollstindiger Umsetzung (DC, Kieselgel, R;=0.70,
PE:EtOAc = 1:1) wurde das Reaktionsgemisch und Flash-chromatographisch (Kieselgel, Gradient:

PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100) gereinigt.

Aussehen: gelbes Ol 4 3

5 3 » N

o’
Summenformel: C3,H24N204 6 lll Z O\/\)@ 5"
-
Molekilmasse: 380.4 g/mol (0] o (0]
Ausbeute: 200 mg (526 umol / 62 %).
Reinheit (HPLC): 98 % (Methode 1).
S-12e

LogP (HPLC): 2.5
IR (ATR, ¥ [cm'l]): 3058 (w), 3031 (w), 2943 (w), 2860 (w), 1734 (m), 1678 (m), 1639 (s),

1444 (m), 1228 (s), 1161 (m), 794 (m), 714 (m).

Es liegen Rotationsisomere im Verhaltnis 77 zu 23 vor. Das Verhatnis wurde anhand des Integrals
von pip-CH,-6 bestimmt. Ahnliche Glyoxylsdureamide weisen eine Rotationsbarriere von 84 - 92

kJ/mol auf.'”?
Rotationsisomer a:
'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

8.40-8.50 (m, 2H, pyr-CH-2”,4”), 8.01-8.05 (m, 2H, phenylacetyl-CH), 7.58-7.67 (m, 1H,
phenylacetyl-CH), 7.43-7.55 (m, 3H, pyr-CH-6", phenylacetyl-CH), 7.19-7.25 (m, 1H, pyr-CH-5"),
5.42 (d, 1H, */=5.2, pip-CH-2), 4.26 (t, 2H, */=6.4, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 3.48-3.55 (m, 1H,
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pip-CH»-6), 3.26 (ddd, 1H, %¥=13.0, */=3.0, 13.1, pip-CH»6), 2.75 (t, 2H, *=7.8,
O-CH,-CH,-CH,-Ar), 2.01-2.10 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 1.31-1.94 (m, 6H, pip-CH,-3, 4, 5).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

191.6 (1C, N-CO-CO-Ar), 170.4 (1C, CO-O-CH,), 167.4 (1C, N-CO-CO-Ar), 149.9 (1C, pyr-CH-2"),
147.8 (1C, pyr-CH-4"), 136.1 (1C, pyr-C4-1”), 135.9 (1C, pyr-CH-6"), 134.8 (1C, phenylacetyl-CH),
133.2 (1C, phenylacetyl-C,), 129.7 (2C, phenylacetyl-CH), 129.1 (2C, phenylacetyl-CH), 123.4 (1C,
pyr-CH-5"), 64.6 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 51.6 (1C, pip-CH-2), 44.3 (1C, pip-CH»-6), 30.0 (1C,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 29.3 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 26.4 (1C, pip-CH,-3), 24.9 (1C, pip-CH,-5), 21.2
(1C, pip-CH,-4).

Rotationsisomer b (nur unterschiedliche Signale zu a werden aufgefiihrt):
'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.96-7.99 (m, 2H, phenylacetyl-CH), 4.61-4.68 (m, 1H, pip-CH,-6), 4.39 (d, 1H, 3/ = 4.9, pip-CH-2),
3.03 (ddd, 1H, % = 13.3, *J = 3.0, 13.3, pip-CH,-6), 2.61 (t, 2H, *J = 7.6, O-CH,-CH,-CH,-Ar).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

191.2 (1C, N-CO-CO-Ar), 170.3 (1C, CO-0-CH,), 147.7 (1C, pyr-CH-4""), 135.8 (1C, pyr-CH-6""), 133.1
(1C, phenylacetyl-C;), 129.9 (2C, phenylacetyl-CH), 128.9 (2C, phenylacetyl-CH), 123.3 (1C,
pyr-CH-5"), 64.5 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 56.6 (1C, pip-CH-2), 39.3 (1C, pip-CH,-6), 29.8 (1C,
0-CH,-CH,-CH,-Ar), 29.1 (1C, O-CH,-CH,-CH,-Ar), 27.3 (1C, pip-CH,-3), 24.4 (1C, pip-CH,-5), 21.0
(1C, pip-CH,-4).
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6.4 Synthese der 1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylate mit

Derivatisierung des Piperidin-2-carboxylats

6.4.1 Umsetzung racemischer und S-Enantiomerer
1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure bzw. (5)-1-(tert-
Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsdure mit kleinen Alkoholen

Pyridin-2-ylmethyl (R, S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (13A)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a): 220mg (776 umol)
DMAP: 29mg (233 pmol)
EDC-HCI: 233 mg  (1.17 mmol)
Pyridin-2-yl-methanol: 75 uL (776 pmol)
Aussehen: farbloses Ol 4 3
5 3 2N

Summenformel: CioH2,N,0,S . l%l 2 (o ! SN | -

- 6
Molekilmasse: 402.2 g/mol O\,,S o

6 q 2'
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

5 3
R¢=0.51 (PE:EtOAcC = 1:2). 4

13A

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:
250 mg (668 umol / 86 %).
Reinheit (HPLC): 91 % (Methode I).
LogP (HPLC): 2.2
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3062 (w), 3034 (w), 2943 (w), 2860 (w), 1739 (s), 1592 (m), 1496 (w),

1335 (s), 1300 (m), 1147 (m), 1126 (s), 840 (m), 739 (m), 697 (m).
'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

8.58-8.64 (m, 1H, pyr-CH-5), 7.75 (dt, 1H, */=7.7, %/=1.8, pyr-CH-3”), 7.34-7.50 (m, 6H,
benzyl-CH, pyr-CH-2"), 7.25-7.28 (m, 1H, pyr-CH-4”), 5.37 (AB-Spinsystem, 1H, %, =13.4,
O-CH,-Ar), 5.34 (AB-Spinsystem, 1H, %J,5 = 13.4, O-CH,-Ar), 4.70 (d, 1H, 3/ = 4.9, pip-CH-2), 4.29 (s,
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2H, benzyl-CH,), 3.44-3.55 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.22 (ddd, 1H, ¥ =12.7 */=3.1, 12.8, pip-CH,-6),
2.20-2.30 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.40-1.76 (m, 4H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.23-1.39 (m, 1H, pip-CH,-4).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.2 (1C, CO-O-CH,), 155.2 (1C, pyr-C,-1”), 149.5 (1C, pyr-CH-5"), 136.9 (1C, pyr-CH-3"), 131.0
(2C, benzyl-CH-2’,6’), 129.3 (1C, benzyl-C;-1’), 128.5 (3C, benzyl-CH-3’,4’,5), 123.0 (1C,
pyr-CH-4"), 121.7 (1C, pyr-CH-2""), 67.5 (1C, O-CH,-Ar), 58.8 (1C, benzyl-CH,), 56.0 (1C, pip-CH-2),
43.5 (1C, pip-CH,-6), 27.8 (1C, pip-CH,-3), 25.0 (1C, pip-CH,-5), 20.3 (1C, pip-CH,-4).

2-Hydroxyethyl (R, S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (13B)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a): 500 mg  (1.77 mmol)
DMAP: 86 mg (706 umol)
EDC-HCI: 440 mg  (2.29 mmol)
Ethan-1,2-diol: 296 uL (5.29 mmol)
Aussehen: farbloses Ol LA
Summenformel: Ci5H,:NOsS o)
151121 5 6 ’Tj ]/ \/\OH

Molekilmasse: 327.4 g/mol O;/,S O

6 e 2
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

5 3
Rf = 0.37 (PE:EtOAC = 1:1). "

13B

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:
410 mg (1.25 mmol /71 %).
Reinheit (HPLC): >99 % (Methode 1).
LogP (HPLC): 1.4
IR (ATR, ¥ [cm'l]): 3491 (br), 3065 (w), 3034 (w), 2944 (w), 2861 (w), 1733 (m), 1455 (m),

1334 (m), 1322 (m), 1198 (m), 1177 (m), 1147 (m), 1125 (s), 1059 (m),
739 (m), 697 (s).
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'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

7.34-7.45 (m, 5H, benzyl-CH), 4.34-4.43 (m, 1H, O-CH,-CH,-OH), 4.26 (s, 2H, benzyl-CH,), 4.18-4.28
(m, 2H, O-CH,-CH,-OH, pip-CH-2), 3.83 (q, 2H, *J=4.8, O-CH,-CH,-OH), 3.34-3.43 (m, 1H,
pip-CH,-6), 3.13 (ddd, 1H, = 12.8, /= 2.9, 12.7, pip-CH,-6), 2.46 (t, 1H, 3J = 5.6, OH), 2.11-2.20
(m, 1H, pip-CH,-3), 1.34-1.72 (m, 4H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.18-1.29 (m, 1H, pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.4 (1C, CO-O-CH,), 130.9 (2C, benzyl-CH-2’,6), 129.1 (1C, benzyl-C-1’), 128.7 (iC,
benzyl-CH-4’), 128.6 (2C, benzyl-CH-3’,5’), 66.9 (1C, O-CH,-CH,-OH), 60.8 (1C, O-CH,-CH,-OH),
58.8 (1C, benzyl-CH,), 56.3 (1C, pip-CH-2), 43.8 (1C, pip-CH,-6), 27.4 (1C, pip-CH,-3), 24.8 (1C,
pip-CH,-5), 20.2 (1C, pip-CH,-4).

Isopropyl (R, S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (13C)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a): 200 mg (706 umol)
DMAP: 35mg (282 pmol)
EDC-HCI: 176 mg (918 umol)
Propan-2-ol: 55 uL (706 umol)
Aussehen: weilder Feststoff . 4 \
Summenformel: Ci6H23NO,S 6 ! Z O CH3
o T T
Molekilmasse: 325.4 g/mol (;/,S O CHs
"

Schmp: 64-68 °C (PE:EtOAC). ¢ g

5 3

Q q 4

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel): 13C

R = 0.60 (PE:EtOAC = 3:1).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100

Ausbeute:

90mg (277 umol / 39 %).

Reinheit (HPLC): 96 % (Methode ).
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LogP (HPLC): 2.5

IR (ATR, & [cm]): 3041 (w), 2934 (m), 2853 (w), 1721 (s), 1498 (m), 1336 (m), 1210 (m),
1183 (m), 1142 (s), 1126 (m), 735 (m), 697 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.44-7.49 (m, 2H, benzyl-CH-2", ), 7.32-7.39 (m, 3H, benzyl-CH-3’, 4, 5’), 5.10 (sept, 1H, >/ = 6.3,
CO-O-CH(CHs),), 4.54 (d, 1H, 3/ =4.5, pip-CH-2), 4.28 (s, 2H, benzyl-CH,), 3.42-3.49 (m, 1H,
pip-CH,-6), 3.16 (ddd, 1H, % =12.7, *=3.1, 12.7, pip-CH,-6), 2.12-2.21 (m, 1H, pip-CH,-3),
1.54-1.72 (m, 1H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.38-1.51 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.16-1.31 (m, 7H, CO-O-CH(CHs),,
pip-CH,-4).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

170.9 (1C, CO-O-CH(CHs),), 131.0 (2C, benzyl-CH-2’,6'), 129.4 (1C, benzyl-C,-1’), 128.5 (2C,
benzyl-CH-3’, 5’), 128.4 (1C, benzyl-CH-4’), 69.1 (1C, CO-O-CH(CHs),), 58.7 (1C, benzyl-CH,), 56.1
(1C, pip-CH-2), 43.4 (1C, pip-CH,-6), 27.8 (1C, pip-CH,-3), 25.1 (1C, pip-CH,-5), 21.8 (2C,
CO-0-CH(CHs),), 20.3 (1C, pip-CH,-4).

Isopropyl (S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (S-13C)

Ansatz (ASV 3):

SV 1:

(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure: 500 mg  (2.18 mmol)
DMAP: 53mg (436 umol)
EDC-HCI: 543 mg  (2.84 mmol)
Propan-2-ol: 168 pL (2.18 mmol)
SV 2:

1-(tert-Butyl) 2-isopropyl (S)-piperidin-1,2-dicarboxylat (S-14): 330mg  (1.22 mmol)
SV.3:

Isopropyl (S)-piperidin-2-carboxylat (S-15): 200mg  (1.17 mmol)
Benzylsulfonsaurechlorid: 223 mg  (1.17 mmol)
DIPEA: 596 uL (3.50 mmol)
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Aussehen: weiller Feststoff

4
5 3
Summenformel: C1eH23NO,S ! O. _CH
161123 4 6(NjY Y 3
|
CHs

2
) O=s 0O
Molekiilmasse: 325.4 g/mol O//
"
Schmp: 6869 °C (PE:EtOAC). ¢ ?
5 3
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel): !

5-13C

SV 1: R¢=0.42 (PE:EtOACc = 1:1).
SV 2: R¢=0.35 (PE:EtOAc = 1:1, 5 % NEt3).
SV 3: R¢=0.27 (PE:EtOACc = 1:1).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100

Ausbeute:

SV 1: 330mg (1.22 mmol /56 %).
SV 2: 200mg (1.17 mmol /96 %).
SV 3: 200 mg (615 umol / 53 %).

Analytische Daten zu S-13C:

Reinheit (HPLC): > 99 % (Methode II).
LogP (HPLC): 2.5

Spektroskopische Unterschiede von 5-13C zu 13C:

IR (ATR, ¥ [cm™]): 3037 (w), 2945 (w), 2929 (w), 2857 (w), 1720 (s), 1497 (m), 1337 (m),
1213 (m), 1181 (m), 1138 (s), 1129 (s), 734 (m), 695 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):
4.54 (d, 1H, ¥ = 4.3, pip-CH-2), 1.38-1.72 (m, 4H, pip-CH,-3, 4, 5).
B3C-NMR (CDCl5, & [ppm]):

58.8 (1C, benzyl-CH,), 27.9 (1C, pip-CH,-3).
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6.4.2 Umsetzung racemischer und S-Enantiomerer
1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure bzw. (5)-1-(tert-

Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsdure mit Benzoesaure-2-

hydroxyethylestern

Allgemeine Synthesevorschrift (ASV 4): Veresterung der Benzoesaurederivate

In Anlehnung an die Synthesevorschriften von Jonesetal™ wurde ein Aquivalent der

Benzoesdure oder deren Derivate in 20 mL abs. CH,Cl, vorgelegt. AnschlieRend wurden 1.3 -1.5

Aquivalente EDC-HCI, 0.2-0.5 Aquivalente DMAP und 1-3 Aquivalente Ethan-1,2-diol unter

Eiskiihlung und Rihren zugegeben. Die Vollstdndigkeit der Reaktion wurde mittels DC (siehe

zugehorige Tabelle) Uberprift. AnschlieBend wurden ca. 2 g Kieselgel zugegeben und das

Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde Flash-chromatographisch (siehe

zugehorige Tabelle) gereinigt.

2-Hydroxyethyl 3,4-dimethoxybenzoat (17A)

Ansatz (ASV 4):

3,4-Dimethoxybenzoesdure: 250 mg  (1.37 mmol)
DMAP: 101 mg (823 pmol)
EDC-HCI: 395mg  (2.06 mmol)
Ethan-1,2-diol: 77 uL (1.37 mmol)
Aussehen: farbloses Ol

Summenformel: C11H1405

Molekiilmasse: 226.2 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

Rf=0.25 (PE:EtOAc = 1:2).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100

Ausbeute:

100 mg (442 umol /32 %).
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IR (ATR, ¥ [cm™]): 3253 (br), 3027 (w), 2934 (w), 2840 (w), 1696 (s), 1590 (m), 1512 (m),
1462 (m), 1293 (m), 1265 (s), 1221 (s), 1130 (s), 831 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.65 (dd, 1H, >/=8.5, %/ = 2.0, benzoyl-CH-2""), 7.50 (d, 1H, %/ = 2.0, benzoyl-CH-6""), 6.82 (d, 1H,
=85, benzoyl-CH-3"), 4.38-4.42 (m, 2H, O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 3.89-3.92 (m, 2H,
0-CH,-CH,-0-CO-Ar), 3.89 (s, 3H, p-O-CHs), 3.88 (s, 3H, m-O-CH;), 2.61 (s, 1H, OH).

BC-NMR (CDCl;, & [ppm]):

166.7 (1C, CH,-0-CO-Ar), 153.1(1C, benzoyl-C,-4”), 148.5 (1C, benzoyl-C,-5”), 123.7 (1C,
benzoyl-CH-2""), 122.2 (1C, benzoyl-C,-1"), 112.0 (1C, benzoyl-CH-6"), 110.1 (1C, benzoyl-CH-3"),
66.5 (1C, O-CH,-CH,-0-CO-Ar), 61.2 (1C, O-CH,-CH,-0-CO-Ar), 55.9 (2C, p-O-CH3, m-0O-CH3).

2-((3,4-Dimethoxybenzoyl)oxy)ethyl (R, S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (18A)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a): 50 mg (176 pumol)
DMAP: 7mg (53.0 umol)
EDC-HCI: 51 mg (265 pmol)
2-Hydroxyethyl 3,4-dimethoxybenzoat (17A): 40 mg (176 pmol)
Aussehen: farbloses Ol
Summenformel: Cy4H29NOgS
Molekilmasse: 491.6 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

Rf=0.41 (PE:EtOAc = 1:1). ¥

18A

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100

Ausbeute:

40mg  (81.0 umol / 46 %).

Reinheit (HPLC): 89 % (Methode I).

Unter Berticksichtigung der geringen Reinheit ergibt sich eine Ausbeute von 41 %.
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LogP (HPLC): 2.7

IR (ATR, ¥ [em™]): 3065 (w), 2936 (w), 2857 (w), 1738 (m), 1709 (s), 1599 (m), 1514 (m),
1336 (m), 1267 (s), 1174 (m), 1128 (s), 824 (m), 762 (m), 698 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.66 (dd, 1H, 3/ = 8.5, %/ = 2.0, benzoyl-CH-2"), 7.53 (d, 1H, *J = 2.0, benzoyl-CH-6"), 7.38-7.45 (m,
2H, benzyl-CH-2’, 6'), 7.31-7.39 (m, 3H. benzyl-CH-3’, 4’, 5'), 6.84 (d, 1H, */ = 8.5, benzoyl-CH-3"),
4.47-4.65 (m, 5H, O-CH,-CH,-O-CO-Ar, O-CH,-CH,-O-CO-Ar, pip-CH-2), 4.24 (s, 2H, benzyl-CH,),
3.92 (s, 3H, p-O-CHs), 3.91 (s, 3H, m-O-CH;), 3.40-3.43 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.14 (ddd, 1H, %/ = 12.7
®J=3.0, 12.7, pip-CH,-6), 2.12-2.20 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.50-1.69 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.35-1.49
(m, 1H, pip-CH,-5), 1.13-1.31 (m, 1H, pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.3 (1C, CO-O-CH,), 166.0 (1C, CH,-O-CO-Ar), 153.3 (1C, benzoyl-C,-4”), 148.7 (1C,
benzoyl-C,-5””), 131.0 (2C, benzyl-CH-2’,6’), 129.3 (1C, benzyl-C,-1), 1285 (3C,
benzyl-CH-3’,4’,5’), 123.8 (1C, benzoyl-CH-2"”), 122.1 (1C, benzoyl-C,-1”), 112.1 (1C,
benzoyl-CH-6"), 110.3 (1C, benzoyl-CH-3”), 63.1 (1C, O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 62.3 (1C,
CO-0-CH,-CH,-0-CO-Ar), 58.8 (1C, benzyl-CH,), 56.0 (1C, p-O-CHs), 56.0 (1C, m-O-CHs), 55.9 (1C,
pip-CH-2), 43.4 (1C, pip-CH,-6), 27.8 (1C, pip-CH,-3), 25.0 (1C, pip-CH,-5), 20.3 (1C, pip-CH,-4).

2-Hydroxyethyl 3,4,5-trimethoxybenzoat (17B)

Ansatz (ASV 4):

3,4,5-Trimethoxybenzoesaure: 200mg (943 pmol)
DMAP: 69mg (566 umol)
EDC-HCI: 271 mg  (1.41 mmol)
Ethan-1,2-diol: 53 uL (943 pmol)
Aussehen: farbloses Ol

Summenformel: C11H1606

Molekiilmasse: 256.3 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

R¢=0.29 (PE:EtOAc = 1:1).
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Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100

Ausbeute:

200 mg (780 umol / 83 %).

IR (ATR, ¥ [em™]): 3502 (br), 3021 (w), 2944 (w), 2845 (w), 1686 (s), 1591 (m), 1504 (m),
1416 (m), 1331 (s), 1226 (s), 1124 (s), 849 (w).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.31 (s, 2H, benzoyl-CH-2”,6"), 4.45-4.49 (m, 2H, O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 3.93-3.99 (m, 2H,
0-CH,-CH,-0-CO-Ar), 3.91 (s, 6H, 2 x m-O-CH,, p-O-CH;), 2.12 (t, J = 5.9, OH).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

166.7 (1C, CH,-0-CO-Ar), 153.0 (2C, benzoyl-C,-3”,5”), 142.5 (1C, benzoyl-C;-4”), 124.8 (1C,
benzoyl-C;-1”), 107.0 (2C, benzoyl-CH-2”,6”), 66.9 (1C, O-CH,-CH-O-CO-Ar), 61.5 (iC,
0-CH,-CH,-0-CO-Ar), 60.9 (1C, p-O-CHs), 56.3 (2C, 2 x m-O-CH).

2-((3,4,5-Trimethoxybenzoyl)oxy)ethyl (R, S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (18B)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a): 120 mg (424 pumol)
DMAP: 16 mg (127 umol)
EDC-HCI: 122mg (635 umol)
2-Hydroxyethyl 3,4,5-trimethoxybenzoat (17B): 109 mg (424 umol)
Aussehen: farbloses Ol 4

Summenformel: Cy5H31NOGS

Molekilmasse: 521.6 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):
R¢=0.53 (PE:EtOACc = 1:1). 4

18B

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
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Ausbeute:

40mg  (77.0 mmol / 18 %).

Reinheit (HPLC): 99 % (Methode I).
LogP (HPLC): 2.6
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3062 (w), 2942 (w), 1714 (m), 1589 (m), 1503 (m), 1416 (m), 1332 (m),

1222 (m), 1172 (m), 1122 (s), 865 (w), 762 (m), 698 (m).
'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.32-7.43 (m, G5H, benzyl-CH), 7.29 (s, 2H, benzoyl-CH-2”,6"), 4.46-4.61 (m, G5H,
0-CH,-CH,-0-CO-Ar, O-CH,-CH,-O-CO-Ar, pip-CH-2), 4.23 (s, 2H, benzyl-CH,), 3.90 (s, 3H, p-O-CH),
3.89 (s, 6H, 2 x m-O-CH,), 3.37-3.48 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.14 (ddd, 1H Y =12.8, 3/=3.1, 12.8,
pip-CH,-6), 2.10-2.19 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.49-1.68 (m, 3H, pip-CHy-3, 4, 5), 1.35-1.47 (m, 1H,
pip-CH,-5), 1.13-1.28 (m, 1H, pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.3 (1C, CO-O-CH,), 165.9 (1C, CH,-O-CO-Ar), 153.0 (2C, benzoyl-C,-3”,5”), 142.6 (1C,
benzoyl-C,-4””), 1309 (2C, benzyl-CH-2’,6’), 129.2 (1C, benzyl-C,-1), 1285 (3C,
benzyl-CH-3’,4’,5’), 1245 (1C, benzoyl-C,-1”), 107.0 (2C, benzoyl-CH-2"”,6"”), 63.0 (1C,
0-CH,-CH,-0-CO-Ar), 62.6 (1C, O-CH,-CH,-0-CO-Ar), 60.9 (1C, p-O-CHs), 58.8 (1C, benzyl-CH,), 56.3
(2C, 2xm-0-CHs), 56.0 (1C, pip-CH-2), 43.4 (1C, pip-CH,-6), 27.8 (1C, pip-CH,-3), 25.0 (1C,
pip-CH,-5), 20.3 (1C, pip-CH,-4).

2-Hydroxyethyl isonicotinat (17C)

Ansatz (ASV 4):

Isonicotinsdure: 496 mg (4.03 mmol)
DMAP: 148 mg (1.21 mmol)
EDC-HCI: 1.16¢g (6.04 mmol)
Ethan-1,2-diol: 225 pyL  (4.03 umol)
Aussehen: farbloses Ol 0
HO\/\
Summenformel: CsHoNO3 O | A
_N
Molekilmasse: 167.2 g/mol 17C
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Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):
R¢=0.18 (PE:EtOAc = 1:10).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100

Ausbeute:

300mg  (1.80 mmol / 45 %); Lit.: 58 %.'*

Die analytischen und spektroskopischen Daten entsprechen den in der Literatur mitgeteilten

Daten.'??

(R, S)-2-((1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonyl)oxy)ethyl isonicotinat (18C)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a): 280mg (987 umol)
DMAP: 33mg (269 umol)
EDC-HCI: 224 mg  (1.17 mmol)
2-Hydroxyethyl isonicotinat (17C): 150 mg (897 umol)
Aussehen: farbloses Ol
Summenformel: C,1H24N,06S
Molekilmasse: 432.5 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):
R¢ = 0.60 (PE:EtOAC = 1:10). &

18C

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100

Ausbeute:

180 mg (416 mmol /46 %).

Reinheit (HPLC): 99 % (Methode I), siehe auch Stabilitdt Kap. 3.6.1.1 u. 6.8.1.

LogP (HPLC): 1.8
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IR (ATR, ¥ [cm™]): 3062 (w), 3034 (w), 2946 (w), 2861 (w), 1730 (s), 1598 (m), 1496 (m),
1336 (m), 1276 (s), 1175 (m), 1126 (s), 739 (m), 698 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

8.73-8.82 (m, 2H, isonicotinat-CH-3", 5”’), 7.80-7.87 (m, 2H, isonicotinat-CH-2"’, 6”’), 7.33-7-44 (m,
5H, benzyl-CH), 4.46-4.65 (m, 5H, O-CH,-CH,-O-CO-Ar, O-CH,-CH,-O-CO-Ar, pip-CH-2), 4.24 (s, 2H,
benzyl-CH,), 3.38-3.47 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.14 (ddd, 1H, ¥ =12.8, 3 =3.1, 12.8, pip-CH,-6),
2.08-2.18 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.51-1.70 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.33-1.48 (m, 1H, pip-CH,-5),
1.11-1.25 (m, 1H, pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.3 (1C, CO-O-CH,), 164.9 (1C, CH,-O-CO-Ar), 150.7 (2C, isonicotinat-CH-3", 5”), 136.8 (1C,
isonicotinat-C,-1”), 130.9 (2C, benzyl-CH-2',6’), 129.2 (1C, benzyl-C;-1’), 128.6 (3C,
benzyl-CH-3’, 4, 5"), 122.9 (2C, isonicotinat-CH-2, 6”), 63.2 (1C, O-CH,-CH,-0-CO-Ar), 62.6 (1C,
0-CH,-CH,-0-CO-Ar), 58.9 (1C, benzyl-CH,), 56.0 (1C, pip-CH-2), 43.4 (1C, pip-CH,-6), 27.7 (1C,
pip-CH,-3), 24.9 (1C, pip-CH,-5), 20.3 (1C, pip-CH,-4).

(S)-2-((1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonyl)oxy)ethyl isonicotinat (S-18C)

Ansatz (ASV 3):

SV.1:

(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure: 549 mg  (2.39 mmol)
DMAP: 59mg (479 umol)
EDC-HCI: 596 mg  (3.11 mmol)
2-Hydroxyethyl isonicotinat (17C): 400 mg  (2.39 mmol)

1-tert-Butyl 2-(2-(isonicotinoyloxy)ethyl) (S)-piperidin-

1,2-dicarboxylat (19C): 430mg  (1.14 mmol)

SV.3:

(S)-2-((Piperidin-2-carbonyl)oxy)ethyl isonicotinat (20C): 270mg (970 umol)
Benzylsulfonsaurechlorid: 185mg (970 umol)
NMM: 320 uL (2.91 mmol)
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Aussehen: farbloses Ol
Summenformel: Cy3H54N,0¢S
Molekiilmasse: 456.5 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

SV 1: R¢=0.61 (PE:EtOAc = 1:10). 4

SV 2: R¢=0.11 (PE:EtOAc = 1:4, 5 % NEts). 5-18C
SV 3: R¢=0.38 (PE:EtOAC = 1:2).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100

SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100

Ausbeute:

SV 1: 430 mg (1.14 mmol / 48 %).

SV 2: 270 mg (970 pumol / 85 %).

SV 3: 290 mg (671 umol / 69 %).

Analytische Daten zu S-18C:

Reinheit (HPLC): 97 % (Methode I).

LogP (HPLC): 1.8

Spektroskopische Unterschiede von 5-18C zu 18C:

IR (ATR, ¥ [cm™]): 3065 (w), 3033 (w), 2947 (w), 1729 (s), 1495 (m), 1277 (s), 697 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):
8.76-8.79 (m, 2H, isonicotinat-CH-3"’, 5”).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.4 (1C, CO-O-CH,), 164.7 (1C, CH,-0-CO-Ar), 150.3 (2C, isonicotinat-CH-3",5”), 136.9 (1C,

isonicotinat-C4-1"), 123.0 (2C, isonicotinat-CH-2", 6”), 63.3 (1C, O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 43.5 (1C,

pip-CH,-6).
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2-Hydroxyethyl nicotinat (17D)

Ansatz (ASV 4):

Nicotinsaure: 500 mg (4.06 mmol)
DMAP: 198 mg (1.63 mmol)
EDC-HCI: 1.01g  (5.28 mmol)
Ethan-1,2-diol: 227 yL  (4.06 mmol)
Aussehen: farbloses Ol 0
HO\/\
Summenformel: CsHgNO3 O | N
=

Molekiilmasse: 167.2 g/mol 17D

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

R¢ = 0.10 (PE:EtOAC = 1:2).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100

Ausbeute:

620mg  (3.71 mmol / 91 %); Lit.: 78 %.'*

Die analytischen und spektroskopischen Daten entsprechen den in der Literatur mitgeteilten

Daten.'®

(R, S)-2-((1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonyl)oxy)ethyl nicotinat (18D)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a): 339 mg  (1.20 mmol)
DMAP: 59mg (479 umol)
EDC-HCI: 344 mg  (1.80 mmol)
2-Hydroxyethyl nicotinat (17D): 200mg  (1.20 mmol)
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Aussehen: farbloses Ol 4
Summenformel: C51H54N,0¢S
Molekiilmasse: 432.5 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

5 3

R¢=0.38 (PE:EtOAC = 1:2). 4

18D
Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:
240 mg (555 mmol / 46 %).
Reinheit (HPLC): 96 % (Methode I), siehe auch Stabilitat Kap. 3.6.1.1 u. 6.8.1.
LogP (HPLC): 2.1
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3062 (w), 3035 (w), 2945 (w), 2854 (w), 1724 (s), 1590 (m), 1455 (m),

1335 (m), 1278 (s), 1176 (m), 1126 (s), 1107 (s), 740 (m), 698 (m).
'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

9.22 (dd, 1H, “J=2.2, °J= 0.8, nicotinat-CH-2""), 8.78 (dd, 1H, */=4.9, *J = 1.7, nicotinat-CH-4""),
8.26-8.33 (m, 1H, nicotinat-CH-6""), 7.31-7.46 (m, 6H, benzyl-CH, nicotinat-CH-5"), 4.45-4.63 (m,
5H, O-CH,-CH,-0-CO-Ar, O-CH,-CH,-O-CO-Ar, pip-CH,-2), 4.24 (s, 2H, benzyl-CH,), 3.39-3.47 (m,
1H, pip-CH,-6), 3.14 (ddd, %/=12.8, */=3.1, 12.8, pip-CH,-6), 2.08-2.18 (m, 1H, pip-CH,-3),
1.51-1.69 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.34-1.47 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.13-1.25 (m, 1H, pip-CH,-4).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.3 (1C, CO-O-CH,), 165.0 (1C, CH,-O-CO-Ar), 153.7 (1C, nicotinat-CH-4”), 151.0 (1C,
nicotinat-CH-2""), 137.2 (1C, nicotinat-CH-6"), 130.9 (2C, benzyl-CH-2’, 6’), 129.2 (1C, benzyl-C,-1°),
128.5 (3C, benzyl-CH-3’, 4, 5’), 125.6 (1C, nicotinat-C,-1"), 123.4 (1C, nicotinat-CH-5"), 62.8 (2C,
0-CH,-CH,-0-CO-Ar, O-CH,-CH,-0-CO-Ar), 58.8 (1C, benzyl-CH,), 56.0 (1C, pip-CH-2), 43.4 (1C,
pip-CH,-6), 27.8 (1C, pip-CH,-3), 24.9 (1C, pip-CH,-5), 20.3 (1C, pip-CH,-4).
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(S)-2-((1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonyl)oxy)ethyl! nicotinat (S-18D)

Ansatz (ASV 3):

(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure: 623 mg  (2.72 mmol)
DMAP: 66 mg (544 umol)
EDC-HCI: 678 mg  (3.53 mmol)
2-Hydroxyethyl nicotinat (17D): 500 mg  (2.99 mmol)
SV 2 (Alterative):

1-tert-Butyl 2-(2-(nicotinoyloxy)ethyl) (S)-piperidin-

1,2-dicarboxylat (19D): >10mg  (1.35mmol)
SV 3:

(S)-2-((Piperidin-2-carbonyl)oxy)ethyl nicotinat (20D): 190 mg (683 umol)
Benzylsulfonsaurechlorid: 130mg (683 umol)
NMM: 348 uL (2.05 mmol)
Aussehen: farbloses Ol

Summenformel: C,1H2aN,06S

Molekilmasse: 432.5 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

SV 1: R¢=0.38 (PE:EtOAc = 1:2).
SV 2: R¢=0.19 (PE:EtOAc = 1:1, 5 % NEts).
SV 3: R¢=0.39 (PE:EtOAC = 1:2).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100
SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:

SV 1: 510 mg (1.35 mmol /50 %).

SV 2: 190 mg (683 umol /51 %).

SV 3: 170mg (393 umol / 58 %).

Analytische Daten zu 5-18D:

Reinheit (HPLC): 96 % (Methode I).
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LogP (HPLC): 2.1

Spektroskopische Unterschiede von S-18D zu 18D:

IR (ATR, ¥ [cm™]): 3034 (w), 2946 (w), 2861 (w), 1723 (s), 1336 (m), 1277 (s), 1175 (m),
739 (m), 697 (m).

'H-NMR (CDCl3, & [ppm], J [Hz]):
8.35 (td, 1H, 3/ = 8.0, *J = 1.9, nicotinat-CH-6"), 3.15 (ddd, ¥ = 12.8, >/ = 3.1, 12.8, pip-CH,-6).
B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.4 (1C, CO-O-CH,), 164.6 (1C, CH,-O-CO-Ar), 152.9 (1C, nicotinat-CH-4""), 150.3 (1C,
nicotinat-CH-2"’), 137.9 (1C, nicotinat-CH-6"), 125.8 (1C, nicotinat-C,-1”), 123.7 (1C,
nicotinat-CH-5""), 63.0 (1C, O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 62.7 (1C, 0-CH,-CH,-O-CO-Ar), 27.7 (1C,
pip-CH,-3).

2-Hydroxyethyl 4-nitrobenzoat (17E)

Ansatz (ASV 4):

4-Nitrobenzoesdure: 500 mg  (2.99 mmol)
DMAP: 146 mg  (1.20 mmol)
EDC-HCI: 688 mg  (3.59 mmol)
Ethan-1,2-diol: 335 uL (5.98 mmol)
Aussehen: weilder Feststoff (0]
HO\/\

Summenformel: CoHgNOs o

. NO>
Molekiilmasse: 211.2 g/mol 17E
Schmp: 77-80 °C (PE:EtOAc); Lit.: 77-79 °C.'"?

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

R¢=0.40 (PE:EtOAc = 5:1).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
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Ausbeute:

460 mg  (2.18 mmol / 73 %); Lit.: 81 %.*>

Die analytischen und spektroskopischen Daten entsprechen den in der Literatur mitgeteilten

Daten.’®

2-((4-Nitrobenzoyl)oxy)ethyl (R, S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (18E)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a): 362mg  (1.28 mmol)
DMAP: 63mg (511 umol)
EDC-HCI: 368 mg  (1.92 mmol)
2-Hydroxyethyl 4-nitrobenzoat (17E): 270 mg  (1.28 mmol)
Aussehen: weilder Feststoff ) 4 \
Summenformel: C3,H24N,04S 6 %(Owo
O=
Molekilmasse: 476.5 g/mol O//S o
v

Schmp: 136-140 °C (PE:EtOAc). ¢ ?

5 3

. . 4

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel): 18E
R =0.40 (PE:EtOAC = 1:1).
Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:
530 mg (1.11 mmol /87 %).
Reinheit (HPLC): 99 % (Methode Il), siehe auch Stabilitat Kap. 3.6.1.1 u. 6.8.1.
LogP (HPLC): 2.8
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3052 (w), 2955 (w), 2866 (w), 1736 (m), 1717 (m), 1606 (w), 1525 (m),

1455 (m), 1336 (m), 1198 (s), 1178 (m), 740 (m), 698 (m).
'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

8.23-8.29 (m, 2H, benzoyl-CH-3"”,5”), 8.18-8.23 (m, 2H, benzoyl-CH-2", 6"), 7.32-7.44 (m, 5H,
benzyl-CH), 4.49-4.66 (m, 2H, O-CH,-CH,-O-CO-Ar, O-CH,-CH,-O-CO-Ar, pip-CH-2), 4.23 (s, 2H,
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benzyl-CH,), 3.40-3.48 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.15 (ddd, 1H, 2/ =12.8, */=3.0, 12.8, pip-CH,-6),
2.07-2.16 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.51-1.72 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.34-1.48 (m, 1H, pip-CH,-5),
1.11-1.29 (m, 1H, pip-CH,-4).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.3 (1C, CO-O-CH,), 164.4 (1C, CH,-0-CO-Ar), 150.7 (1C, benzoyl-C-4”), 134.9 (1C,
benzoyl-C4-1"), 130.9 (4b, benzoyl-CH-2", 6”, benzyl-CH-2’, 6°), 129.2 (1C, benzyl-C,-1’), 128.6 (1C,
benzyl-CH-4’), 128.5 (2C, benzyl-CH-3’,5’), 123.6 (2C, benzoyl-CH-3”,5"”), 63.3 (1C,
0-CH,-CH,-0-CO-Ar), 62.6 (1C, O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 58.8 (1C, benzyl-CH,), 56.0 (1C, pip-CH-2),
43.4 (1C, pip-CH,-6), 27.7 (1C, pip-CH,-3), 24.9 (1C, pip-CH,-5), 20.2 (1C, pip-CH,-4).

2-((4-Nitrobenzoyl)oxy)ethyl (S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (S-18E)

Ansatz (ASV 3):

SV.1:

(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure: 326 mg  (1.42 mmol)
DMAP: 35mg (284 pmol)
EDC-HCI: 409mg  (2.13 mmol)
2-Hydroxyethyl 4-nitrobenzoat (17E): 300mg  (1.42 mmol)

1-tert-Butyl 2-(2-((4-nitrobenzoyl)oxy)ethyl) (S)-piperidin-1,2-

4 1.1 I
dicarboxylat (19E): 90mg  (1.16 mmol)

SV.3:
2-((4-Nitrobenzoyl)oxy)ethyl (S)-piperidin-2-carboxylat (20E): 310mg (962 pmol)
Benzylsulfonsaurechlorid: 183 mg (962 umol)
NMM: 317 uL (2.89 mmol)
Aussehen: weiller Feststoff 4
Summenformel: CyH24N,04S
Molekilmasse: 476.5 g/mol
Schmp: 151-155 °C (PE:EtOAc).
5 3
)
S-18E
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Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

SV 1: R¢=0.46 (PE:EtOAC = 2:1).
SV 2: Rf=0.28 (PE:EtOAc = 1:4, 5 % NEt3).
SV 3: R¢=0.36 (PE:EtOAC = 2:1).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:

SV 1: 490 mg (1.16 mmol / 82 %).

SV 2: 310 mg (962 umol / 83 %).

SV 3: 220 mg (462 pmol / 48 %).

Analytische Daten zu S-18E:

Reinheit (HPLC): 96 % (Methode I).
LogP (HPLC): 2.8

SpektroskopischeUnterschiede von S-18E zu 18E:

IR (ATR, ¥ [cm™]): 3048 (w), 2940 (w), 2865 (w), 1446 (m), 1330 (m).
'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

3.16 (ddd, 1H, % = 12.8, *J = 3.1, 12.8, pip-CH,-6).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.4 (1C, CO-O-CH,), 135.0 (1C, benzoyl-C,-1”), 63.4 (1C, O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 62.7 (1C,
0-CH,-CH,-0-CO-Ar), 58.9 (1C, benzyl-CH,), 43.5 (1C, pip-CH,-6), 20.3 (1C, pip-CH,-4).

2-Hydroxyethyl 4-cyanobenzoat (17F)

Ansatz (ASV 4):

4-Cyanobenzoesaure: 300mg  (2.04 mmol)
DMAP: 25mg (204 umol)
EDC-HCI: 508 mg  (2.65 mmol)
Ethan-1,2-diol: 114 pL (2.04 mmol)
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Aussehen: beiger Feststoff
Summenformel: CioHgNO;3
Molekiilmasse: 191.2 g/mol

Schmp: 83-84 °C (PE:EtOAc).

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):
R¢=0.35 (PE:EtOACc = 1:1).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100

Ausbeute:

320mg  (1.67 mmol /82 %).

IR (ATR, & [cm™]): 3243 (br), 3094 (w), 3048 (w), 2927 (w), 2876 (w), 2231 (w), 1719 (s),
1609 (m), 1505 (m), 1449 (m), 1269 (s), 1115 (m), 1070 (s), 837 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

8.19-8.14 (m, 2H, benzoyl-CH-2",6"), 7.73-7.77 (m, 2H, benzoyl-CH-3"”, 5"), 4.48-4.53 (m, 2H,
O-CH,-CH,-0-C0O-Ar), 3.96-4.01 (m, 2H, O-CH,-CH,-O-CO-Ar).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

165.2 (1C, CH,-0-CO-Ar), 133.7 (1C, benzoyl-C,-1”), 132.3 (2C, benzoyl-CH-3”,5”), 130.2 (2C,
benzoyl-CH-2”,6”), 1179 (1C, benzoyl-CN), 116.6 (1C, benzoyl-C-4"”), 67.2 (1C,
0-CH,-CH,-0-CO-Ar), 61.1 (1C, O-CH,-CH,-0-CO-Ar),

2-((4-Cyanobenzoyl)oxy)ethyl (R, S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (18F)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a): 296 mg  (1.05 mmol)
DMAP: 51mg (418 umol)
EDC-HCI: 261 mg  (1.36 mmol)
2-Hydroxyethyl 4-cyanobenzoat (17F): 200 mg  (1.05 mmol)
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Aussehen: beiger Feststoff ] 4 X
Summenformel: Cy3H54N,0¢S
Molekiilmasse: 456.5 g/mol
Schmp: 91-92 °C (PE:EtOAC). ¢ ?

5 3
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel): ¢

18F

R¢=0.64 (PE:EtOAC = 1:1).
Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:
390 mg (854 umol / 82 %).
Reinheit (HPLC): 89 % (Methode I).
Unter Berlicksichtigung der Reinheit, liegt die Ausbeute bei 73 %.
LogP (HPLC): 2.6
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3063 (w), 2955 (w), 2846 (w), 2234 (w), 1733 (s), 1453 (m), 1350 (m),

1327 (m), 1271 (s), 1197 (s), 1174 (m), 1129 (m), 830 (m), 765 (m),
698 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

8.11-8.15 (m, 2H, benzoyl-CH-2"”,6"), 7.70-7.74 (m, 2H, benzoyl-CH-3"”,5"), 7.32-7-44 (m, 5H,
benzyl-CH), 4.51-4.64 (m, 4H, O-CH,-CH,-O-CO-Ar, O-CH,-CH,-O-CO-Ar, pip-CH-2), 4.23 (s, 2H,
benzyl-CH,), 3.39-3.46 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.15 (ddd, 1H, 2/=12.8, */=3.1, 12.8, pip-CH,-6),
2.07-2.15 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.52-1.67 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.35-1.47 (m, 1H, pip-CH,-5),
1.11-1.24 (m, 1H, pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.3 (1C, CO-O-CH,), 164.7 (1C, CH,-O-CO-Ar), 133.4 (1C, benzoyl-C,-1”), 132.3 (2C,
benzoyl-CH-3"”,5”), 130.9 (2C, benzyl-CH-2’,6’), 130.2 (2C, benzoyl-CH-2",6"), 129.2 (1C,
benzyl-C,-1’), 128.6 (3C, benzyl-CH-3’, 4’,5’), 117.8 (1C, benzoyl-CN), 116.7 (1C, benzoyl-C,-4"),
63.2 (1C, 0O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 62.7 (1C, O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 58.8 (1C, benzyl-CH,), 56.0 (1C,
pip-CH-2), 43.4 (1C, pip-CH,-6), 27.7 (1C, pip-CH,-3), 24.9 (1C, pip-CH,-5), 20.2 (1C, pip-CH,-4).
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2-((4-Cyanobenzoyl)oxy)ethyl (S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (S-18F)

Ansatz (ASV 3):

(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure: 349 mg (1.52 mmol)
DMAP: 37mg (304 umol)
EDC-HCI: 379 mg  (1.98 mmol)
2-Hydroxyethyl 4-cyanobenzoat (17F): 320mg  (1.67 mmol)
SV 2 (Alterative):

1-tert-Butyl 2-(2-((4-cyanobenzoyl)oxy)ethyl) (S)-piperidin-1,2-

42 1.04 I
dicarboxylat (19F): Omg  (1.04 mmol)
SV.3:
2-((4-Cyanobenzoyl)oxy)ethyl (S)-piperidin-2-carboxylat (20F): 310 mg  (1.03 mmol)
Benzylsulfonsaurechlorid: 195mg  (1.03 mmol)
NMM: 338 uL (3.08 mmol)
Aussehen: beiger Feststoff X 4 s
Summenformel: Cy3H24N,06S 6 lll

0=
Molekilmasse: 456.5 g/mol O//S

Schmp: 117-119 °C (PE:EtOAc).

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

SV 1 Rf = 0.62 (PE:EtOAC = 1:2).
SV 2: Rf = 0.24 (PE:EtOAc = 1:2, 5 % NEt,).
SV 3: Rf = 0.72 (PE:EtOAc = 1:1).

S-18F

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:

SV 1: 420 mg (1.04 mmol / 69 %).

SV 2: 310 mg (1.03 mmol /98 %).

SV 3: 160 mg (350 umol /34 %).
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Analytische Daten zu S-18F:

Reinheit (HPLC): 95 % (Methode I).
LogP (HPLC): 2.6

Spektroskopische Unterschiede von S-18F zu 18F:

IR (ATR, ¥ [em™]): 3055 (w), 2955 (w), 2867 (w), 2230 (w), 1737 (m), 1446 (m), 1356 (m),
1336 (m), 1198 (m), 1178 (s), 1132 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):
4.22 (s, 2H, benzyl-CH,).
3C-NMR (CDCl;, & [ppm]):

164.6 (1C, CH,-O-CO-Ar), 133.3 (1C, benzoyl-C,-1”), 132.2 (2C, benzoyl-CH-3",5”), 128.5 (3C,
benzyl-CH-3’, 4", 5'), 62.6 (1C, O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 55.9 (1C, pip-CH-2), 24.8 (1C, pip-CH,-5).

Allgemeine Synthesevorschrift (ASV 5): Benzylierung und Hydrolyse

Nach einer Vorschrift von Catel et al."*° wurde ein Aquivalent eines Benzoes&urederivats in 20 mL
abs. DMF vorgelegt und je 3-4 Aquivalente K,CO; und Benzylbromid zugegeben. Die
Reaktionsmischung wurde bei RT geriihrt, bis in der DC-Kontrolle (siehe zugehorige Tabelle) kein
Edukt mehr zu erkennen war. AnschlieBend wurden 20 mL dem. H,0 zugegeben und die wassrige
Phase mit CH,Cl, (3 x 30 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 30 mL
dem. H,O gewaschen und (iber Na,SO, getrocknet. Das Lésungsmittel wurde darauf i. Vak.
entfernt, um das gewilinschte Produkt zu erhalten, das ohne weitere Reinigung und

Charakterisierung weiter umgesetzt wurde.

11?° wurde ein Aquivalent des benzylierten Esters in 20 mL eines

Ebenfalls nach Catel et a
Lésungsmittelgemischs aus EtOH/dem. H,O im Verhiltnis 4:1 gelést und 5 Aquivalente KOH
hinzugegeben. Darauf wurde solange unter Riickfluss geriihrt, bis die Reaktionskontrolle mittels
DC (siehe zugehorige Tabelle) die Vollstandigkeit der Reaktion anzeigte. In einem nachsten Schritt
wurde das Losungsmittel i. Vak. entfernt, der Riickstand in 20 mL dem. H,0 aufgenommen und

mit konz. HCl angesduert. Die wassrige Phase wurde mit EtOAc extrahiert (3 x 50 mL) und die

vereinigten organischen Phasen lber Na,SO, getrocknet. Nach dem Entfernen des Losungsmittels
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i. Vak. konnte das gewlinschte Produkt erhalten werden, das ohne weitere Reinigung im nachsten

Schritt eingesetzt wurde.

Nach Khanetal."' wurden je ein Aquivalent des m- oder p-Dibenzylterephthalat und ein
Aquivalent LiOH in 30 mL eines Lésungsmittelgemischs aus Aceton und dem. H,0 im Verhiltnis
1:1 gelost. AnschlieBend wurde die Reaktionsmischung unter Rickfluss gerthrt, bis die
DC-Kontrolle (siehe zugehorige Tabelle) eine vollstandige Umsetzung anzeigte. Das Aceton wurde
i. Vak. entfernt und die wassrige Phase mit 30 mL Diethylether gewaschen. Die wassrige Phase
wurde mit konz. HCl angesauert und das Produkt mit CH,Cl, (4 x 30 mL) extrahiert. Nach dem
Entfernen des Losungsmittel i. Vak. konnte das gewiinschte Produkt isoliert werden, das ohne

weitere Reinigung und Charakterisierung weiter umgesetzt wurde.

2-Hydroxyethyl 3,5-di(benzyloxy)benzoat (17G)

Ansatz (ASV 5):

SV 1:

3,5-Dihydroxybenzoesaure: 500 mg (3.24 mmol)
K,COs: 1.35¢g (9.73 mmol)
Benzylbromid: 1.16 mL (9.73 mmol)
SV.2:

Benzyl 3,5-di(benzyloxy)benzoat (16Gv): 1.30g (3.06 mmol)
KOH: 859 mg (15.3 mmol)

Ansatz (ASV 4):

3,5-Di(benzyloxy)benzoesdure (16G): 500 mg  (1.50 mmol)
DMAP: 55mg (449 umol)
EDC-HCI: 430mg  (2.24 mmol)
Ethan-1,2-diol: 84 uL (1.50 umol)
Aussehen: weilder Feststoff

OBn
Summenformel: Cy3H5,05
Molekiilmasse: 378.4 g/mol
Schmp: 73-74 °C (PE:EtOAC).
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Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

SV 1: R¢=0.61 (PE:EtOAC = 5:1).
SV 2: R¢=0.48 (PE:EtOAc =5:1,5 % FA).
ASV 4: R¢=0.27 (PE:EtOAC = 2:1).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
ASV 4: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:

SV 1: 1.30¢g (3.06 mmol / 94 %).

SV 2: 1.00g  (2.99 mmol /98 %).

ASV 4: 360 mg (951 pumol / 64 %).

Spektroskopische Daten zu 17G:

IR (ATR, & [cm™]): 3473 (br), 3034 (w), 2925 (w), 2867 (w), 1699 (m), 1593 (m), 1296 (s),
1156 (m), 1026 (m), 884 (w).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.31-7.46 (m, 10H, benzyl-CH), 7.30 (d, 2H, “/ = 2.4, benzoyl-CH-2”,6”), 6.82 (t, 1H, “/=2.4,
benzoyl-CH-4"’), 5.08 (s, 4H, benzyl-CH,), 4.39-4.51 (m, 2H, O-CH,-CH,-0-CO-Ar), 3.88-4.01 (m, 2H,
0-CH,-CH,-0-CO-Ar), 1.92 (t, 1H, *J = 6.1, OH).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

166.6 (1C, CH,-O-CO-Ar), 159.8 (2C, benzoyl-C,-3”,5”), 136.4 (2C, benzyl-C,), 131.7 (1C,
benzoyl-C,-1"), 128.7 (4b, benzyl-CH), 128.2 (2C, benzyl-CH), 127.6 (4b, benzyl-CH), 108.6 (2C,
benzoyl-CH-2",6”), 107.3 (1C, benzoyl-CH-4"), 70.4 (2C, benzyl-CH,), 66.8 (1C,
0-CH,-CH,-0-CO-Ar), 61.4 (1C, O-CH,-CH,-O-CO-Ar).

Allgemeine Synthesevorschrift (ASV 6): Debenzylierung

Zur Entfernung der Benzyl-Schutzgruppen wurde ein Aquivalent der zu entschiitzenden
Verbindung mit katalytischen Mengen Pd/C in 20 mL EtOAc vorgelegt und bei RT mit 10 bar
Wasserstoffdruck hydriert. Falls ein Benzoesdurebenzylester debenzyliert werden sollte, wurden
noch einige Tropfen konz. Essigsdure zur Reaktionmischung gegeben. Nachdem die

Reaktionskontrolle (DC, siehe zugehorige Tabelle) eine vollstdndige Umsetzung anzeigte, wurden
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die festen Bestandteile abfiltriert und das Rohprodukt Flash-chromatographisch (siehe zugehorige

Tabelle) gereinigt.

2-((3,5-Dihydroxybenzoyl)oxy)ethyl (R, S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (18G)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a): 82mg (291 umol)
DMAP: 14 mg (116 umol)
EDC-HCI: 84 mg (436 umol)
2-Hydroxyethyl 3,5-di(benzyloxy)benzoat (17G): 110mg (291 umol)

Ansatz (ASV 6):

2-((3,5-Di(benzyloxy)benzoyl)oxy)ethyl (R, S)-1-(benzylsulfonyl)

piperidin-2-carboxylat (18Gv): 180mg (280 umol)

Aussehen: farbloses Ol A
Summenformel: C,,H25NOsS o)
221125 8 6 Q( \/\O
O=
Molekiilmasse: 463.5 g/mol O//S O
6' Q 2'
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):
5 3
ASV 2: Rf = 0.24 (PE:EtOAC = 2:1). &
ASV 6: R¢=0.30 (PE:EtOAC = 1:1). 18G
Flash-Chromatographie (Kieselgel):
ASV 2: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
ASV 6: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:
ASV 2: 180 mg (280 umol /96 %).
ASV 6: 50mg (108 umol / 39 %).
Analytische und spektroskopische Daten zu 18G:
Reinheit (HPLC): 99 % (Methode I).
LogP (HPLC): 1.6
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3412 (br), 3065 (w), 3034 (w), 2947 (w), 2862 (w), 1720 (m), 1596 (m),

1447 (m), 1335 (m), 1148 (s), 1125 (s), 843 (w), 766 (m), 696 (m).
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'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

7.32-7.43 (m, 5H, benzyl-CH), 7.06 (d, 2H, *J=2.3, benzoyl-CH-2", 6”), 6.58 (t, 1H, */=2.3,
benzoyl-CH-4"), 6.50 (s, 2H, OH), 4.80 (ddd, 1H, %/ = 12.0, */ = 2.7, 8.2, O-CH,-CH,-0-CO-Ar), 4.58
(ddd, 1H, ¥ = 12.2, *J = 2.7, 4.7, O-CH,-CH,-0-CO-Ar), 4.50 (d, 1H *J = 4.2, pip-CH-2), 4.23-4.39 (m,
4H, 0-CH,-CH,-0-CO-Ar, O-CH,-CH,-0-CO-Ar, benzyl-CH,), 3.39-3.46 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.23 (ddd,
1H, & =12.9, 3/=2.9, 12.9, pip-CH,-6), 2.09-2.18 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.48-1.68 (m, 3H, pip-CH,-3,
4,5),1.29-1.43 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.12-1.26 (m, 1H, pip-CH,-4).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.3 (1C, €CO-O-CH,), 166.1 (1C, CH,-O-CO-Ar), 157.4 (2C, benzoyl-C-3”,5”), 131.3 (iC,
benzoyl-C,-1”), 130.9 (2C, benzyl-CH-2’, 6’), 128.8 (2C, benzyl-CH-4’, benzyl-C,-1’), 128.7 (2C,
benzyl-CH-3’,5), 109.0 (2C, benzoyl-CH-2”,6”), 108.0 (1C, benzoyl-CH-4”), 62.5 (1C,
0-CH,-CH,-0-CO-Ar), 62.5 (1C, O-CH,-CH,-O-Ar), 59.0 (1C, benzyl-CH,), 56.3 (1C, pip-CH-2), 43.5
(1C, pip-CH,-6), 27.4 (1C, pip-CH,-3), 24.7 (1C, pip-CH,-5), 20.1 (1C, pip-CH,-4).

2-Hydroxyethyl 3,4,5-tri(benzyloxy)benzoat (17H)

Ansatz (ASV 5):

SV.1:

3,4,5-Trihydroxybenzoeséaure: 1.00¢g (23.5 mmol)
K,COs: 3.25¢g (23.5 mmol)
Benzylbromid: 2.79mL (5.88 mmol)
SV.2:

Benzyl 3,4,5-tri(benzyloxy)benzoat (16Hv): 3.10¢g (5.88 mmol)
KOH: 1.64¢g (29.2 mmol)

Ansatz (ASV 4):

3,4,5-Tri(benzyloxy)benzoesaure (16H): 1.00g (2.27 mmol)
DMAP: 141 mg (1.14 mmol)
EDC-HCI: 566 mg (2.95 mmol)
Ethan-1,2-diol: 127yl (2.27 mmol)
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Aussehen: weilder Feststoff

Summenformel: C30H»5056

Molekiilmasse: 484.5 g/mol

Schmp: 115-117 °C (PE:EtOAc). 17H
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

SV 1: R¢=0.71 (PE:EtOAc = 5:1).

SV 2: R¢=0.68 (PE:EtOAc =5:1, 5 % FA).

ASV 2: R¢=0.18 (PE:EtOAC = 2:1).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100

Ausbeute:

SV 1: 3.10g  (5.84 mmol /99 %).

SV 2: 250g (5.68 mmol /98 %).

ASV 2: 590 mg (1.22 mmol /54 %).

Spektroskopische Daten zu 17H:

IR (ATR, ¥ [cm™]): 3446 (br), 3065 (w), 3034 (w), 2927 (w), 2869 (w), 1679 (s), 1592 (m),

1505 (m), 1454 (m), 1270 (m), 1123 (s), 867 (w), 757 (m), 693 (m).
'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.26-7.47 (m, 17H, benzyl-CH, benzoyl-CH-2”,6"”), 5.14 (s, 6H, benzyl-CH,), 4.40-4.45 (m, 2H,
O-CH,-CH,-0-C0O-Ar), 3.90-3.96 (m, 2H, O-CH,-CH,-0-CO-Ar), 2.01 (s, 1H, OH).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

166.4 (1C, CH,-0-CO), 152.5 (2C, benzoyl-C,-3”,5”), 142.6 (1C, benzoyl-C,-4”), 137.3 (1C,
benzyl-C;), 136.6 (2C, benzyl-C,), 128.5 (6C, benzyl-CH), 128.2 (2C, benzyl-CH), 128.0 (3C,
benzyl-CH), 127.5 (4b, benzyl-CH), 124.8 (1C, benzoyl-C,-1""), 109.3 (2C, benzoyl-CH-2", 6”), 75.1
(1C, benzyl-CH,), 71.3 (2C, benzyl-CH,), 66.8 (1C, 0O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 61.4 (1C,
0-CH,-CH,-O-CO-Ar).
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2-((3,4,5-Trihydroxybenzoyl)oxy)ethyl (R, S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (18H)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a): 345mg  (1.22 mmol)
DMAP: 60mg (487 umol)
EDC-HCI: 303mg  (1.58 mmol)
2-Hydroxyethyl 3,4,5-tri(benzyloxy)benzoat (17H): 590mg  (1.22 mmol)

Ansatz (ASV 6):

2-((3,4,5-Tri(benzyloxy)benzoyl)oxy)ethyl (R, S)-1-(benzylsulfonyl)

piperidin-2-carboxylat (18Hv): 750mg  (1.00 mmol)

Aussehen: farbloses Ol LA
Summenformel: C5,H55NOGS 6 %(Owo
O=
Molekilmasse: 479.5 g/mol O//S O
6 . 2
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):
5 3
ASV 2: R¢=0.15 (PE:EtOAC = 2:1). 4
ASV 6: Rf= 0.14 (PE:EtOAC = 1:1). 18H
Flash-Chromatographie (Kieselgel):
ASV 2: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
ASV 6: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:
ASV 2: 790 mg (1.05 mmol /87 %).
ASV 6: 410 mg (855 mmol / 85 %).
Analytische und spektroskopische Daten zu 18H:
Reinheit (HPLC): 96 % (Methode I).
LogP (HPLC): 0.8
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3365 (br), 3063 (w), 3031 (w), 2949 (w), 1708 (m), 1610 (m), 1496 (m),

1446 (m), 1377 (m), 1176 (s), 1123 (s), 738 (m), 697 (m).
'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

7.33-7-42 (m, 5H, benzyl-CH), 7.20 (s, 2H, benzoyl-CH-2", 6”’), 4.89 (ddd, 1H, 2/ = 11.8,%/=2.8, 8.8,
O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 4.52-4.63 (m, 3H, O-CH,-CH,-O-CO-Ar, pip-CH-2), 4.32 (s, 2H, benzyl-CH,),
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4.18-4.30 (m, 2H, O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 3.41-3.48 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.24 (ddd, 1H, 2/ =12.8,
3)=2.9,12.8, pip-CH,-6), 2.11-2.20 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.50-1.71 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.33-1.46
(m, 1H, pip-CH,-5), 1.16-1.26 (m, 1H, pip-CH,-4).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.2 (1C, CO-O-CH,), 166.0 (1C, CH,-O-CO-Ar), 143.7 (2C, benzoyl-C,-3”,5”), 136.7 (1C,
benzoyl-C,-4”), 130.9 (2C, benzyl-CH-2’,6’), 128.8 (1C, benzyl-CH-4'), 128.7 (AC,
benzyl-CH-3’, 4’, 5’, benzyl-C,-1’), 121.0 (1C, benzoyl-C,-1"), 109.8 (2C, benzoyl-CH-2”, 6”), 62.5
(1C, O-CH,CH,-O-CO-Ar), 62.2 (1C, O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 58.8 (1C, benzyl-CH,), 56.3 (1C,
pip-CH-2), 43.4 (1C, pip-CH,-6), 27.8 (1C, pip-CH,-3), 24.7 (1C, pip-CH,-5), 20.1 (1C, pip-CH,-4).

Benzyl (2-hydroxyethyl) terephthalat (171)

Ansatz (ASV 5):

SV.1:

Terephthalsdure: 2.00g (12.0 mmol)
K,COs: 3.33¢g (24.1 mmol)
Benzylbromid: 2.86mL (24.1 mmol)
SV.2:

Dibenzylterephthalat (16lv): 900 mg  (2.60 mmol)
LiOH: 62mg  (2.60 mmol)

Ansatz (ASV 4):

4-(Benzyloxycarbonyl)benzoesaure (161): 150 mg (585 umol)
DMAP: 29mg (234 umol)
EDC-HCI: 146 mg (761 umol)
Ethan-1,2-diol: 33 uL (585 umol)
Aussehen: weilder Feststoff 0]

HO\/\
Summenformel: Cy17H1605 O

OBn

Molekiilmasse: 300.3 g/mol 5
Schmp: 74-76 °C (PE:EtOAc); Lit.: 70-71 °C 7

(CHCl,:PE)."*
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Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

SV 1: R¢=0.67 (PE:EtOACc = 5:1).
SV 2: R¢=0.14 (PE:EtOAc = 5:1).
ASV 2: R¢=0.51 (PE:EtOACc = 1:1).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
ASV 2: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:

SV 1: 298¢ (8.60 mmol / 72 %).

SV 2: 300 mg (1.17 mmol / 45 %).

ASV 2: 140 mg (466 umol / 80 %).

Die analytischen und spektroskopischen Daten entsprechen den in der Literatur mitgeteilten

Daten.”*

(R, S)-4-((2-((1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonyl)oxy)ethoxy)carbonyl)benzoeséure(18l)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a): 113 mg
DMAP: 20mg
EDC-HCI: 115 mg
Benzyl (2-hydroxyethyl) terephthalat (171): 120 mg

Ansatz (ASV 6):

Benzyl (R, S)-(2-((1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonyl)oxy)ethyl)

1
terephthalat (18lv): 90 mg

400 pmol)
160 pmol)
599 umol)

(
(
(
(400 umol)

(336 umol)

Aussehen: weiller Feststoff X 4
Summenformel: Cy3H25sNOgS 6 lll

O=¢
Molekilmasse: 475.5 g/mol O//S
Schmp: 121-124 °C (PE:EtOAC). ¢

5! 3

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel): ¢ 181
ASV 2: R¢=0.22 (PE:EtOAc = 2:1).
ASV 6: R¢=0.28 (PE:EtOAc = 2:1, 5 % FA).
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Flash-Chromatographie (Kieselgel):

ASV 2: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
) Gradient: PE:EtOAc (5 % FA) =90:10

ASV 6 bis 0:100

Ausbeute:

ASV 2: 200 mg (354 umol / 88 %).

ASV 6: 100 mg (210 mmol /63 %).

Analytische und spektrosopische Daten zu 18I:

Reinheit (HPLC): 98 % (Methode I), siehe auch Stabilitat Kap. 3.6.1.1 u. 6.8.1.
LogP (HPLC): -0.8
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3065 -2410 (w), 3034 (w), 2933 (w), 2873 (w), 1717 (s), 1694 (m),

1596 (m), 1336 (m), 1273 (m), 1196 (m), 1132 (m), 730 (m), 694 (m).
'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

8.05-8.15 (m, 4H, terephthalat-CH-2"’, 3", 5", 6"'), 7.32-7.45 (m, 5H, benzyl-CH), 4.46-4.63 (m, 5H,
0O-CH,-CH,-0O-CO-Ar, O-CH,-CH,-O-CO-Ar, pip-CH-2), 4.24 (s, 2H, benzyl-CH,), 3.40-3.48 (m, 1H,
pip-CH»-6), 3.14 (ddd, 1H, %/=12.7, *>/=3.0, 12.8, pip-CH,-6), 2.06-2.19 (m, 1H, pip-CH,-3),
1.50-1.69 (m, 1H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.34-1.48 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.13-1.29 (m, 1H, pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCl5, & [ppm]):

1713 (1C, €O-O-CH,), 169.8 (1C, C€O-OH), 165.3 (1C, CH,-0-CO-Ar), 134.1 (1C,
terephthalat-C,-1"/4”), 133.2 (1C, terephthalat-C,-1”/4”), 130.9 (2C, benzyl-CH-2’, 6’), 130.2 (2C,
terephthalat-CH-2", 6"/3”,5"”), 129.7 (2C, terephthalat-CH-2",6"/3"”,5”), 129.2 (1C,
benzyl-C,-1’), 128.5 (3C, benzyl-CH-3’,4’,5’), 63.0 (1C, O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 62.8 (1C,
0-CH,-CH,-0-CO-Ar), 58.8 (1C, benzyl-CH,), 56.0 (1C, pip-CH-2), 43.4 (1C, pip-CH,-6), 27.8 (1C,
pip-CH,-3), 24.9 (1C, pip-CH,-5), 20.3 (1C, pip-CH,-4).
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(S)-4-((2-((1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonyl)oxy)ethoxy)carbonyl)benzoesdiure (S-18l)

Ansatz (ASV 3):

(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure:
DMAP:

EDC-HCI:

Benzyl (2-hydroxyethyl) terephthalat (171):

(5)-2-(2-((4-((Benzyloxy)carbonyl)benzoyl)oxy)ethyl) 1-tert-butyl
piperidin-1,2-dicarboxylat (191):

(S)-Benzyl (2-((piperidin-2-carbonyl)oxy)ethyl) terephthalat (201):
Benzylsulfonsaurechlorid:
NMM:

Ansatz (ASV 6):

(S)-Benzyl (2-((1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonyl)oxy)ethyl)
terephthalat (S-18lv):

137 mg

15mg
172 mg
180 mg

260 mg

190 mg
88 mg
152 uL

210 mg

(599 umol)
(120 umol)
(899 umol)
(599 umol)

(508 umol)

(462 pmol)
(462 mmol)
(1.39 mmol)

(371 umol)

Aussehen: weiller Feststoff 4
Summenformel: Cy3H,5sNOgS

Molekilmasse: 475.5 g/mol

Schmp: 76-80 °C (PE:EtOAc).

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

5-18I

SV 1: R = 0.50 (PE:EtOAC = 2:1).

SV 2: Rf = 0.19 (PE:EtOAc = 1:4, 5 % NEt,).
SV 3: R = 0.45 (PE:EtOAc = 2:1).

ASV 6: R = 0.28 (PE:EtOAc = 2:1, 5 %FA).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100

) Gradient: PE:EtOAc (5 % FA) =90:10
ASV6: bis 0:100
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Ausbeute:

SV 1: 260 mg (508 umol / 85 %).
SV 2: 190 mg (462 umol /91 %).
SV 3: 210 mg (371 umol / 80 %).
ASV 6: 140 mg (294 umol / 79 %).

Analytische Daten zu S-18l:

Reinheit (HPLC): 97 % (Methode I).

LogP (HPLC): 0.8

Spektroskopische Unterschiede von S-18l zu 18I:

IR (ATR, ¥ [em™]): 1713 (m), 1683 (m), 1576 (m), 1334 (m), 1174 (m), 1126 (s), 695 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

8.11-8.18 (m, 4H, terephthalat-CH-2", 6",3", 5"), 4.25 (s, 2H, benzyl-CH,), 3.15 (ddd, 1H, 2j=12.8,

*J=3.0,12.8, pip-CH,-6).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

170.1 (1C, CO-OH), 165.4 (1C, CH,-O-CO-Ar), 129.8 (2C, terephthalat-CH-2”,6”), 25.0 (1C,

pip-CH,-5).

Benzyl (2-hydroxyethyl) isophthalat (17))

Ansatz (ASV 5):

Isoterephthalsaure:
K2C03:

Benzylbromid:

Dibenzylisoterephthalat (16Jv):
LiOH:

Ansatz (ASV 4):

3-((Benzyloxy)carbonyl)benzoesaure (16J):

DMAP:
EDC-HCI:
Ethan-1,2-diol:

2.00g
333g
2.86 mL

2.00g
138 mg

700 mg
167 mg
681 mg
229 uL

(12.0 mmol)
(24.1 mmol)
(24.1 mmol)

(5.77 mmol)
(5.77 mmol)

(2.73 mmol)
(1.37 mmol)
(3.55 mmol)
(4.120 mmol)
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Aussehen: weilder Feststoff o] )
Summenformel: Cyi7H1605
Molekiilmasse: 300.3 g/mol 5
17)
Schmp: 105-108 °C (PE:EtOAc).
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):
SV 1: R¢=0.81 (PE:EtOAc = 1:1).
SV 2: R¢=0.27 (PE:EtOACc = 1:1, 5 % FA).
ASV 2: R¢=0.52 (PE:EtOAc = 1:1).
Flash-Chromatographie (Kieselgel):
SV 2: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:
SV 1: 390g (11.3 mmol /94 %).
SV 2: 700 mg (2.73 mmol / 47 %).
ASV 2: 250 mg (832 umol / 31 %).
Spektroskopische Daten zu 17J:
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3425 (br), 3062 (w), 3034 (w), 2954 (w), 2878 (w), 1715 (s), 1300 (m),

1228 (s), 1072 (m), 726 (s), 696 (m).
'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

8.72-8.74 (m, 1H, terephthalat-CH-2"), 8.29-8.23 (m, 2H, terephthalat-CH-4", 6"), 7.54 (dt,
%/=7.8,°%=0.5, 1H, terephthalat-CH-5"), 7.33-7.48 (m, 5H, benzyl-CH), 5.40 (s, 2H, benzyl-CH,),
4.47-4.51 (m, 2H, O-CH,-CH,-0-CO-Ar), 3.98 (dd, 1H, %/ = 9.2, */ = 5.0, O-CH,-CH,-O-Ar), 2.08 (t, 1H,
®J=5.6, OH).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

166.0 (1C, CH,-0-CO-Ar), 165.6 (I1C, CO-O-Bn), 1357 (1C, benzyl-C;), 134.1 (1C,
terephthalate-CH-4"/6""), 134.0 (1C, terephthalat-CH-4"’/6"’), 130.9 (1C, terephthalat-CH-2"),
130.7 (1C, terephthalat-C,-17/3”), 130.4 (1C, terephthalat-C,-17/3"”), 128.7 (2C,
terephthalat-CH-5", benzyl-CH), 128.4 (1C, benzyl-CH), 128.3 (2C, benzyl-CH), 67.1 (1C,
benzyl-CH,), 67.0 (1C, O-CH,-CH,-0-CO-Ar), 61.3 (1C, O-CH,-CH,-O-CO-Ar).
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(R, S)-3-((2-((1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonyl)oxy)ethoxy)carbonyl)benzoesaure (18J)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a):

DMAP:
EDC-HCI:
Benzyl (2-hydroxyethyl) isophthalat (17)):

Ansatz (ASV 6):

Benzyl (R, S)-(2-((1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonyl)oxy)ethyl)

isophthalat (18Jv):

226 mg (799 umol)
39mg (320 umol)
199 mg  (1.04 mmol)
240mg (799 umol)

380mg (672 pmol)

Aussehen: farbloses Ol
Summenformel: Cy3H25sNOgS
Molekiilmasse: 475.5 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

B 3

ASV 2: R¢=0.26 (PE:EtOAC = 2:1). 4
ASV 6: R¢=0.21 (PE:EtOAC = 2:1, 5 % FA). 18)
Flash-Chromatographie (Kieselgel):
ASV 2: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100

] Gradient: PE:EtOAc (5 % FA) =90:10
ASV6: bis 0:100
Ausbeute:
ASV 2: 380mg (672 umol / 84 %).
ASV 6: 240 mg (505 umol / 75 %).
Analytische und spektroskopische Daten zu 18)J:
Reinheit (HPLC): >99 % (Methode 1).
LogP (HPLC): -0.7
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3065 - 2371 (w), 3034 (w), 2948 (w), 2859 (w), 1721 (s), 1608 (m),

1455 (m), 1336 (m), 1229 (m), 1175 (m), 1148 (m), 1127 (s), 729 (s),

696 (s).
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'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

8.69-8.74 (m, 1H, terephthalat-CH-2"’), 8.28 (dd, 2H, =78, YY=1.4, terephthalat-CH-4", 6”),

7.56 (t, 1H, */=7.8, terephthalat-CH-5"), 7.30-7.45 (m, 5H, benzyl-CH), 4.57-4.64 (m, 3H,

0-CH,-CH,-0-CO-Ar, O-CH,-CH,-O-CO-Ar, pip-CH-2), 4.45-4.53 (m, 1H, O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 4.25

(s, 2H, benzyl-CH,), 3.41-3.50 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.15 (ddd, 1H, ¥ = 12.7, ) = 3.0, 12.7, pip-CH,-6),

2.13-2.20 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.51-1.69 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.35-1.48 (m, 1H, pip-CH,-5),

1.15-1.18 (m, 1H, pip-CH,-4).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.3 (2C, €CO-0O-CH,, CO-0H), 165.3 (1C, CH,-0-CO-Ar), 134.7 (1C, terephthalat-CH-4"/6""), 134.6

(1C, terephthalat-CH-4""/6"), 131.3 (1C, terephthalat-CH-2"’), 130.9 (2C, benzyl-CH-2’, 6), 130.2

(1C, terephthalat-C,-1""/3"), 129.9 (1C, terephthalat-C,-1""/3"), 129.2 (1C, benzyl-C,-1), 128.9 (1C,

terephthalat-CH-5""), 128.5 (3C, benzyl-CH-3’, 4’,5’), 62.87 (1C, O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 62.86 (1C,

0-CH,-CH,-0-CO-Ar), 58.8 (1C, benzyl-CH,), 56.0 (1C, pip-CH-2), 43.4 (1C, pip-CH,-6), 27.8 (1C,

pip-CH,-3), 25.0 (1C, pip-CH,-5), 20.3 (1C, pip-CH,-4).

2-Hydroxyethyl 4-((tert-butoxycarbonyl)amino)benzoat (17K)

Ansatz (ASV 4):

4-((tert-Butoxycarbonyl)amino)benzoesaure: 300mg  (1.26 mmol)
DMAP: 93mg (759 pmol)
EDC-HCI: 315mg  (1.64 mmol)
Ethan-1,2-diol: 71 uL (1.26 mmol)
Aussehen: weiller Feststoff

Summenformel: C14H19NOs

Molekilmasse: 281.3 g/mol

Schmp: 141-147 °C (PE:EtOAc).

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

R¢=0.14 (PE:EtOAc = 2:1).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
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Ausbeute:

200 mg (711 umol / 56 %).

IR (ATR, ¥ [em™]): 3329 (br), 3059 (w), 3034 (w), 2975 (w), 2933 (w), 1716 (s), 1700 (s),
1608 (m), 1597 (m), 1530 (m), 1415 (m), 1282 (m), 1233 (s), 1158 (s),
851 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.96-8.01 (m, 2H, benzoyl-CH-2”,6"”), 7.41-7.46 (m, 2H, benzoyl-CH-3”,5”), 6.71 (s, 1H,
NH-CO-O-C(CHs)s), 4.41-4.47 (m, 2H, O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 3.92-3.98 (m, 2H, O-CH,-CH,-0-CO-Ar),
2.11 (s, 2H, OH), 1.53 (s, 9H, NH-CO-O-C(CHs)s).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

166.6 (1C, CH,-0-CO-Ar), 152.1 (1C, NH-CO-O-C(CHs)s;), 143.0 (1C, benzoyl-C,-4”), 131.0 (2C,
benzoyl-CH-2",6”), 124.0 (1C, benzoyl-C;-1”), 117.4 (2C, benzoyl-CH-3”,5”), 81.3 (1C,
NH-CO-O-C(CH)s), 66.5 (1C, O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 61.6 (1C, O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 28.3 (3C,
NH-CO-0-C(CHs)s).

2-((4-Aminobenzoyl)oxy)ethyl (R, S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (18K)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a): 191 mg (675 umol)
DMAP: 33mg (270 umol)
EDC-HCI: 194mg  (1.01 mmol)
2-Hydroxyethyl 4-((tert-butoxycarbonyl)amino)benzoat (17K): 190 mg (675 umol)

Ansatz (ASV 3, SV 2):

2-((4-((tert-Butoxycarbonyl)amino)benzoyl)oxy)ethyl (R, S)-1-(benzyl-

1
sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (18Kv): S0mg (348 pmol)

Aussehen: gelbes Ol LA
Summenformel: Cy,Ho6N,06S e
22M26N206 6 (Nj“n/ ~"0
O=
) , =5 0
Molekilmasse: 446.5 g/mol O// ], 2 NH,
6 2
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):
5! 3
ASV 2: R¢=0.28 (PE:EtOAC = 2:1). 4
18K

ASV 3: R = 0.40 (PE:EtOAc = 1:1).
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Flash-Chromatographie (Kieselgel):

ASV 2: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
ASV 3: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:

ASV 2: 200mg (366 umol / 54 %).

ASV 3: 120mg (269 umol / 77 %).

Analytische und spektroskopische Daten zu 18K:

Reinheit (HPLC): 99 % (Methode I).
LogP (HPLC): 2.0
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3473 (w), 3375 (w), 3062 (w), 3031 (w), 2946 (w), 2860 (w), 1738 (m),

1697 (m), 1601 (m), 1519 (m), 1455 (m), 1334 (m), 1268 (s), 1169 (m),
1125 (m), 843 (m), 738 (m), 697 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.80-7.84 (m, 2H, benzoyl-CH-2”,6"”), 7.31-7-47 (m, 5H, benzyl-CH), 6.58-6.62 (m, 2H,
benzoyl-CH-3"”,5”), 4.63 (d, 1H, 3/=4.8, pip-CH-2), 4.42-4.58 (m, 4H, 0O-CH,-CH,-O-CO-Ar,
0O-CH,-CH,-0-CO-Ar), 4.25 (s, 2H, benzyl-CH,), 4.07 (s, 2H, NH,), 3.41-3.49 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.13
(ddd, 1H ¥ =12.7, 3/=3.1, 12.7, pip-CH»-6), 2.11-2.21 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.49-1.71 (m, 3H,
pip-CH,-3, 4, 5), 1.35-1.48 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.15-1.26 (m, 1H, pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.3 (1C, CO-O-CH,), 166.2 (1C, CH,-O-CO-Ar), 151.1 (1C, benzoyl-C,-4”), 131.8 (2C,
benzoyl-CH-2",6”), 131.0 (2C, benzyl-CH-2’,6’), 129.3 (1C, benzyl-C;-1’), 128.5 (2C,
benzyl-CH-3’,5’), 1284 (1C, benzyl-CH-4’), 119.0 (1C, benzoyl-C,-17), 113.8 (2C,
benzoyl-CH-3",5"), 63.2 (1C, O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 61.8 (1C, O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 58.7 1C,
benzyl-CH,), 55.9 (1C, pip-CH-2), 43.4 (1C, pip-CH,-6), 27.9 (1C, pip-CH,-3), 25.0 (1C, pip-CH,-5),
20.3 (1C, pip-CH,-4).
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2-Hydroxyethyl 3-((tert-butoxycarbonyl)amino)benzoat (17L)

Ansatz (ASV 4):

3-((tert-Butoxycarbonyl)amino)benzoesaure: 400 mg  (1.69 mmol)
DMAP: 82mg (674 umol)
EDC-HCI: 420mg  (2.19 mmol)
Ethan-1,2-diol: 94 uL (1.67 mmol)
Aussehen: weiller Feststoff

Summenformel: Ci4H1gNO;

Molekiilmasse: 281.3 g/mol

Schmp: 107-109 °C (PE:EtOAc).

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

R = 0.40 (PE:EtOAC = 1:1).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100

Ausbeute:

320mg (1.14 mmol / 67 %).

IR (ATR, ¥ [cm™]): 3519 (s), 3339 (s), 3065 (w), 2954 (w), 2879 (w), 1696 (s), 1592 (m),
1539 (m), 1489 (m), 1236 (s), 1151 (m), 771 (w).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.94-7.96 (m, 1H, benzoyl-CH-2”), 7.70-7.74 (m, 1H, benzoyl-CH-6"), 7.68 (d, }=79,
benzoyl-CH-4"), 7.34 (t, 1H */ = 7.9, benzoyl-CH-5"), 6.64 (s, 1H, NH-CO-O-C(CHs)s), 4.43-4.48 (m,
2H, O-CH,-CH,-0-CO-Ar), 3.92-3.98 (m, 2H, O-CH,-CH,-0-CO-Ar), 2.22 (t, 1H, >/ =5.7, OH), 1.52 (s,
9H, NH-CO-0-C(CHjs)s).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

166.6 (1C, CH,-0O-CO-Ar), 152.6 (1C, NH-CO-O-C(CHs);), 138.7 (1C, benzoyl-C,-3”), 130.6 (1C,
benzoyl-C,-1"), 129.1 (1C, benzoyl-CH-5"), 124.2 (1C, benzoyl-CH-6"), 123.1 (1C, benzoyl-CH-4"),
119.5 (1C, benzoyl-CH-2"), 81.0 (1C, NH-CO-0O-C(CHzs);), 66.8 (1C, O-CH,-CH,-0O-CO-Ar), 61.4 (1C,
0-CH,-CH,-0-CO-Ar), 28.3 (3C, NH-CO-0-C(CHz)3).
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2-((3-Aminobenzoyl)oxy)ethyl (R, S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (18L)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure(4a): 272 mg (960 umol)
DMAP: 47 mg (384 umol)
EDC-HCI: 276 mg  (1.44 mmol)
2-Hydroxyethyl 3-((tert-butoxycarbonyl)amino)benzoat (17L): 270 mg (960 pmol)

Ansatz (ASV 3, SV 2):

2-((3-((tert-Butoxycarbonyl)amino)benzoyl)oxy)ethyl (R, S)-1-(benzyl-

4 I
sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (18Lv): 330mg (604 umol)

Aussehen: gelbes Ol 4
Summenformel: CyH26N,06S
Molekilmasse: 446.5 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

5 3
ASV 2: R¢=0.29 (PE:EtOAC = 2:1). 4
ASV 3: R¢=0.35 (PE:EtOAC = 1:1). 18
Flash-Chromatographie (Kieselgel):
ASV 2: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
ASV 3: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:
ASV 2: 360 mg (659 umol / 67 %).
ASV 3: 250 mg (560 umol / 93 %).
Analytische und spektroskopische Daten zu 18L:
Reinheit (HPLC): 95 % (Methode I).
LogP (HPLC): 2.09
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3465 (w), 3376 (w), 3062 (w), 3034 (w), 2945 (w), 2860 (w), 1714 (m),

1604 (m), 1588 (m), 1456 (m), 1334 (m), 1291 (m), 1176 (m), 1147 (m),
1126 (s), 839 (w), 752 (m), 698 (m).
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'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

7.32-7.46 (m, 7H, benzyl-CH, benzoyl-CH-2"”,4"”/6”), 7.19 (t, 1H, /=78, benzoyl-CH-5"), 6.84
(ddd, 1H, */=7.8, %/=1.0, 2.5, benzoyl-CH-4"/6"), 4.47-4.64 (m, 5H, O-CH,-CH,-O-CO-Ar,
0-CH,-CH,-0-CO-Ar, pip-CH-2), 4.26 (s, 2H, benzyl-CH,), 3.41-3.48 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.15 (ddd,
1H, 2/ =12.7, %/ =3.1, 12.8, pip-CH,-6), 2.12-2.20 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.51-1.69 (m, 3H, pip-CH,-3,
4,5),1.34-1.48 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.15-1.28 (m, 1H, pip-CH,-4).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

1713 (1C, CO-O-CH,), 166.4 (1C, CH,-0-CO-Ar), 146.7 (1C, benzoyl-C;-3”), 131.0 (2C,
benzyl-CH-2’, 6’), 130.5 (1C, benzoyl-C,-1”), 129.3 (2C, benzoyl-CH-5”, benzyl-C,-1"), 128.5 (3C,
benzyl-CH-3’, 4’,5’), 119.7 (1C, benzoyl-CH-4"/6"), 119.6 (1C, benzoyl-CH-4"/6"), 115.8 (1C,
benzoyl-CH-2""), 62.9 (1C, O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 62.3 (1C, O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 58.8 (1C,
benzyl-CH,), 56.0 (1C, pip-CH-2), 43.4 (1C, pip-CH,-6), 27.8 (1C, pip-CH,-3), 25.0 (1C, pip-CH,-5),
20.3 (1C, pip-CH,-4).

2-Hydroxyethyl benzoat (17M)

Ansatz (ASV 4):

Benzoesaure: 580 mg (4.75 mmol)
DMAP: 232mg  (1.90 mmol)
EDC-HCI: 1.18g  (6.17 mmol)
Ethan-1,2-diol: 531 uL  (9.50 mmol)
Aussehen: farbloses Ol )
HO\/\
Summenformel: CoH1005 o
Molekilmasse: 166.2 g/mol 17M

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

Rf=0.27 (PE:EtOAc = 3:1).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100

Ausbeute:

480 mg (2.89 mmol / 61 %); Lit.: 73 %."**
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Die analytischen und spektroskopischen Daten entsprechen den in der Literatur mitgeteilten

Daten.**

2-(Benzoyloxy)ethyl (S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (S-18M)

Ansatz (ASV 3):

SV.1:
(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure: 339mg  (1.47 mmol)
DMAP: 36mg (295 pmol)
EDC-HCI: 368 mg  (1.92 mmol)
2-Hydroxyethyl benzoat (17M): 270 mg  (1.63 mmol)
SV.2:
2-(2-(Benzoyloxy)ethyl) 1-tert-butyl (S)-piperidin-
1,2-dicarboxylat (19M): 460mg  (1.22 mmol)
SV.3:
2-(Benzoyloxy)ethyl (S)-piperidin-2-carboxylat (20M): 330mg  (1.19 mmol)
Benzylsulfonsaurechlorid: 250 mg  (1.31 mmol)
DIPEA: 607 puL (3.57 mmol)
Aussehen: farbloses Ol
4
Summenformel: CH,sNOgS 5
1
Molekilmasse: 431.5 g/mol N O\/\o
O:é ')
7/
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel): 06 )
SV 1: R¢ = 0.50 (PE:EtOAc = 3:1). . )
SV 2. R¢=0.21 (PE:EtOAcC = 3:1, 5 % NEt;).
SV 3: Rr=0.25 (PE:EtOAC = 3:1). 5-18M

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:

SV 1: 460 mg (1.22 mmol / 83 %).

SV 2: 330mg (1.19 mmol /98 %).

SV 3: 430 mg (997 umol / 84 %).
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Analytische und spektroskopische Daten zu S-18M:

Reinheit (HPLC): 96 % (Methode ).
LogP (HPLC): 2.8
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3062 (w), 3034 (w), 2946 (w), 2861 (w), 1717 (m), 1602 (w), 1452 (m),

1336 (m), 1270 (s), 1198 (m), 1174 (m), 1126 (s), 739 (m), 697 (m).

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

8.01-8.05 (m, 2H, benzoyl-CH-2”,6”), 7.53-7.59 (m, 1H, benzoyl-CH-4"), 7.32-7.46 (m, 7H,

benzoyl-CH-3"”, 5", benzyl-CH), 4.44-4.64

(m, 5H, 0-CH,-CH,-O-CO-Ar,

0O-CH,-CH,-O-CO-Ar,

pip-CH-2), 4.24 (s, 2H, benzyl-CH,), 3.40-3.48 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.13 (ddd, 1H, /= 12.7, 3/ = 3.2,

12.8, pip-CH,-6), 2.12-2.19 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.35-1.69 (m, 4H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.14-1.28 (m, 1H,

pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.3 (1C, CO-O-CH,), 166.2 (1C, CH,-O-CO-Ar),
benzyl-CH-2’, 6’), 129.7 (2C, benzoyl-CH-2",6"),

133.3 (1C, benzoyl-CH-4"),
(1C, benzoyl-C,-17),

129.3

131.0 (2C,
(1C,

benzyl-C,-1’), 128.5 (3C, benzoyl-CH-3”, 5”, benzyl-CH-4’), 128.4 (2C, benzyl-CH-3’, 5’), 63.0 (1C,

0-CH,-CH,-0-C0O-Ar), 62.4 (1C, O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 58.8 (1C, benzyl-CH,), 56.0 (1C, pip-CH-2),

43.4 (1C, pip-CH,-6), 27.8 (1C, pip-CH,-3), 25.0 (1C, pip-CH,-5), 20.3 (1C, pip-CH,-4).

2-Hydroxyethyl pyrazin-2-carboxylat (17N)

Ansatz (ASV 4):

Pyrazin-2-carbonsaure:

400 mg  (3.22 mmol)
158 mg  (1.29 mmol)
803 mg  (4.19 mmol)
360 pL (6.45 mmol)

DMAP:

EDC-HCI:

Ethan-1,2-diol:

Aussehen: gelbes Ol
Summenformel: C;HgN,0;3
Molekiilmasse: 168.2 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

R¢=0.16 (PE:EtOAc = 1:10).

o
HO\/\OJQ"[N\] 3”
6 N/ o

h

17N
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Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100

Ausbeute:

300mg (1.78 mmol /55 %).

IR (ATR, ¥ [em™]): 3375 (br), 3055 (w), 3009 (w), 2944 (w), 2878 (w), 1732 (s), 1525 (m),
1304 (m), 1268 (m), 1141 (s), 1015 (s), 774 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

9.35 (d, 1H, °J = 1.4, pyrazinyl-CH-6"), 8.79 (d, 1H, *J = 2.4, pyrazinyl-CH-4""), 8.72 (dd, 1H, °J = 1.4,
>J=2.4, pyrazinyl-CH-3"), 4.54-458 (m, 2H, O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 3.98-4.02 (m, 2H,
0-CH,-CH,-0-CO-Ar), 2.48 (s, 1H, OH).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

164.0 (1C, CH,-O-CO-Ar), 148.0 (1C, pyrazinyl-CH-4”), 146.5 (1C, pyrazinyl-CH-6"), 144.2 (1C,
pyrazinyl-CH-3”), 143.1 (1C, pyrazinyl-C;-1”), 67.9 (1C, O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 60.7 (1C,
0-CH,-CH,-0-CO-Ar).

(S)-2-((1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonyl)oxy)ethyl pyrazin-2-carboxylat (S-18N)

Ansatz (ASV 3):

SV.1:
(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure: 372mg  (1.62 mmol)
DMAP: 40 mg (324 pmol)
EDC-HCI: 404 mg  (2.11 mmol)
2-Hydroxyethyl pyrazin-2-carboxylat (17N): 300mg  (1.78 mmol)
SV 2

1-tert-Butyl 2-(2-((pyrazin-2-carbonyl)oxy)ethyl) (S)-piperidin-1,2-

dicarboxylat (19N): 290mg (764 umol)

SV.3:

(S)-2-((Piperidin-2-carbonyl)oxy)ethyl pyrazin-2-carboxylat (20N): 150 mg (537 umol)
Benzylsulfonsaurechlorid: 102mg (537 umol)
DIPEA: 274 uL (1.61 mmol)
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Aussehen: gelbes Ol 4
5 3
o
. 1 "
Summenformel: Cy0H23N306S 6 '}‘ 2 O\/\O)Q[Nj .
O=
Molekilmasse: 433.5 g/mol O//S o N
6 . 2 i
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):
5 3
SV 1: R¢=0.57 (PE:EtOAc =1:10). 4
S-18N
SV 2: R¢=0.24 (PE:EtOAc = 1:10, 5 % NEt;).
SV 3: R¢=0.53 (PE:EtOAc = 1:10).
Flash-Chromatographie (Kieselgel):
SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100
SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100
Ausbeute:
SV 1: 290 mg (764 umol / 47 %).
SV 2: 150 mg (537 umol / 70 %).
SV 3: 130 mg (300 umol / 56 %).
Analytische und spektroskopische Daten zu S-18N:
Reinheit (HPLC): 77 %, instabil in MeOH (Methode ).
LogP (HPLC): 1.3
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3062 (w), 3034 (w), 2946 (w), 2859 (w), 1727 (s), 1496 (w), 1445 (m),

1335 (m), 1299 (m), 1198 (m), 1125 (s), 773 (m), 739 (m), 697 (m).
'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

9.31 (d, 1H, °J = 1.4, pyrazinyl-CH-6"), 8.76 (d, 1H, *J = 2.4, pyrazinyl-CH-4""), 8.68 (dd, 1H, >/ = 2.4,
>J = 1.4, pyrazinyl-CH-3"), 7.32-7.44 (m, 5H, benzyl-CH), 4.70 (t, 2H, =47, 0-CH,-CH,-0-CO-Ar),
4.50-4.64 (m, 2H, O-CH,-CH,-O-CO-Ar, pip-CH-2), 4.24 (s, 2H, benzyl-CH,), 3.40-3.47 (m, 1H,
pip-CH»-6), 3.14 (ddd, 1H, % =12.8, */=3.1, 12.8, pip-CH»-6), 2.10-2.19 (m, 1H, pip-CH,-3),
1.52-1.69 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.35-1.48 (m, 2H, pip-CH,-4, 5).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

1713 (1C, CO-O-CH,), 163.7 (1C, CH,-O-CO-Ar), 147.9 (1C, pyrazinyl-CH-4"), 146.4 (1C,
pyrazinyl-CH-6"), 144.5 (1C, pyrazinyl-CH-3”), 143.0 (1C, pyrazinyl-C;-1”), 130.9 (2C,
benzyl-CH-2’,6’), 129.3 (1C, benzyl-C,-1), 1285 (3C, benzyl-CH-3’,4’,5), 63.5 (1C,
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0-CH,-CH,-0-CO-Ar), 62.6 (1C, O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 58.8 (1C, benzyl-CH,), 55.9 (1C, pip-CH-2),
43.4 (1C, pip-CH,-6), 27.8 (1C, pip-CH,-3), 25.0 (1C, pip-CH,-5), 20.3 (1C, pip-CH,-4).

2-Hydroxyethyl 4-(benzyloxy)-3-methoxybenzoat (170)

Ansatz (ASV 5):

SV.1:

4-Hydroxy-3-methoxybenzoesaure: 3.00g (17.8 mmol)
K,COs: 5.18 g (37.5 mmol)
Benzylbromid: 445mL (37.5 mmol)
SV 2:

Benzyl 4-(benzyloxy)-3-methoxybenzoat (160v): 6.20g (17.8 mmol)
KOH: 499g (89.0 mmol)

Ansatz (ASV 4):

4-(Benzyloxy)-3-methoxybenzoesdure (160): 500 mg  (1.94 mmol)
DMAP: 71mg (581 pmol)
EDC-HCI: 482 mg  (2.52 mmol)
Ethan-1,2-diol: 217 uL (3.87 mmol)
Aussehen: gelbes Ol

Summenformel: Cy17H1505

Molekilmasse: 302.3 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

SV 1 Rf = 0.79 (PE:EtOAc = 2:1, 5 %FA).
SV 2: Rf = 0.37 (PE:EtOAC = 5:1, 5 % FA).
ASV 2: Rf = 0.11 (PE:EtOAc = 2:1).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

ASV 2: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:

SV 1: 6.20g (17.8 mmol />99 %).

SV 2: 4.40g (17.0 mmol /96 %).

SV 3: 510 mg (1.69 mmol /87 %).
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Spektroskopische Daten zu 170:

IR (ATR, ¥ [em™]): 3399 (br), 3065 (w), 3034 (w), 2940 (w), 2873 (w), 1706 (m), 1599 (m),

1510 (m), 1267 (s), 1213 (s), 1177 (m), 738 (m), 696 (m).

'H-NMR (CDCl;, & [ppm], J [Hz]):

7.63 (dd, 1H, %/ = 8.4, “J = 2.0, benzoyl-CH-2"), 7.57 (d, 1H, *J = 2.0, benzoyl-CH-6"), 7.29-7.45 (m,

5H, benzyl-CH), 6.9 (d, 3/ =8.4, benzoyl-CH-3”), 5.22 (s, 2H, benzyl-CH,), 4.42-4.46 (m, 2H,

0-CH,-CH,-0-C0-Ar), 3.92-3.95 (s, 5H, m-0-CH;, O-CH,-CH,-0-CO-Ar), 2.24 (s, 1H, OH).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

166.8 (1C, CH,-O-CO-Ar), 152.3 (1C, benzoyl-C,-4”), 149.2 (1C, benzoyl-C,-5”), 136.3 (1C,

benzyl-C,), 128.7 (2C, benzyl-CH), 128.1 (1C, benzyl-CH), 127.2 (2C, benzyl-CH), 123.6 (1C,

benzoyl-CH-2""), 122.6 (1C, benzoyl-C,-1"), 122.5 (1C, benzoyl-CH-3""), 112.6 (1C, benzoyl-CH-6"),

70.8 (1C, benzyl-CH,), 66.6 (1C, O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 61.6 (1C, O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 56.1 (1C,

m-0-CH;).

2-((4-Hydroxy-3-methoxybenzoyl)oxy)ethyl (S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (S-180)

Ansatz (ASV 3):

(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure:
DMAP:

EDC-HCI:

2-Hydroxyethyl 4-(benzyloxy)-3-methoxybenzoat (170):

2-(2-((4-(Benzyloxy)-3-methoxybenzoyl)oxy)ethyl) (S)-1-tert-butyl
piperidin-1,2-dicarboxylat (190):

2-((4-(Benzyloxy)-3-methoxybenzoyl)oxy)ethyl (S)-piperidin-2-
carboxylat (200):
Benzylsulfonsaurechlorid:

NMM:

Ansatz (ASV 6):

2-((4-(Benzyloxy)-3-methoxybenzoyl)oxy)ethyl
(5)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (S-180v):

138 mg

15mg
150 mg
200 mg

300 mg

210 mg

97 mg
168 plL

220 mg

(601 pumol)
(120 pmol)
(782 umol)
(662 umol)

(584 umol)

(508 pmol)

(508 pmol)
(1.52 mmol)

(388 umol)
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Aussehen: gelbes Ol 4
Summenformel: Cy3H57NOgS
Molekiilmasse: 477.5 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

5 3

SV 1: R¢=0.57 (PE:EtOAC = 2:1). 4
5-180

SV 2: R¢=0.11 (PE:EtOAc = 2:1, 5 % NEts).
SV 3: R¢=0.36 (PE:EtOAC = 2:1).
ASV 6: R¢=0.23 (PE:EtOAC = 2:1).
Flash-Chromatographie (Kieselgel):
SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:
SV 1: 300 mg (584 umol / 97 %).
SV 2: 210 mg (508 umol / 87 %).
SV 3. 220mg (388 umol / 76 %).
ASV 6: 140 mg (293 umol / 76 %).
Analytische und spektroskopische Daten zu S-180:
Reinheit (HPLC): 96 % (Methode II).
LogP (HPLC): 0.8
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3398 (w), 3034 (w), 2942 (w), 2860 (w), 1738 (m), 1709 (m), 1595 (m),

1513 (m), 1336 (m), 1279 (s), 1175 (m), 1123 (s), 835 (w), 763 (m),
697 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.62 (dd, 1H, /= 8.3, /= 1.9, benzoyl-CH-2""), 7.53 (d, *J = 1.9, benzoyl-CH-6"), 7.32-7.44 (m, 5H,
benzyl-CH), 6.91 (d, 1H, 3/=8.3, benzoyl-CH-3"’), 4.47-4.61 (m, 5H, O-CH,-CH,-O-CO-Ar,
0-CH,-CH,-0O-CO-Ar, pip-CH-2), 4.24 (s, 2H, benzyl-CH,), 3.93 (s, 3H, m-O-CH;), 3.40-3.47 (m, 1H,
pip-CH»-6), 3.13 (ddd, 1H, /=12.7, °>/=3.1, 12.8, pip-CH,-6), 2.11-2.19 (m, 1H, pip-CH,-3),
1.49-1.68 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.35-1.47 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.14-1.27 (m, 1H, pip-CH,-4).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.3 (1C, CO-O-CH,), 166.0 (1C, CH,-O-CO-Ar), 150.3 (1C, benzoyl-C,-4”), 146.2 (1C,
benzoyl-C,-5””), 131.0 (2C, benzyl-CH-2’,6’), 129.3 (1C, benzyl-C,-1), 1285 (3C,
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benzyl-CH-3’,4’,5"), 124.4 (1C, benzoyl-CH-2”), 121.7 (1C, benzoyl-C-1”), 114.1 (1C,
benzoyl-CH-3”"), 111.8 (1C, benzoyl-CH-6"), 63.1 (1C, O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 62.3 (1C,
0-CH,-CH,-0-CO-Ar), 58.8 (1C, benzyl-CH,), 56.1 (1C, Ar-O-CHs), 56.0 (1C, pip-CH-2), 43.4 (1C,
pip-CH,-6), 27.8 (1C, pip-CH,-3), 25.0 (1C, pip-CH,-5), 20.3 (1C, pip-CH,-4).

2-Hydroxyethyl 3,5-di(2-methoxyethoxy)benzoat (17P)

Ansatz (ASV 5):

In Anlehnung an die Vorschrift von Cateletal’®® wurden 300 mg (1.95 mmol)
3,5-Dihydroxybenzoesiure und 1.08 g (7.79 mmol) K,CO; in 20 mL abs. DMF vorgelegt und 708 plL
(7.79 mmol) 2-Methoxyethylchlorid zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde bei 60 °C geriihrt,
bis in der DC-Kontrolle (siehe zugehorige Tabelle) kein Edukt mehr angezeigt wurde. AnschlieRend
wurden 20 mL dem. H,0 zugegeben und die wassrige Phase mit CH,Cl, (3 x 30 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit 30 mL dem. H,O gewaschen und Uber Na,SO,

getrocknet. Das Losungsmittel wurde darauf i. Vak. entfernt, um das gewinschte Produkt zu

erhalten.

SV.2:

Benzyl 3,5-di(2-methoxyethoxy)benzoat (16Pv): 500 mg  (1.52 mmol)
KOH: 487 mg  (8.68 mmol)

Ansatz (ASV 4):

3,5-Di(2-methoxyethoxy)benzoesdure (16P): 460 mg  (1.70 mmol)
DMAP: 62mg (511 umol)
EDC-HCI: 424 mg  (2.21 mmol)
Ethan-1,2-diol: 190 uL (3.40 mmol)
Aussehen: farbloses Ol

Summenformel: Ci5H5,05

Molekiilmasse: 314.3 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

SV 1 R = 0.42 (PE:EtOAC = 1:1).
SV 2: Rf = 0.57 (PE:EtOAc = 1:1, 5 % FA).
ASV 4: Rf=0.17 (PE:EtOAc = 1:1).

243



Experimentalteil

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
ASV 4: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:

SV 1: 500 mg (1.52 mmol /78 %).

SV 2: 460 mg (1.70 mmol / 98 %).

ASV 4. 430 mg (1.37 mmol / 80 %).

Spektroskopische Daten zu 17P:

IR (ATR, & [cm™]): 3437 (br), 3097 (w), 2929 (w), 2822 (w), 1715 (m), 1593 (m), 1299 (m),
1169 (m), 1062 (s), 860 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.23 (d, 2H, *J = 2.4, benzoyl-CH-2”, 6”), 6.74 (t, 1H, *J = 2.4, benzoyl-CH-4"), 4.41-4.46 (m, 2H,
O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 4.11-4.16 (m, 4H, 2xO-CH,»CH,-O-CH;), 3.92-3.96 (m, 2H,
0-CH,-CH,-0-CO-Ar), 3.72-3.77 (m, 4H, 2 x O-CH,-CH,-0-CH3), 3.45 (s, 6H, 2 x O-CH,-CH,-O-CHs),
1.88 (s, 1H, OH).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

166.6 (1C, CH,-O-CO-Ar), 159.8 (2C, benzoyl-C,-3”,5”), 131.6 (1C, benzoyl-C,-1"”), 108.3 (2C,
benzoyl-CH-2", 6”’), 106.9 (1C, benzoyl-CH-4"), 70.8 (2C, 2 x O-CH,-CH,-O-CHs;), 67.6 (2C, 2x
0-CH,-CH,-0-CHs), 66.8 (1C, O-CH,-CH,-0-CO-Ar), 61.4 (1C, 2 x O-CH,-CH,-0O-Ar), 59.2 (2C, 2 x
0O-CH,-CH,-O-CHs).

2-((3,5-Di(2-methoxyethoxy)benzoyl)oxy)ethyl (S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (S-18P)

Ansatz (ASV 3):

SV.1:

(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure: 314mg  (1.37 mmol)
DMAP: 33mg (274 umol)
EDC-HCI: 341 mg (1.78 mmol)
2-Hydroxyethyl 3,5-di(2-methoxyethoxy)benzoat (17P): 430 mg  (1.37 mmol)
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2-(2-((3,5-Di(2-methoxyethoxy)benzoyl)oxy)ethyl) (S)-1-tert-butyl
piperidin-1,2-dicarboxylat (19P): >50mg  (1.05 mmol)

2-((3,5-Di(2-methoxyethoxy)benzoyl)oxy)ethyl (S)-piperidin-2-

carboxylat (20P): 440 mg  (1.03 mmol)

Benzylsulfonsaurechlorid: 217 mg  (1.14 mmol)
NMM: 324 uL (3.10 mmol)
Aussehen: farbloses Ol 4

Summenformel: CygH37NO S

Molekiilmasse: 579.7 g/mol

5-18P
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):
SV 1: R¢=0.43 (PE:EtOAC = 1:1).
SV 2: R¢=0.20 (PE:EtOAc = 1:1).
SV 3: R¢=0.35 (PE:EtOAC = 1:1).
Flash-Chromatographie (Kieselgel):
SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:
SV 1: 550 mg (1.05 mmol /76 %).
SV 2: 440 mg (1.03 mmol /99 %).
SV 3: 560 mg (966 umol / 93 %).
Analytische und spektroskopische Daten zu S-18P:
Reinheit (HPLC): 96 % (Methode ll), siehe auch Stabilitat Kap. 3.6.1.1 u. 6.8.1.
LogP (HPLC): 2.6
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3065 (w), 3034 (w), 2936 (w), 2885 (w), 1719 (m), 1593 (m), 1444 (m),

1336 (m), 1299 (m), 1171 (m), 1122 (s), 1063 (m), 738 (m), 698 (m).
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'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

7.32-7.45 (m, 5H, benzyl-CH), 7.19 (d, 2H, *J=2.4, benzoyl-CH-2",6"), 6.72 (t, 1H, */=2.4,
benzoyl-CH-4"), 4.42-4.61 (m, 5H, O-CH,-CH,-O-Co-Ar, O-CH,-CH,-O-CO-Ar, pip-CH-2), 4.24 (s, 2H,
benzyl-CH,), 4.08-4.14 (m, 4H, 2 x O-CH,-CH,-O-CHj), 3.71-3.75 (m, 4H, 2 x O-CH,-CH,-O-CH;),
3.40-3.48 (m, 7H, 2x O-CH,-CH,-O-CHs;, pip-CH,-6), 3.13 (ddd, 1H, =12.8, >/=3.0, 12.8,
pip-CH,-6), 2.11-2.18 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.50-1.69 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.34-1.47 (m, 1H,
pip-CH,-5), 1.14-1.28 (m, 1H, pip-CH,-4).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.3 (1C, CO-O-CH,), 166.0 (1C, CH,-O-CO-Ar), 159.8 (2C, benzoyl-C,-3”,5”), 131.3 (iC,
benzoyl-C;-1”), 131.0 (2C, benzyl-CH-2’,6’), 129.3 (I1C, benzyl-C;-1’), 1285 (3C,
benzyl-CH-3’,4’,5"), 108.2 (2C, benzoyl-CH-2”,6”), 107.0 (1C, benzoyl-CH-4”), 70.8 (2C, 2x
0-CH,-CH,-O-CH3), 67.6 (2C, 2x O-CH,-CH,-O-CHs), 62.9 (1C, O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 62.6 (1C,
0-CH,-CH,-0-CO-Ar), 59.2 (2C, 2 x O-CH,-CH,-O-CHs), 58.8 (1C, benzyl-CH,), 55.9 (1C, pip-CH-2),
43.4 (1C, pip-CH,-6), 27.8 (1C, pip-CH,-3), 25.0 (1C, pip-CH,-5), 20.3 (1C, pip-CH,-4).

2-Hydroxyethyl 3,5-di(3-methoxypropoxy)benzoat (17Q)

Ansatz (ASV 5):

In  Anlehnung an die Vorschrift von Cateletal™™ wurden 500mg (3.24 mmol)
3,5-Dihydroxybenzoesdure und 1.79 g (13.0 mmol) K,CO; in 20 mL abs. DMF vorgelegt und
1.45 mL (13.0 mmol) 3-Methoxypropylchlorid zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde bei 60 °C
geriihrt, bis in der DC-Kontrolle (siehe zugehorige Tabelle) kein Edukt mehr angezeigt wurde.
AnschlieBend wurden 20 mL dem. H,O zugegeben und die wassrige Phase mit CH,Cl, (3 x 30 mL)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 30 mL dem. H,0 gewaschen und lber

Na,SO, getrocknet. Das Losungsmittel wurde darauf i. Vak. entfernt, um das gewtinschte Produkt

zu erhalten.

SV.2:

Benzyl 3,5-di(3-methoxypropoxy)benzoat (16Qv): 1.13¢ (3.04 mmol)
KOH: 852 mg (15.2 mmol)
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Ansatz (ASV 4):

3,5-Di(3-methoxypropoxy)benzoesiure (16Q): 870mg  (2.92 mmol)
DMAP: 107 mg (875 umol)
EDC-HCI: 727 mg  (3.79 mmol)
Ethan-1,2-diol: 326 uL (5.83 mmol)
Aussehen: farbloses Ol

Summenformel: C17H,604

Molekilmasse: 342.4 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

SV 1: R¢=0.63 (PE:EtOAc = 1:1).
SV 2: Rf=0.56 (PE:EtOAc = 1:1,5 % FA).
ASV 4: Ri=0.27 (PE:EtOAc = 1:1).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100

ASV 4: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100

Ausbeute:

SV 1: 1.13g  (3.04 mmol /94 %).

SV 2: 870 mg (2.92 mmol / 98 %).

ASV 4: 340 mg (993 umol / 34 %).

IR (ATR, ¥ [cm™]): 3434 (br), 3094 (w), 2929 (w), 2877 (w), 1716 (m), 1593 (m), 1446 (m),

1298 (m), 1231 (m), 1163 (s), 1113 (m), 1053 (s), 845 (m).
'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.19 (d, 2H, *J = 2.4, benzoyl-CH-2",6"), 6.67 (t, 1H, *J = 2.4, benzoyl-CH-4"), 4.43-4.46 (m, 2H,
0-CH,-CH,-0-CO-Ar), 4.08 (t, 4H, */=6.3, 2x O-CH,-CH,-CH,-O-CH;), 3.93-3.96 (m, 2H,
0-CH,-CH,-0-CO-Ar), 3.55 (t, 4H, */=6.2, 2x O-CH,-CH,-CH,-O-CH;), 3.35 (s, 6H, 2x
0-CH,-CH,-CH,-0-CH3), 2.05 (q, 4H, */ = 6.2, 6.3, 2 x O-CH,-CH,-CH,-0-CHs), 1.85 (s, 1H, OH).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

166.7 (1C, CH,-O-CO-Ar), 160.1 (2C, benzoyl-C,-3”,5”), 131.3 (1C, benzoyl-C;-1”), 108.0 (2C,
benzoyl-CH-2"", 6”’), 106.6 (1C, benzoyl-CH-4"’), 69.1 (2C, 2 x O-CH,-CH,-CH,-0-CH3), 66.8 (1C, 2 x
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0-CH,-CH,-0-CO-Ar), 65.2 (2C, O-CH,-CH,-CH,-0-CH;), 61.4 (1C, 2 x O-CH,-CH,-0-CO-Ar), 58.7 (2C,
2 x 0-CH,-CH,-CH,-0-CHs), 29.5 (2C, 2 x O-CH,-CH,-CH,-0-CH).

2-((3,5-Di(3-methoxypropoxy)benzoyl)oxy)ethyl (S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat

(S-18Q)
Ansatz (ASV 3):

SV.1:
(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure: 228 mg (993 umol)
DMAP: 25mg (199 umol)
EDC-HCI: 247 mg  (1.29 mmol)
2-Hydroxyethyl 3,5-di(3-methoxypropoxy)benzoat (17Q): 340 mg (993 umol)
SV 2:
2-(2-((3,5-Di(3-methoxypropoxy)benzoyl)oxy)ethyl) (S)-1-tert-butyl
4 I

piperidin-1,2-dicarboxylat (19Q): 0meg (885 pmol)
SV 3:
2-((3,5-Di(3-methoxypropoxy)benzoyl)oxy)ethyl (S)-piperidin-2-
carboxylat (20Q): 400mg (882 pmol)
Benzylsulfonsadurechlorid: 168 mg (882 umol)
NMM: 291 uL (2.65 mmol)
Aussehen: farbloses Ol L
Summenformel: C30H41NO40S 6 Nt

O=¢
Molekiilmasse: 607.7 g/mol O//S

5-18Q

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

SV 1 R = 0.38 (PE:EtOAC = 2:1).
SV 2: R = 0.32 (PE:EtOAc = 1:1).
SV 3: R = 0.45 (PE:EtOAc = 1:1).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
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Ausbeute:

SV 1: 490 mg (885 umol / 89 %).
SV 2: 400 mg (882 umol /99 %).
SV 3: 160 mg (263 pumol /30 %).

Analytische und spektroskopische Daten zu S-18Q:

Reinheit (HPLC): 99 % (Methode ll), siehe auch Stabilitat Kap. 3.6.1.1 u. 6.8.1.
LogP (HPLC): 3.6
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3065 (w), 3034 (w), 2930 (w), 2877 (w), 1720 (m), 1593 (m), 1447 (m),

1336 (m), 1298 (m), 1228 (m), 1166 (s), 1110 (s), 1055 (s), 738 (m),
698 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.33-7.48 (m, 5H, benzyl-CH), 7.18 (d, 2H, “J=2.3, benzoyl-CH-2”,6"), 6.67 (t, 1H, *J=2.3,
benzoyl-CH-4""), 4.42-4.66 (m, 5H, O-CH,-CH,-0-CO-Ar, O-CH,-CH,-0-CO-Ar, pip-CH-2), 4.26 (s, 2H,
benzyl-CH,), 4.07 (t, 4H, */=6.3, 2x0-CH,-CH,-CH,-O-CH;), 3.56 (t, 4H, */=6.2, 2x
0-CH,-CH,-CH,-0-CHs), 3.43-3.50 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.37 (s, 6H, 2 x O-CH,-CH,-CH,-O-CHs), 3.16
(ddd, 1H, 2/ =12.8, ®/ = 3.1, 12.8, pip-CH,-6), 2.14-2.23 (m, 1H, pip-CH,-3), 2.05 (q, 4H, >/ = 6.2, 6.3,
2 X 0-CH,-CH,-CH,-O-CHs), 1.53-1.71 (m, 3H, pip-CH»-3, 4, 5), 1.37-1.51 (m, 1H, pip-CH,-5),
1.18-1.30 (m, 1H, pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCl5, & [ppm]):

171.3 (1C, CO-O-CH,), 166.0 (1C, CH,-O-CO-Ar), 160.1 (2C, benzoyl-C,-3”,5”), 131.3 (1C,
benzoyl-C4-1”), 131.0 (2C, benzyl-CH-2’, 6’), 129.3 (1C, benzyl-C,-1’), 128.5 (2C, benzyl-CH-3’,5),
128.4 (1C, benzyl-CH-4’), 108.0 (2C, benzoyl-CH-2", 6”’), 106.6 (1C, benzoyl-CH-4"’), 69.1 (2C, 2 x
0-CH,-CH,-CH,-0-CHjs), 65.2 (2C, 2 x O-CH,-CH,-CH,-0-CH3), 62.9 (1C, O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 62.5
(1C, O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 58.8 (1C, benzyl-CH,), 58.7 (2C, 2 x O-CH,-CH,-CH,-0-CHs), 55.9 (1C,
pip-CH-2), 43.4 (1C, pip-CH,-6), 29.5 (2C, 2 x O-CH,-CH,-CH,-0-CHs), 27.9 (1C, pip-CH,-3), 25.0 (1C,
pip-CH,-5), 20.3 (1C, pip-CH,-4).

2-((3,5-Di(2-hydroxyethoxy)benzoyl)oxy)ethyl! (S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (S-18R)

125 126
. l.

In Anlehnung an die Vorschriften von McOmie et a und Vivekananada et al.”” wurden 260 mg
(449 mmol) 2-((3,5-Di(2-methoxyethoxy)benzoyl)oxy)ethyl (S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-
carboxylat (S-18P) in 10 mL abs. CH,Cl, vorgelegt. Bei 0 °C wurden 1.35 mL (1.35 mmol) einer 1 M

BBr;-Losung in CH,Cl, Gber einen Zeitraum von 6 h portionsweise zugegeben. Nachdem die
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Reaktionskontrolle (DC, R;=0.21, PE:EtOAc=1:5) kein Edukt mehr anzeigte, wurde die
Reaktionsmischung mit 20 mL dem. H,0 versetzt. Nach der Extraktion der wassrigen Phase mit
CH,Cl, (3 x 20 mL) wurden die vereinigten organsichen Phasen (iber Na,SO, getrocknet und das
Losungsmittel i. Vak. entfernt. Nach Flash-chromatographischer Reinigung (Gradient:

PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100) konnte das gewlinschte Produkt isoliert werden.

4
5
1
N
3 O=s
Aussehen: farbloses Ol 4
o
Summenformel: Cy6H33NO40S
5 3
Molekiilmasse: 551.6 g/mol M
S-18R
Ausbeute: 110 mg (1.05 mmol / 76 %).
Reinheit (HPLC): 98 % (Methode II).
LogP (HPLC): 1.5
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3494 (br), 3065 (w), 3034 (w), 2942 (w), 2871 (w), 1718 (m), 1593 (m),

1444 (m), 1371 (m), 1169 (s), 1148 (m), 1126 (m), 1055 (s), 765 (m),
698 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.32-7.45 (m, 5H, benzyl-CH), 7.22 (d, 2H, *J= 2.4, benzoyl-CH-2”,6"), 6.70 (t, 1H, *J=2.4,
benzoyl-CH-4"’), 4.48-4.60 (m, 5H, O-CH,-CH,-O-CO-Ar, O-CH,-CH,-O-CO-Ar, pip-CH-2), 4.23 (s, 2H,
benzyl-CH,), 4.07-4.12 (m, 4H, 2 x O-CH,-CH,-OH), 3.93-3.97 (m, 4H, 2 x O-CH,-CH,-OH), 3.39-3.46
(m, 1H, pip-CH,-6), 3.14 (ddd, 1H, J = 12.8, ®J = 3.1, 12.8, pip-CH,-6), 2.10-2.19 (m, 1H, pip-CH,-3),
1.79 (s, 2H, 2 x O-CH,-CH,-OH), 1.50-1.68 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.33-1.47 (m, 1H, pip-CH,-5),
1.13-1.28 (m, 1H, pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.3 (1C, CO-O-CH,), 165.8 (1C, CH,-O-CO-Ar), 159.8 (2C, benzoyl-C,-3”,5"”), 131.6 (1C,
benzoyl-C,-1”), 1309 (2C, benzyl-CH-2’,6’), 129.2 (1C, benzyl-C,-1’), 128.5 (3C,
benzyl-CH-3’,4’,5’), 108.4 (2C, benzoyl-CH-2”,6"), 107.0 (1C, benzoyl-CH-4"), 69.6 (2C, 2x
0-CH,-CH,-OH), 62.9 (1C, O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 62.7 (1C, O-CH,-CH,-O-CO-Ar), 61.3 (2C, 2x
0-CH,-CH,-OH), 58.8 (1C, benzyl-CH,), 56.0 (1C, pip-CH-2), 43.4 (1C, pip-CH,-6), 27.7 (1C,
pip-CH,-3), 24.9 (1C, pip-CH,-5), 20.3 (1C, pip-CH,-4).
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2-((3,5-Di(3-hydroxypropoxy)benzoyl)oxy)ethyl (S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (S-18S)

In Anlehnung an die Vorschriften von McOmie et al.*®> und Vivekananada et al."*® wurden 210 mg
(346 mmol) 2-((3,5-Di(3-methoxypropoxy)benzoyl)oxy)ethyl (S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-
carboxylat (5-18Q) in 10 mL abs. CH,Cl, vorgelegt. Bei 0 °C wurden 1.38 mL (1.38 mmol) einer 1 M
BBrs-Losung in CH,Cl, Uber einen Zeitraum von 6 h portionsweise zugegeben. Nachdem die
Reaktionskontrolle (DC, R;=0.50, PE:EtOAc=1:5) kein Edukt mehr anzeigte, wurde die
Reaktionsmischung mit 20 mL dem. H,0 versetzt. Nach der Extraktion der wdssrigen Phase mit
CH,Cl, (3 x 20 mL) wurden die vereinigten organischen Phasen (iber Na,SO, getrocknet und das
Losungsmittel i. Vak. entfernt. Nach Flash-chromatographischer Reinigung (Gradient:

PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100) konnte das gewlinschte Produkt isoliert werden.

Aussehen: farbloses Ol
Summenformel: CygH37NO4S

5 3
Molekiilmasse: 579.7 g/mol ¢

5-18S

Ausbeute: 50 mg (86 umol / 25 %).
Reinheit (HPLC): 99 % (Methode ), siehe auch Stabilitat Kap. 3.6.1.1 u. 6.8.1.
LogP (HPLC): 1.9
IR (ATR, & [cm]): 3402 (br), 3065 (w), 3034 (w), 2928 (w), 2883 (w), 1719 (m), 1593 (m),

1447 (m), 1323 (m), 1299 (m), 1196 (m), 1165 (s), 1127 (m), 1057 (s),
739 (m), 698 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.31-7.44 (m, 5H, benzyl-CH), 7.18 (d, 2H, “/=2.3, benzoyl-CH-2",6"), 6.65 (t, 1H, %/ =2.3,
benzoyl-CH-4"), 4.47-4.60 (m, 2H, O-CH,-CH,-O-CO-Ar, O-CH,-CH,-O-CO-Ar, pip-CH-2), 4.23 (s, 2H,
benzyl-CH,), 4.12 (t, 4H, *=6.1, 2x O-CH,»-CH,-CH,-OH), 3.84 (t, 4H, */=59, 2x
0-CH,-CH,-CH,-OH), 3.39-3.47 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.1, (ddd, 1H, %/ = 12.8, > = 3.0, 12.8, pip-CH,-6),
2.11-2.18 (m, 1H, pip-CH,-3), 2.03 (g, 4H, */=6.1, 5.9, 2 x O-CH,-CH,-CH,-OH), 1.80 (s, 2H, 2 x
0-CH,-CH,-CH,-OH), 1.50-1.68 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.34-1.46 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.14-1.28 (m,
1H, pip-CH,-4).
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BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.3 (1C, CO-O-CH,), 165.9 (1C, CH,-O-CO-Ar), 159.9 (2C, benzoyl-C,-3”,5”), 131.4 (1C,
benzoyl-C,-1”), 1309 (2C, benzyl-CH-2’,6’), 129.1 (1C, benzyl-C,-1), 1285 (3C,
benzyl-CH-3’, 4, 5’), 108.0 (2C, benzoyl-CH-2", 6"), 106.8 (1C, benzoyl-CH-4"’), 65.9 (2C, 2x
0O-CH,-CH,-CH,-0OH), 62.9 (1C, 0-CH,-CH,-0-CO-Ar), 62.6 (1C, O-CH,-CH,-0O-CO-Ar), 60.1 (2C, 2 x
0O-CH,-CH,-CH,-0OH), 58.8 (1C, benzyl-CH,), 56.0 (1C, pip-CH-2), 43.4 (1C, pip-CH,-6), 31.9 (2C, 2 x
0-CH,-CH,-CH,-0H), 27.8 (1C, pip-CH,-3), 24.9 (1C, pip-CH,-5), 20.3 (1C, pip-CH,-4).

6.4.3 Umsetzung racemischer 1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsiaure mit

Phenylaminoalkoholen

Allgemeine Synthesevorschrift (ASV 7): Synthese sekundarer Amine via Sy2

Es wurde ein Aquivalent eines Anilins vorgelegt und 1-1.5 Aquivalente 2-Bromethanol oder 2
Aquivalente 3-Chlorpropan-1-ol nach Nicolaou et al."”’ zugegeben. AnschlieRend wurde solange
bei 70 °C erhitzt bis die DC-Kontrolle (siehe zugehorige Tabelle) eine vollstdndige Umsetzung
anzeigte. Darauf wurde 20 mL dem. H,0 zur Reaktionmischung gegeben und die wassrige Phase
mit EtOAc extrahiert (3 x20 mL). Die vereinigten organischen Phasen wurden {iber Na,SO,
getrocknet und das Losungsmittel i. Vak entfernt. Das Rohprodukt wurde

Flash-chromatographisch (siehe zugehdrige Tabelle) gereinigt, um das Produkt zu erhalten.

2-((3,4,5-Trimethoxyphenyl)amino)ethanol (21A)

Ansatz (ASV 7):

3,4,5-Trimethoxyanilin: 250 mg  (1.37 mmol)
2-Bromethanol: 97 uL (1.37 mmol)
Summenformel: C11H1704 OCHj,
OCHs
Molekilmasse: 227.3 g/mol
HO

V\H OCH,

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel): 21A

R¢=0.36 (PE:EtOAc = 1:10).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100
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Ausbeute:

130 mg (572 umol /42 %).

Die analytischen und spektroskopischen Daten entsprechen den in der Literatur mitgeteilten

Daten.*”’

2-((3,4,5-Trimethoxyphenyl)amino)ethyl (R, S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (22A)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a): 106 mg (374 umol)
DMAP: 18 mg (150 umol)
EDC-HCI: 108 mg (561 pmol)
2-((3,4,5-Trimethoxyphenyl)amino)ethanol (21A): 85mg (374 umol)
Aussehen: braunes Ol
4
5 3
Summenformel: C,4H3,N,05S 1
2
o
" CONTTON "™ OCH,
Molekilmasse: 492.6 g/mol 0=4 H ¢
g,
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel): 6 2
Rf = 0.27 (PE:EtOAC = 1:1). s 3
)
22A
Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:
170mg (345 umol /92 %).
Reinheit (HPLC): 98 % (Methode I).
LogP (HPLC): 2.5
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3373 (w), 3062 (w), 3031 (w), 2937 (w), 2858 (w), 1733 (m), 1602 (m),

1508 (m), 1454 (m), 1335 (m), 1234 (m), 1179 (m), 1121 (s), 739 (m),
698 (m).

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

7.40-7.45 (m, 5H, benzyl-CH), 5.90 (s, 2H, phenylamino-CH-2",6"), 4.29-4.44 (m, 4H,
O-CH,-CH,-NH-Ar, pip-CH-2), 4.25 (s, 2H, benzyl-CH,), 4.08 (s, 1H, CH,-NH-Ar), 3.81 (s, 6H,
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2 xm-0-CHs), 3.76 (s, 3H, p-O-CHs), 3.37-3.43 (m, 2H, O-CH,-CH,-NH-Ar), 3.37-3.43 (m, 1H,
pip-CH,-6), 3.14 (ddd, 1H, & = 12.8, 3/ = 2.9, 12.8, pip-CH,), 2.07-2.16 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.47-1.69
(m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.33-1.46 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.13-1.25 (m, 1H, pip-CH,-4).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.5 (1C, CO-O-CH,), 154.0 (2C, phenylamino-C,-3”, 5”), 144.4 (1C, phenylamino-C,-4”), 130.9
(2C, benzyl-CH-2’,6’), 130.5 (1C, phenylamino-C,-1”), 129.2 (1C, benzyl-C,-1’), 128.7 (1C,
benzyl-CH-4’), 128.6 (2C, benzyl-CH-3’,5’), 91.0 (2C, phenylamino-CH-2",6"), 63.8 (1C,
0-CH,-CH,-NH-Ar), 61.1 (1C, p-O-CHs), 59.0 (1C, benzyl-CH,), 56.2 (1C, pip-CH-2), 56.0 (2C,
2 x m-0-CHs), 43.7 (1C, pip-CH»-6), 43.3 (1C, O-CH,-CH,-NH-Ar), 27.5 (1C, pip-CH,-3), 24.8 (1C,
pip-CH,-5), 20.2 (1C, pip-CH,-4).

Benzyl 4-((2-hydroxyethyl)amino)benzoat (21B)

Ansatz (ASV 5, SV 1):

4-Aminobenzoesaure: 500 mg  (3.65 mmol)
K,COs: 554 mg  (4.01 mmol)
Benzylbromid: 476 pL (4.01 mmol)

Ansatz (ASV 7):

Benzyl 4-aminobenzoat (21Bv): 250 mg  (1.10 mmol)
2-Bromethanol: 78 uL (1.120 mmol)
Aussehen: braunes Ol

Summenformel: Ci6H17NO;

Molekilmasse: 271.3 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

ASV 5: Rf = 0.71 (PE:EtOAc = 1:1).
ASV 7: R = 0.33 (PE:EtOAc = 1:1).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
ASV 7: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
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Ausbeute:
ASV 5: 820mg (3.61 mmol /99 %).
ASV 7: 110 mg (405 pumol / 37 %).

Spektroskopische Daten zu 21B:

IR (ATR, ¥ [em™]): 3405 (br), 3065 (w), 3031 (w), 2942 (w), 2861 (w), 1706 (m), 1608 (m),
1596 (m), 1277 (m), 1226 (m), 1105 (s), 1058 (m), 748 (m), 696 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.88-7.95 (m, 2H, phenylamino-CH-3”,5"), 7.29-7.46 (m, 5H, benzyl-CH), 6.56-6.63 (m, 2H,
phenylamino-CH-2", 6”), 5.32 (s, 2H, benzyl-CH,), 4.48 (s, 1H, CH,-NH-Ar), 3.86 (dd, 2H, %J = 10.2,
3J = 5.0, 0-CH,-CH,-NH-Ar), 3.36 (t, 2H, */ = 5.0, O-CH,-CH,-NH-Ar), 1.65 (s, 1H, OH).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

166.6 (1C, CO-O-CH,), 152.0 (1C, phenylamino-C,-1"), 131.7 (2C, phenylamino-CH-3", 5”"), 128.5
(2C, benzyl-CH), 128.0 (3C, benzyl-CH), 118.7 (1C, phenylamino-C,-4”), 111.8 (2C,
phenylamino-CH-2"",6”’), 66.0 (1C, benzyl-CH,), 61.1 (1C, O-CH,-CH,-NH-Ar), 45.3 (1C,
0-CH,-CH,-NH-Ar).

(R, S)-4-((2-((1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonyl)oxy)ethyl)amino)benzoesdure (22B)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a): 178 mg (627 umol)
DMAP: 31mg (251 umol)
EDC-HCI: 180 mg (940 umol)
Benzyl 4-((2-hydroxyethyl)amino)benzoat (21B): 170 mg (627 umol)

Ansatz (ASV 6):

2-((4-((Benzyloxy)carbonyl)phenyl)amino)ethyl (R, S)-1-(benzyl-

22 1
sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (22Bv): Omg (410 umol)
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Aussehen: braunes Ol
4
5 3
Summenformel: Cy9H35N,06S
6 lll > O\/\N
Molekiilmasse: 446.5 g/mol O:é ) H 6
/7
"
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel): 6 2
ASV 2: R¢=0.63 (PE:EtOAC = 1:1). 5 3
.
ASV 6: R¢=0.33 (PE:EtOAC = 1:1). 22B
Flash-Chromatographie (Kieselgel):
ASV 2: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
ASV 6: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:
ASV 2: 240 mg (447 umol / 71 %).
ASV 6: 170mg (381 umol /93 %).
Analytische und spektroskopische Daten zu 22B:
Reinheit (HPLC): 99 % (Methode I).
LogP (HPLC): -0.3
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3380 (w), 3301-2374 (w), 3031 (w), 2929 (w), 1736 (m), 1668 (m),

1600 (s), 1530 (m), 1455 (m), 1317 (m), 1273 (m), 1172 (s), 1124 (s),
737 (m), 696 (m).

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

7.86-7.95 (m, 2H, phenylamino-CH-3”,5”), 7.33-7-47 (m, 5H, benzyl-CH), 6.57-6.64 (m, 2H,
phenylamino-CH-2"”,6”), 4.39-4.46 (m, 1H, O-CH,-CH,-NH-Ar), 4.27-436 (m, 2H,
O-CH,-CH,-NH-Ar, pip-CH-2), 4.26 (s, 2H, benzyl-CH,), 3.75 (s, 1H, CH,-NH-Ar), 3.50 (t, 2H, >/ = 5.1,
0-CH,-CH,-NH-Ar), 3.34-3.41 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.10 (ddd, 1H, %/ = 13.1, °/ = 3.1, 13.1, pip-CH,-6),
2.03-2.14 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.53-1.67 (m, 2H, pip-CH,-4, 5), 1.30-1.52 (m, 2H, pip-CH,-3, 5),
1.05-1.22 (m, 1H, pip-CH,-4).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.4 (2C, CO-0O-CH,, CO-OH), 152.2 (1C, phenylamino-C,-1"), 132.3 (2C, phenylamino-CH-3", 5”),
130.8 (2C, benzyl-CH-2’,6’), 129.1 (1C, benzyl-C,-1’), 128.7 (1C, benzyl-CH-4’), 128.6 (2C,
benzyl-CH-3’, 5’), 118.7 (1C, phenylamino-C,-4”), 111.7 (2C, phenylamino-CH-2"”, 6”), 63.4 (1C,
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0-CH,-CH,-NH-Ar), 59.0 (1C, benzyl-CH,), 56.3 (1C, pip-CH-2), 43.8 (1C, pip-CH,-6), 41.9 (1C,
0-CH,-CH,-NH-Ar), 27.3 (1C, pip-CH,-3), 24.7 (1C, pip-CH,-5), 20.1 (1C, pip-CH,-4).

Benzyl 3-((2-hydroxyethyl)amino)benzoat (21C)

Ansatz (ASV 5, SV 1):

3-Aminobenzoesaure:
K2C03:

Benzylbromid:
Ansatz (ASV 7):

Benzyl 3-aminobenzoat (21Cv):
2-Bromethanol:

2.00g (14.6 mmol)
222¢g (16.0 mmol)
1.91mL (16.0 mmol)

450 mg  (1.98 mmol)
211 uL (2.97 mmol)

Aussehen: braunes Ol
Summenformel: Ci6H17NO5

Molekiilmasse: 271.3 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

ASV 5: R¢=0.40 (PE:EtOAc = 3:1).
ASV 7: Rf=0.35 (PE:EtOAc = 1:1).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
ASV 7: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100

Ausbeute:

ASV 5: 3.20g (14.1 mmol / 97 %).
ASV 7: 190 mg (700 umol / 35 %).

Spektroskopische Daten zu 21C:

IR (ATR, ¥ [cm™]): 3389 (br), 3065 (w), 3034 (w), 2942 (w), 2878 (w), 1708 (m), 1605 (m),

1511 (m), 1278 (s), 1229 (s), 1103 (m), 749 (s), 795 (m).
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'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

7.52-7.56 (m, 2H, phenylamino-CH-2", 6"”), 7.33-7.50 (m, 5H, benzyl-CH), 7.26-7.32 (m, 1H,
phenylamino-CH-3”), 6.99 (ddd, 1H, 3/=8.1, /=09, 2.5, phenylamino-CH-4"’), 5.37 (s, 2H,
benzyl-CH,), 3.88-3.92 (m, 2H, O-CH,-CH,-NH-Ar), 3.36-3.40 (m, 2H, O-CH,-CH,-NH-Ar).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

166.5 (1C, CO-O-CH,), 146.7 (1C, phenylamino-C,-1”), 136.1 (1C, benzyl-C;), 131.2 (1C,
phenylamino-C4-5"), 129.4 (1C, phenylamino-CH-3"), 128.6 (2C, benzyl-CH), 128.2 (1C, benzyl-CH),
128.1 (2C, benzyl-CH), 120.5 (1C, phenylamino-CH-2"), 119.0 (1C, phenylamino-CH-4""), 115.1 (1C,
phenylamino-CH-6""), 66.7 (1C, benzyl-CH,), 60.7 (1C, O-CH,-CH,-NH-Ar), 47.2 (1C,
O-CH,-CH,-NH-Ar).

(R, S)-3-((2-((1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonyl)oxy)ethyl)amino)benzoesdure (22C)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a): 198 mg (700 umol)
DMAP: 34mg (280 pmol)
EDC-HCI: 175mg (910 umol)
3-((2-Hydroxyethyl)amino)benzoesdurebenzylester (21B): 190 mg (700 pumol)

Ansatz (ASV 6):

2-((3-((Benzyloxy)carbonyl)phenyl)amino)ethyl (R, S)-1-(benzyl-

2 22 I
sulfonyl)piperidin-2-carboxylat (22Cv): 80mg (5220 umol)

Aussehen: braunes Ol L
Summenformel: CyoH32N,06S 6 N !
O=¢

Molekilmasse: 446.5 g/mol O//S

6 Q 2'
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

5 3
ASV 2: Rf = 0.14 (PE:EtOAc = 2:1). «
ASV 6: Rf = 0.44 (PE:EtOAc = 1:1). 22¢

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

ASV 2: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
ASV 6: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
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Ausbeute:
ASV 2: 280 mg (522 umol / 75 %).
ASV 6: 230 mg (515 umol / 99 %).

Analytische und spektroskopische Daten zu 22C:

Reinheit (HPLC): 91 % (Methode I).
LogP (HPLC): -0.7
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3397 (w), 3312-2371 (w), 3062 (w), 3034 (w), 2945 (w), 2857 (w),

1697 (m), 1605 (m), 1588 (m), 1454 (m), 1332 (m), 1245 (m), 1198 (m),
1127 (s), 739 (m), 697 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.31-7.47 (m, 7H, phenylamino-CH-2"/4”, 6", benzyl-CH), 7.22-7.25 (m, 1H, phenylamino-CH-3"),
6.87 (d, 1H, 3/ = 7.8, phenylamino-CH-2""/4"), 4.29-4.46 (m, 3H, O-CH,-CH,-NH-Ar, pip-CH-2), 4.26
(s, 2H, benzyl-CH,), 3.48 (t, 2H, =49, 0O-CH,-CH,-NH-Ar), 3.36-3.43 (m, 1H. pip-CH,-6), 3.11 (ddd,
1H, ¥ =12.8, %= 2.7, 12.8, pip-CH,-6), 2.05-2.14 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.45-1.66 (m, 3H, pip-CH,-3,
4,5),1.31-1.44 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.09-1.23 (m, 1H, pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCl;, & [ppm]):

171.5 (2C, CO-0-CH,, CO-OH), 147.7 (1C, phenylamino-C,-1”), 137.9 (1C, phenylamino-C,-5"),
130.9 (2C, benzyl-CH-2’, 6’), 129.3 (1C, phenylamino-CH-3"), 129.2 (1C, benzyl-C,-1’), 128.7 (1C,
benzyl-CH-4’), 128.6 (2C, benzyl-CH-3’,5’), 119.6 (1C, phenylamino-CH-2"/4"), 118.7 (1C,
phenylamino-CH-2""/4"), 113.7 (1C, phenylamino-CH-6""), 63.7 (1C, O-CH,-CH,-NH-Ar), 58.9 (1C,
benzyl-CH,), 56.3 (1C, pip-CH-2), 43.7 (1C, pip-CH,-6), 42.5 (1C, O-CH,-CH,-NH-6), 27.4 (1C,
pip-CH,-3), 24.8 (1C, pip-CH,-5), 20.2 (1C, pip-CH,-4).
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2-((4-Nitrophenyl)amino)ethanol (21D)

Ansatz (ASV 7):

4-Nitroanilin: 1.00¢g (7.24 mmol)
2-Bromethanol: 565 uL  (7.96 mmol)
Aussehen: gelber Feststoff NO,
Summenformel: CsH1oN,05 HO\/\MQ/
Molekiilmasse: 271.3 g/mol 21D

Schmp: 112-117 °C (PE/EtOAc); Lit.: 109-111 °C (EtOAc).””

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

R = 0.41 (PE:EtOAc = 1:10).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100

Ausbeute:

430 mg  (2.36 mmol / 33 %); Lit.: 94%."*®

Die analytischen und spektroskopischen Daten entsprechen den in der Literatur mitgeteilten

Daten.'”’

2-((4-Nitrophenyl)amino)ethyl (R, S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (22D)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a): 156 mg (549 umol)
DMAP: 27 mg (220 umol)
EDC-HCI: 150 mg (823 umol)
2-((4-Nitrophenyl)amino)ethanol (21D): 100 mg (549 umol)
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Aussehen: gelber Feststoff 4 . NO,

Summenformel: Cy1H25N306S . lil 2 (o\/\N ) s
Molekiilmasse: 447.2 g/mol O:/,é : 6
Schmp: 116-119 °C (PE:EtOAc). N
5 .
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel): y 22D
Rs=0.41 (PE:EtOAc = 1:1).
Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:
150 mg (335 umol /61 %).
Reinheit (HPLC): 97 % (Methode I).
LogP (HPLC): 2.7
IR (ATR, ¥ [cm]): 3372 (w), 3062 (w), 3031 (w), 2944 (w), 2857 (w), 1723 (m), 1596 (s),

1505 (m), 1333 (m), 1179 (m), 1125 (m), 1107 (s), 751 (m), 692 (m).
'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

8.04-8.13 (m, 2H, phenylamino-CH-3"”,5"”), 7.35-7.45 (m, 5H, benzyl-CH), 6.54-6.63 (m, 2H,
phenylamino-CH-2",6”), 5.39 (t, 1H, */=5.2, CH,-NH-Ar), 4.45 (td, 1H, */=10.6, */=5.2,
O-CH,-CH,-NH-Ar), 4.22-4.32 (m, 4H, O-CH,-CH,-NH-Ar, benzyl-CH,, pip-CH-2), 3.52 (dd, 2H,
’J=10.8, >/ = 5.2, 0-CH,-CH,-NH-Ar), 3.32-3.39 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.09 (ddd, 1H, *J=12.9, >/ = 2.9,
12.9, pip-CH,-6), 2.05-2.12 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.55-1.66 (m, 2H, pip-CH,-4, 5), 1.30-1.49 (m, 2H,
pip-CH,-3, 5), 1.06-1.21 (m, 1H, pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.3 (1C, CO-O-CH,), 153.0 (1C, phenylamino-C,-1"), 138.3 (1C, phenylamino-C,-4”’), 130.8 (2C,
benzyl-CH-2’, 6’), 129.0 (1C, benzyl-C;-1"), 128.9 (1C, benzyl-CH-4’), 128.7 (2C, benzyl-CH-3’,5),
126.4 (2C, phenylamino-CH-3””,5”), 111.3 (2C, phenylamino-CH-2”,6"), 63.1 (1C,
0-CH,-CH,-NH-Ar), 59.0 (1C, benzyl-CH,), 56.5 (1C, pip-CH-2), 44.0 (1C, pip-CH,-6), 41.8 (1C,
0-CH,-CH,-NH-Ar), 27.1 (1C, pip-CH,-3), 24.6 (1C, pip-CH,-5), 20.0 (1C, pip-CH,-4).
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3-((4-Nitrophenyl)amino)propan-1-ol (21E)

Ansatz (ASV 7):

4-Nitroanilin: 500 mg  (2.73 mmol)
3-Chlorpropan-1-ol: 933 uL (13.7 mmol)
Aussehen: gelbes Ol H

HO _~_N
Summenformel: CgH1,N,04 \©\

NO,

Molekiilmasse: 196.2 g/mol 21E
Schmp: 83-84 °C (PE:EtOAc).

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

R¢ = 0.41 (PE:EtOAc = 1:10).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100

Ausbeute:

1.05g  (5.35mmol / 74 %); Lit.: 58 %."*°

Die analytischen und spektroskopischen Daten entsprechen den in der Literatur mitgeteilten

Daten.'®

3-((4-Nitrophenyl)amino)propyl (R, S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (22E)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a): 289 mg  (1.02 mmol)
DMAP: 50mg (408 pmol)

EDC-HCI: 293 mg  (1.53 mmol)
3-((4-Nitrophenyl)amino)propan-1-ol (21E): 200 mg  (1.02 mmol)
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Aussehen: gelbes Ol
H o
Summenformel: C5,H57N306S ]/O\/\/N 1 3
o
Molekiilmasse: 461.5 g/mol 6" NO,
, 5"
6 1 2
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):
5 3
R¢=0.45 (PE:EtOAc = 1:1). 4
22E
Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:
340 mg (737 umol / 72 %).
Reinheit (HPLC): 98 % (Methode I).
LogP (HPLC): 3.0
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3375 (w), 3065 (w), 3034 (w), 2944 (w), 2857 (w), 1733 (m), 1598 (s),

1455 (m), 1378 (m), 1178 (m), 1127 (m), 1106 (s), 833 (m), 738 (m),
696 (m).

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

8.05-8.11 (m, 2H, phenylamino-CH-3"”,5"), 7.36-7-45 (m, 5H, benzyl-CH), 6.52-6.58 (m, 2H,
phenylamino-CH-2", 6”), 5.00 (t, 1H, *J = 4.6, CH,-NH-Ar), 4.21-4.35 (m, 5H, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar,
benzyl-CH,, pip-CH-2), 3.35-3.45 (m, 3H, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar, pip-CH,-6), 3.15 (ddd, 1H,
’J=12.8, *J=2.9, 12.7, pip-CH,-6), 2.06-2.14 (m, 1H, pip-CH,-3), 2.01 (quin, 2H, */=6.2,
0-CH,-CH,-CH,-NH-Ar), 1.56-1.71 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.33-1.55 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.12-1.25
(m, 1H, pip-CH,-4).

2-((4-Aminophenyl)amino)ethyl (R, S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (22F)

Zur Reduktion der Nitrogruppe wurden 250mg (559 umol) 2-((4-Nitrophenyl)amino)
ethyl (R, S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (22D) wurden in 20 mL EtOAc gelost und mit
katalytischen Mengen Pd/C in einer Hydrierbombe unter 10 bar Wasserstoffdruck solange bei RT
hydriert, bis die Reaktionskontrolle (DC, R;=0.42, PE:EtOAc = 1:10) kein Edukt mehr anzeigte.
AnschlieRend wurde Pd/C abfiltriert, das Losungsmittel i. Vak. entfernt und die
Reaktionsmischung Flash-chromatographisch (Kieselgel, Gradient: PE:EtOAc =50:50 bis 0:100)

gereinigt.
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4 3"
5 3 2" 4 NH2
i "
Aussehen: braunes Ol 6 lll 2 ]/O\/\N /[ : ]5,,
O:é e} H ¥
Summenformel: C51H57N50,S 7
.
Molekiilmasse: 417.5 g/mol ° ?
5 3
Ausbeute: 200 mg (479 umol / 86 %). 4
22F

Reinheit (HPLC):

LogP (HPLC):

Zersetzung (Methode ).

1.7

IR (ATR, ¥ [cm™]): 3412 (w), 3355 (w), 3062 (w), 3031 (w), 2943 (w), 2859 (w), 1730 (m),
1615 (m), 1515 (s), 1455 (m), 1375 (m), 1322 (m), 1147 (m), 1125 (s),

738 (m), 697 (m).
'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.32-7.48 (m, 5H, benzyl-CH), 6.58-6.65 (m, 2H, phenylamino-CH-3",5"”), 6.52-6.58 (m, 2H,
phenylamino-CH-2", 6”), 4.45 (d, 1H, 3/ = 4.0, pip-CH-2), 4.35-4.42 (m, 1H, O-CH,-CH,-NH-Ar),
4.27-4.34 (m, 1H, O-CH,-CH,-NH-Ar), 4.26 (s, 2H, benzyl-CH,), 3.34-3.45 (m, 2H, O-CH,-CH,-NH-Ar,
pip-CH»-6), 3.12 (ddd, 1H, %/=12.8, */=3.0, 12.8, pip-CH,-6), 2.08-2.16 (m, 1H, pip-CH,-3),
1.49-1.68 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.34-1.47 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.13-1.25 (m, 1H, pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.4 (1C, CO-O-CH,), 140.4 (1C, phenylamino-C,-1"), 138.3 (1C, phenylamino-C,-4”’), 130.9 (2C,
benzyl-CH-2’,6’), 129.3 (1C, benzyl-C,-1’), 128.6 (3C, benzyl-CH-3’,4’,5), 116.9 (2C,
phenylamino-CH-3", 5”’), 115.1 (2C, phenylamino-CH-2", 6"), 64.1 (1C, O-CH,-CH,-NH-Ar), 58.9
(1C, benzyl-CH,), 56.2 (1C, pip-CH-2), 44.0 (1C, O-CH,-CH,-NH-Ar), 43.6 (1C, pip-CH,-6), 27.6 (1C,
pip-CH,-3), 24.9 (1C, pip-CH,-5), 20.2 (1C, pip-CH,-4).

3-((4-Aminophenyl)amino)propyl! (R, S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (22G)

Zur Reduktion der Nitrogruppe wurden 289 mg (1.02 mmol) 3-((4-Nitrophenyl)amino)-
propyl (R, S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (22E) wurden in 20 mL EtOAc gel6st und mit
katalytischen Mengen Pd/C in einer Hydrierbombe unter 10 bar Wasserstoffdruck solange bei RT
hydriert, bis die Reaktionskontrolle (DC, R;=0.54, PE:EtOAc = 1:10) kein Edukt mehr anzeigte.
AnschlieRend wurde Pd/C abfiltriert, das Losungsmittel i. Vak. entfernt und die
Reaktionsmischung Flash-chromatographisch (Kieselgel, Gradient: PE:EtOAc =50:50 bis 0:100)
gereinigt.
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Aussehen: braunes Ol L A
H
Summenformel: CyHy9N30,S 6 l%l 2 ]/O\/\/N 1" "
O= v
Molekiilmasse: 431.6 g/mol O//S O 6" NH,
1 s
Ausbeute: 170 mg (394 umol / 91 %). ¢ 2
5 3
Reinheit (HPLC): Zersetzung (Methode ). 4
22G
LogP (HPLC): 1.8
IR (ATR, ¥ [em™]): 3361 (w), 2927 (w), 2856 (w) , 1731 (m), 1613 (m), 1515 (m), 1455 (m),

1322 (m), 1249 (m), 1177 (m), 1125 (s), 822 (m).
'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.33-7-47 (m, 5H, benzyl-CH), 6.57-6.63 (m, 2H, phenylamino-CH-3”,5"”), 6.49-6.54 (m, 2H,
phenylamino-CH-2", 6”), 4.53 (d, 1H, ®J = 4.8, pip-CH-2), 4.22-4.37 (m, 4H, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar,
benzyl-CH,), 3.40-3.49 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.10-3.21 (m, 4H, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar, CH,-NH-Ar,
pip-CHy-6), 3.06 (s, 2H, NH,), 2.09-2.18 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.95 (quin, 2H, */=6.5,
0-CH,-CH,-CH,-NH-Ar), 1.54-1.71 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.36-1.50 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.14-1.28
(m, 1H, pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.5 (1C, CO-0-CH,), 141.1 (1C, phenylamino-C,-1"), 137.9 (1C, phenylamino-C,-4”’), 131.0 (2C,
benzyl-CH-2’,6’), 129.3 (1C, benzyl-C,-1’), 1285 (3C, benzyl-CH-3’,4’,5), 116.9 (2C,
phenylamino-CH-3", 5”), 114.6 (2C, phenylamino-CH-2",6"”), 63.4 (1C, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar),
58.8 (1C, benzyl-CH,), 56.1 (1C, pip-CH-3), 43.5 (1C, pip-CH,-6), 41.7 (1C, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar),
28.7 (1C, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar), 27.8 (1C, pip-CH,-3), 25.0 (1C, pip-CH,-5), 20.4 (1C, pip-CH,-4).

tert-Butyl 5-((3-hydroxypropyl)amino)-1H-indazol-1-carboxylat (21H)

Ansatz (ASV 7):

tert-Butyl 5-amino-1H-indazol-1-carboxylat: 300mg  (1.29 mmol)
3-Chlorpropan-1-ol: 538 uL (6.43 mmol)
Aussehen: braunes Ol

Summenformel: Ci5H51N505

Molekilmasse: 291.4 g/mol
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Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

R¢=0.48 (CH,Cl,:MeOH 20:1).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

Gradient: CH,Cl,:MeOH = 100:0 bis
50:50

Ausbeute:

190 mg (652 umol / 51 %).

IR (ATR, & [cm™]): 3398 (w), 3065 (w), 2955 (w), 1711 (m), 1692 (m), 1417 (m), 1293 (m),
1188 (m), 1120 (m), 1137 (s), 1019 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.93 (d, 1H, *J = 0.8, indazol-CH-6"), 7.41 (dd, 1H, >/ = 8.6, */ = 0.4, indazol-CH-8"), 7.27-7.30 (m,
1H, indazol-CH-2”), 6.59 (dd, 1H, *=8.6, %=2.0, indazol-CH-9”), 4.40 (s, 1H,
O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar), 3.82 (t, 2H, */=5.9, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar), 3.35 (t, 2H, *J=6.5,
O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar), 1.88-1.96 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar), 1.70 (s, 9H, (1C, (CHs);C-0-CO).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

149.8 (1C, indazol-C,-1”), 149.7 (1C, (CHs;);C-O-CO), 142.1 (1C, indazol-C,-3”), 139.6 (1C,
indazol-CH-6"), 121.5 (1C, indazol-CH-8"), 117.7 (1C, indazol-C,-7"”), 113.4 (1C, indazol-CH-2"),
94.5 (1C, indazol-CH-9”), 84.2 (1C, (CH3);C-0O-CO), 61.3 (1C, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar), 41.6 (1C,
0-CH,-CH,-CH,-NH-Ar), 31.5 (1C, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar), 28.2 (1C, (CH3)5C-0O-CO).

3-((1H-Indazol-5-yl)amino)propyl (R, S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (22H)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a): 146 mg (515 umol)
DMAP: 25mg (206 umol)
EDC-HCI: 128 mg (669 umol)

tert-Butyl 5-((3-hydroxypropyl)amino)-1H-indazol-1-carboxylat (21H): 150 mg (515 pmol)

Ansatz (ASV 3, SV 2):

tert-Butyl (R, S)-5-((3-((1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-

carbonyl)oxy)propyl)amino)-1H-indazol-1-carboxylat (22Hv): 200mg (359 umol)
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Aussehen: braunes Ol
Summenformel: Cy3H55N,0,S

Molekiilmasse: 456.6 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

ASV 2: R¢=0.37 (PE:EtOAC = 1:1).
ASV 3: R¢=0.13 (PE:EtOACc = 1:1).

22H

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

ASV 2: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
ASV 3: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:

ASV 2: 210 mg (377 umol / 73 %).

ASV 3: 140 mg (307 umol / 85 %).

Analytische und spektroskopische Daten zu S-18Q:

Reinheit (HPLC):
LogP (HPLC): 2.3

IR (ATR, ¥ [cm™]):

98 % (Methode I).

3388 (w), 3065 (w), 3031 (w), 2941 (w), 2861 (w), 1731 (m), 1632 (m),

1455 (m), 1321 (m), 1198 (m), 1177 (m), 1125 (s), 738 (m), 697 (m).

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

7.86 (d, 1H, /= 0.9, indazol-CH-6"), 7.34-7.48 (m, 6H, indazol-CH-8", benzyl-CH), 6.53-6.55 (m,

1H, indazol-CH-2"), 6.51 (dd, 1H, */ = 8.6, *J = 2.0, indazol-CH-9"”), 4.47 (d, 1H, *J = 4.2, pip-CH-2),

4.31 (t, 2H, >/ = 5.9, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar), 4.28 (s, 2H, benzyl-CH,), 3.42-3.49 (m, 1H, pip-CH,-6),

3.31 (dt, 2H, *=6.8, “J=1.8, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar), 3.19 (ddd, 1H, % =12.8, */=3.0, 12.9,

pip-CH,-6), 2.10-2.16 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.98-2.06 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar), 1.48-1.70 (m,

3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.32-1.47 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.12-1.25 (m, 1H, pip-CH,-4).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.6 (1C, CO-O-CH,), 147.7 (1C, indazol-C4-17),

142.3 (1C, indazol-C-3”), 134.6 (1C,

indazol-CH-6"), 130.9 (2C, benzyl-CH-2’, 6’), 129.2 (1C, benzyl-C,-1’), 128.7 (1C, benzyl-CH-4’),

128.6 (2C, benzyl-CH-3’,5’), 121.4 (1C, indazol-CH-8"), 116.2 (1C, indazol-C,-7”), 112.7 (1C,

indazol-CH-9"), 88.2 (1C, indazol-CH-2"’), 63.3 (1C, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar), 59.0 (1C, benzyl-CH,),
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56.2 (1C, pip-CH-2), 43.6 (1C, pip-CH,-6), 40.6 (1C, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar), 283 (1C,

0-CH,-CH,-CH,-NH-Ar), 27.6 (1C, pip-CH,-3), 24.8 (1C, pip-CH,-5), 20.2 (1C, pip-CH,-4).

2-((3,4,5-Trimethoxyphenyl)amino)propan-1-ol (211)

1. Klassischer Ansatz
Nach einer abgewandelten Vorschrift von Sajiki et al.®® wurden 250 mg (1.37 mmol)
3,4,5-Trimethoxyanilin und katalytische Mengen Pd/C in 20 mL MeOH vorgelegt und 466 uL
(6.82 mmol) 3-Hydroxypropannitril zugegeben. AnschlieRend wurde bei RT in einer
Hydrierbombe bei 15 bar Wasserstoffdruck fir 4 d hydriert. Nachdem die DC-Kontrolle
(R¢=0.27, PE:EtOAc=1:5) die Vollstindigkeit der Reaktion anzeigte, wurde das Pd/C
abfiltriert und die Reaktionsmischung Flash-chromatographisch (Kieselgel, Gradient:
PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100) gereinigt, um das Produkt zu erhalten.

2. Mikrowellen Ansatz
Es wurden 500 mg (2.73 mmol) 3,4,5-Trimethoxyanilin und katalytische Mengen Pd/C in
10mL MeOH vorgelegt und 933 puL (13.7 mmol) 3-Hydroxypropannitril zugegeben.
AnschlieBend wurde in einer Synthwave® Mikrowelle bei 100°C und bei 20 bar
Wasserstoffdruck fiir 3 h hydriert. Nachdem die DC-Kontrolle (R¢=0.27, PE:EtOAc = 1:5) die
Vollstandigkeit der Reaktion anzeigte, wurde das Pd/C abfiltriert und die Reaktionsmischung
Flash-chromatographisch (Kieselgel, Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100) gereinigt, um das
Produkt zu erhalten.

Aussehen: braunes Ol

Summenformel: C1,H1604

Molekiilmasse: 241.3 g/mol

Ausbeute: 1. 160 mg (663 umol / 49 %).

2.390 mg (1.62 mmol / 59 %).
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3377 (m), 2991 (w), 2936 (m), 2878 (w), 1596 (m), 1507 (s), 1231 (m),

1122 (s), 1003 (m).

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

5.89 (s, 2H, phenylamino-CH-2",6"), 3.80-3.85 (m, 6H, 2 x m-0O-CH;, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar,

CH,-NH-Ar), 3.76 (s, 3H, p-O-CHs), 3.26 (t, 2H, /= 6.5, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar), 1.89 (quin, 2H,

2J=12.4,%) = 6.5, 0-CH,-CH,-CH,-NH-Ar), 1.56 (s, 1H, OH).
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BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

154.0 (2C, phenylamino-C,-3”,5”), 145.1 (1C, phenylamino-C,-4”), 130.3 (1C,
phenylamino-C4-1"), 90.7 (2C, phenylamino-CH-2"", 6”), 61.8 (1C, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar), 61.1 (1C,
p-O-CHs;), 56.0 (2C, 2xm-O-CH3), 42.5 (1C, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar), 32.0 (1C,
O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar).

3-((3,4,5-Trimethoxyphenyl)amino)propy! (R, S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (221)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a): 458 mg  (1.62 mmol)
DMAP: 79mg (647 pmol)
EDC-HCI: 403 mg  (2.10 mmol)
2-((3,4,5-Trimethoxyphenyl)amino)propan-1-ol (211): 390mg  (1.62 mmol)
Aussehen: braunes Ol A
Summenformel: CysH34N,04S 6 lll

0=
Molekilmasse: 506.6 g/mol d,S

o
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):
5 3
R¢=0.40 (PE:EtOAC = 1:1). 4
22|

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:
790 mg (1.56 mmol /96 %).
Reinheit (HPLC): 95 % (Methode I).
LogP (HPLC): 2.5
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3388 (w), 3065 (w), 3031 (w), 2935 (w), 1732 (m), 1606 (m), 1508 (m),

1454 (m), 1335 (m), 1234 (m), 1179 (m), 1122 (s), 738 (m), 697 (m).
'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

7.41-7-47 (m, 5H, benzyl-CH), 5.86 (s, 2H, phenylamino-CH-2", 6”’), 4.45-4.50 (m, 1H, pip-CH-2),
4.26-4.38 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar), 4.26 (s, 2H, benzyl-CH,), 3.82 (s, 6H, 2 x m-O-CH3;), 3.76
(s, 3H, p-O-CHs), 3.69 (s, 1H, CH,-NH-Ar), 3.40-3.47 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.23 (t, 2H */=6.6,
O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar), 3.17 (ddd, 1H, ¥ =12.8, */=3.0, 12.8, pip-CH,-6), 2.09-2.17 (m, 1H,
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pip-CH,-3), 1.99 (quin, 2H, 3/ = 6.6, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar), 1.50-1.71 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5),
1.35-1.48 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.14-1.29 (m, 1H, pip-CH,-4).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.6 (1C, CO-O-CH,), 154.0 (2C, phenylamino-C,-3”, 5”), 144.8 (1C, phenylamino-C,-4”), 130.9
(2C, benzyl-CH-2’,6’), 130.3 (1C, phenylamino-C,-1”), 129.3 (1C, benzyl-C,-1’), 128.6 (3C,
benzyl-CH-3’, 4’, 5’), 90.5 (2C, phenylamino-CH-2", 6”), 63.3 (1C, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar), 61.1 (1C,
p-O-CHs), 59.0 (1C, benzyl-CH,), 56.1 (1C, pip-CH-2), 56.0 (2C, 2 x m-O-CH3), 43.6 (1C, pip-CH,-6),
41.1 (1C, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar), 28.6 (1C, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar), 27.7 (1C, pip-CH,-3), 24.9 (1C,
pip-CH,-5), 20.3 (1C, pip-CH,-4).

2-((3,4-Dimethoxyphenyl)amino)propan-1-ol (21J)

In  Anlehnung an eine Vorschrift von Sajikietal.®® wurden 500mg (3.26 mmol)
3,4-Dimethoxyanilin und katalytische Mengen Pd/C in 10mL MeOH vorgelegt und
1.11 mL (16.3 mmol) 3-Hydroxypropannitril zugegeben. Anschliefend wurde in einer Synthwave®
Mikrowelle bei 100°C und bei 20 bar Wasserstoffdruck fiir 3 h hydriert. Nachdem die
DC-Kontrolle (R; = 0.29, PE:EtOAc = 1:4) die Vollstandigkeit der Reaktion anzeigte, wurde das Pd/C
abfiltriert und die Reaktionsmischung Flash-chromatographisch (Kieselgel, Gradient:

PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100) gereinigt, um das gewiinschte Produkt zu erhalten.

Aussehen: braunes Ol HO\/\/H z
Summenformel: Cy11H17NO;

Molekilmasse: 211.3 g/mol

Ausbeute: 330 mg (1.56 mmol / 48 %).

IR (ATR, ¥ [cm™]): 3370 (m), 2995 (w), 2934 (m), 2832 (w), 1614 (m), 1595 (m), 1513 (s),

1228 (s), 1209 (m), 825 (w).
'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

6.75 (d, 1H, /= 8.5, phenylamino-CH-3"), 6.28 (d, 1H, %/ = 2.6, phenylamino-CH-6""), 6.19 (dd, 1H,
‘y=2.6, */=8.5, phenylamino-CH-2”), 3.84 (s, 3H, p-O-CH;), 3.81-3.83 (m, 2H,
0-CH,-CH,-CH,-NH-Ar), 3.80 (s, 3H, m-O-CH;), 3.25 (t, 2H, */ = 6.4, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar), 2.66 (s,
1H, OH), 1.84-1.91 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar).
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BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

150.0 (1C, phenylamino-C,-5”), 143.2 (1C, phenylamino-C,-4”), 141.9 (1C, phenylamino-C,-1"),
113.2 (1C, phenylamino-CH-3"), 104.1 (1C, phenylamino-CH-2""), 99.4 (1C, phenylamino-CH-6"),
62.0 (1C, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar), 56.7 (1C, m-O-CH;), 55.7 (1C, p-O-CHs3), 43.2 (1C,
0-CH,-CH,-CH,-NH-Ar), 32.0 (1C, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar).

3-((3,4-Dimethoxyphenyl)amino)propyl (R, S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (22J)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a): 322mg  (1.14 mmol)
DMAP: 56 mg (454 umol)
EDC-HCI: 283 mg  (1.48 mmol)
2-((3,4-Dimethoxyphenyl)amino)propan-1-ol (21)): 240 mg  (1.14 mmol)
Aussehen: braunes Ol L A
Summenformel: Cy4H3,N,06S 6 lil 2
0=

Molekilmasse: 476.6 g/mol O//S

o' Q
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

5 3
R = 0.36 (PE:EtOAC = 1:1). %

22)

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:
210 mg (441 umol / 39 %).
Reinheit (HPLC): 96 % (Methode I).
LogP (HPLC): 2.6
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3390 (w), 3062 (w), 3034 (w), 2941 (w), 2859 (w), 1732 (m), 1615 (m),

1514 (m), 1335 (m), 1324 (m), 1231 (m), 1176 (m), 1126 (s), 824 (w),
738 (m), 697 (m).
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'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

7.34-7-47 (m, 5H, benzyl-CH), 6.74 (d, 1H, 3/=8.6, phenylamino-CH-3"’), 6.26 (d, 1H, “J=2.6,
phenylamino-CH-6"), 6.15 (dd, 1H, */=8.6, *J = 2.6, phenylamino-CH-2"), 4.50 (d, 1H, */=5.1,
pip-CH-2), 4.22-4.37 (m, 4H, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar, benzyl-CH,), 3.83 (s, 3H, m-O-CH), 3.80 (s, 3H,
p-O-CHs), 3.41-3.48 (m, 1H, pip-CH»-6), 3.12-3.23 (m, 3H, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar, pip-CH,-6),
2.09-2.19 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.98 (quin, 2H, J = 6.4, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar), 1.53-1.72 (m, 3H,
pip-CH,-3, 4, 5), 1.35-1.50 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.15-1.26 (m, 1H, pip-CH,-3).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.6 (1C, CO-0O-CH,), 150.1 (1C, phenylamino-C,-5”), 141.7 (1C, phenylamino-C,-4”’), 130.9 (2C,
benzyl-CH-2’,6’), 129.3 (1C, benzyl-C,-1’), 128.6 (3C, benzyl-CH-3,4’,5), 113.3 (1C,
phenylamino-CH-3"’), 103.4 (1C, phenylamino-CH-2""), 99.1 (1C, phenylamino-CH-6"), 63.4 (1C,
0-CH,-CH,-CH,-NH-Ar), 58.9 (1C, benzyl-CH,), 56.7 (1C, m-O-CHs), 56.1 (1C, pip-CH-2), 55.8 (1C,
p-O-CHs), 43.5 (1C, pip-CH,-6), 41.4 (1C, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar), 28.6 (1C, O-CH,-CH,-CH,-NH-Ar),
27.8 (1C, pip-CH,-3), 25.0 (1C, pip-CH,-5), 20.3 (1C, pip-CH,-4).

6.4.4 Umsetzung racemischer und S-Enantiomerer
1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure bzw. (5)-1-(tert-

Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure mit Phenoxyethanolen

2-(3,4,5-Trimethoxyphenoxy)ethanol (23A)

1" wurden 500 mg (2.71 mmol) 3,4,5-Trimethoxyphenol, 771 pL

Nach Gopalakrishnan et a
(10.9 mmol) 2-Bromethanol und 563 mg (4.07 mmol) K,CO; in 20 mL abs. Aceton vorgelegt. Im
Anschluss wurde bei 70°C fir 48 h erhitzt, bis die Reaktionskontrolle (DC, R;=0.26,
PE:EtOAc = 1:1) eine vollstandige Umsetzung anzeigte. Darauf wurde 20 mL dem. H,O zur
Reaktion gegeben und die wassrige Phase mit EtOAc extrahiert (3 x 20 mL). Die vereinigten
organischen Phasen wurden lber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel i. Vak entfernt. Das

Rohprodukt wurde Flash-chromatographisch (Kieselgel, Gradient: PE:EtOAc =90:10 bis 0:100)

gereinigt, um das Produkt zu erhalten.

OCH,
. .. »
Aussehen: farbloses Ol ” OCHj
Summenformel: C11H1¢0s HO\/\O Z0CH,
Molekiilmasse: 228.2 g/mol 23A
Ausbeute: 70mg (307 umol / 11 %).
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IR (ATR, ¥ [cm™]): 3413 (w), 2938 (w), 2838 (w), 1593 (m), 1505 (m), 1448 (m), 1225 (m),
1121 (s), 1055 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

6.18 (s, 2H, phenoxy-CH-2”,6"”), 4.04-4.08 (m, 2H, O-CH,-CH,-O-Ar), 3.93-3.97 (m, 2H,
0-CH,-CH,-0-Ar), 3.84 (s, 6H, 2 x m-O-CH3), 3.79 (s, 3H, p-O-CH5).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

155.3 (1C, phenoxy-C,-1”), 153.8 (2C, phenoxy-C,-3”, 5”), 132.7 (1C, phenoxy-C,-4”), 92.5 (2C,
phenoxy-CH-2", 6”), 69.6 (1C, O-CH,-CH,-O--Ar), 61.5 (1C, O-CH,-CH,-O-Ar), 61.0 (1C, p-O-CHj3),
56.1 (2C, 2 x m-O-CHj5).

2-(3,4,5-Trimethoxyphenoxy)ethyl (R, S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (24A)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a): 79 mg (279 umol)
DMAP: 14mg (112 pmol)
EDC-HCI: 70mg (367 umol)
2-(3,4,5-Trimethoxyphenoxy)ethanol (23A): 70 mg (307 umol)
Aussehen: farbloses Ol
4
5 3
Summenformel: Cy4H31NOgS
1 2
O
) C N V07 X5 0CH,
Molekilmasse: 493.6 g/mol O:é 6
//
"
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel): e 2
R¢=0.47 (PE:EtOAc = 1:1). s 3
)
24A

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100

Ausbeute:

80mg (162 umol /58 %).

Reinheit (HPLC): 98 % (Methode I).

LogP (HPLC): 2.6
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IR (ATR, ¥ [cm™]): 3065 (w), 3031 (w), 2940 (w), 2861 (w), 1738 (m), 1593 (m), 1505 (m),
1454 (m), 1336 (m), 1176 (m), 1122 (s), 738 (m), 698 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.32-7.47 (m, 5H, benzyl-CH), 6.12 (s, 2H, phenoxy-CH-2”,6”), 4.62 (d, 1H, /= 3.6, pip-CH-2),
4.50-4.55 (m, 2H, O-CH,-CH,-O-Ar), 4.27 (s, 2H, benzyl-CH), 4.15-4.19 (m, 2H, O-CH,-CH,-O-Ar),
3.80 (s, 6H, 2 x m-O-CHs), 3.78 (s, 3H, p-O-CHs), 3.43-3.50 (m, 1H, pip-CH»-6), 3.17 (ddd, 1H,
2)=12.7,% =3.1, 12.8, pip-CH,-6), 2.13-2.21 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.54-1.71 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5),
1.37-1.51 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.19-1.32 (m, 1H, pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.4 (1C, CO-O-CH,), 154.9 (1C, phenoxy-C,-1”), 153.8 (2C, phenoxy-C,-3”,5”), 132.8 (1C,
phenoxy-C;-4”), 131.0 (2C, benzyl-CH-2’,6’), 129.3 (1C, benzyl-C;-1’), 1285 (3C,
benzyl-CH-3’,4’,5’), 92.6 (2C, phenoxy-CH-2”,6"”), 66.2 (1C, O-CH,-CH,-O-Ar), 63.5 (1C,
0-CH,-CH,-0-Ar), 61.0 (1C, p-O-CHs), 58.7 (1C, benzyl-CH,), 56.1 (2C, 2 x m-O-CH), 56.0 (1C,
pip-CH-2), 43.4 (1C, pip-CH,-6), 27.8 (1C, pip-CH,-3), 25.0 (1C, pip-CH,-5), 20.3 (1C, pip-CH,-4).

Allgemeine Synthesevorschrift (ASV 8): Veretherung

1% wurden ein Aquivalent eines

GemaR einer abgednderten Vorschrift von Yamakoshi et a
Phenols, 1.2 - 2 Aquivalente 2-Chlorethanol und 2 Aquivalente K,CO; in 20 mL abs. DMF vorgelegt.
Im Anschluss wurde bei 70 °C fir 48 h erhitzt, bis die Reaktion vollstandig war (DC, siehe
zugehorige Tabelle). Darauf wurden 20 mL dem. H,0 zur Reaktion gegeben und die wassrige
Phase mit EtOAc extrahiert (3 x 20 mL). Die vereinigten organischen Phasen wurden tber Na,SO,
getrocknet und das Losungsmittel i. Vak entfernt. Das Rohprodukt wurde

Flash-chromatographisch (siehe zugehorige Tabelle) gereinigt, um das gewlinschte Produkt zu

erhalten.

2-Phenoxyethanol (23B)

Ansatz (ASV 8):

Phenol: 300mg  (3.19 mmol)
K,COs: 881 mg (6.38 mmol)
2-Chlorethanol: 257 uL (3.83 mmol)
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Aussehen: farbloses Ol @
HO
CsH100; v\O

Summenformel:

Molekiilmasse: 138.2 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

R¢=0.37 (PE:EtOAC = 2:1).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100

Ausbeute:

380mg (2.75 mmol / 86 %); Lit.: 53 %."*

Die analytischen und spektroskopischen Daten entsprechen den in der Literatur mitgeteilten

Daten.'”®

2-Phenoxyethyl (S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (5-24B)

Ansatz (ASV 3):

SV.1:
(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure: 383 mg  (1.67 mmol)
DMAP: 41mg (334 umol)
EDC-HCl: 416 mg  (2.17 mmol)
2-Phenoxyethanol (23B): 300mg  (2.17 mmol)
SV2

1-tert-Butyl 2-(2-phenoxyethyl) (S)-piperidin-1,2-dicarboxylat (S-25B): 340mg (973 pmol)

SV.3:

2-Phenoxyethyl (S)-piperidin-2-carboxylat (26B): 240 mg (963 umol)
Benzylsulfonsaurechlorid: 202 mg  (1.06 mmol)
DIPEA: 491 uL (2.89 mmol)
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Aussehen: farbloses Ol 4 3"
5 3 2" 4
Summenformel: Cy1H2sNOsS ] lij 2 O\/\o@ .
| 6"

Molekilmasse: 403.5 g/mol O:,/S o)

o |,

6 2
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

5 3
SV 1: R¢=0.60 (PE:EtOAC = 3:1). 4
SV 2: R¢ = 0.23 (PE:EtOAc = 3:1, 5 % NEty). 5-248
SV 3: R¢=0.27 (PE:EtOAC = 3:1).
Flash-Chromatographie (Kieselgel):
SV 1. Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:
SV 1: 340 mg (973 umol / 58 %).
SV 2: 240 mg (963 umol / 99 %).
SV 3. 230mg (570 umol / 59 %).
Analytische und spektroskopische Daten zu S-24B:
Reinheit (HPLC): 90 % (Methode II).
LogP (HPLC): 3.0
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3062 (w), 3031 (w), 2944 (w), 2861 (w), 1737 (m), 1599 (m), 1495 (m),

1336 (m), 1241 (m), 1173 (m), 1126 (s), 738 (m), 692 (m).
'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.33-7.47 (m, 5H, benzyl-CH), 7.26-7.31 (m, 2H, phenoxy-CH-3”,5"”), 6.95-7.00 (m, 1H,
phenoxy-CH-4"’), 6.86-6.90 (m, 2H, phenoxy-CH-2”,6"), 4.47-4.64 (m, 3H, O-CH,-CH,-O-Ar,
pip-CH-2), 4.27 (s, 2H, benzyl-CH,), 4.21 (t, 2H, =47, 0-CH,-CH,-0-Ar), 3.42-3.49 (m, 1H,
pip-CH»-6), 3.16 (ddd, 1H, % =12.7, */=3.1, 12.8, pip-CH»-6), 2.13-2.21 (m, 1H, pip-CH,-3),
1.53-1.69 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.37-1.50 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.18-1.32 (m, 1H, pip-CH,-4).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.4 (1C, CO-O-CH,), 158.3 (1C, phenoxy-C,-1”), 131.0 (2C, benzyl-CH-2’,6’), 129.6 (2C,
phenoxy-CH-3”,5"”), 129.3 (1C, benzyl-C,-1’), 128.5 (3C, benzyl-CH-3’,4’,5’), 121.3 (1C,
phenoxy-CH-4""), 114.6 (2C, phenoxy-CH-2",6”), 65.6 (1C, O-CH,-CH,-O-Ar), 63.5 (1C,
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0O-CH,-CH,-0O-Ar), 58.8 (1C, benzyl-CH,), 56.0 (1C, pip-CH-2), 43.5 (1C, pip-CH,-6), 27.8 (1C,
pip-CH,-3), 25.0 (1C, pip-CH,-5), 20.3 (1C, pip-CH,-4).

2-(4-Chlorphenoxy)ethanol (23C)

Ansatz (ASV 8):

4-Chlorphenol: 300mg  (2.33 mmol)
K,COs: 645 mg  (4.67 mmol)
2-Chlorethanol: 188 uL (2.80 mmol)
Aussehen: farbloses Ol o]
Summenformel: CsHoCIO, HO\/\O/©/

23C
Molekiilmasse: 172.6 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):
Rf = 0.23 (PE:EtOAC = 2:1).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100

Ausbeute:

380 mg  (2.20 mmol / 94 %); Lit.: 75 %."*

Die analytischen und spektroskopischen Daten entsprechen den in der Literatur mitgeteilten

Daten.'®

2-(4-Chlorophenoxy)ethyl (S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (S-24C)

Ansatz (ASV 3):

SV.1:

(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure: 307 mg  (1.34 mmol)
DMAP: 33mg (267 umol)
EDC-HCI: 333 mg  (1.74 mmol)
2-(4-Chlorphenoxy)ethanol (23C): 300mg  (1.74 mmol)

277



Experimentalteil

1-tert-Butyl 2-(2-(4-chlorphenoxy)ethyl) (S)-piperidin-
1,2-dicarboxylat (S-25C):

2-(4-Chlorphenoxy)ethyl (S)-piperidin-2-carboxylat (S-26C):

Benzylsulfonsaurechlorid:
DIPEA:

410 mg

300 mg
222 mg
593 uL

(1.07 mmol)

(1.06 mmol)
(1.16 mmol)
(3.17 mmol)

Aussehen:

Summenformel:

farbloses Ol

C,1H,4CINOSS

Molekiilmasse: 437.9 g/mol 7 o

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

SV 1: R¢ = 0.60 (PE:EtOAC = 3:1). 4

S-24C

SV 2: R¢=0.23 (PE:EtOAc = 3:1, 5 % NEt3).
SV 3: R¢=0.27 (PE:EtOAc = 3:1).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
SV 3. Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:

SV 1: 410 mg (1.07 mmol / 80 %).

SV 2: 300 mg (1.06 mmol /99 %).

SV 3: 190 mg (434 umol /41 %).

Analytische und spektroskopische Daten zu S-24C:

Reinheit (HPLC): > 99 % (Methode Il).

LogP (HPLC): 3.6

IR (ATR, ¥ [cm™]): 3062 (w), 3034 (w), 2943 (w), 2860 (w), 1737 (m), 1598 (m), 1491 (s),
1455 (m), 1336 (m), 1172 (s), 1147 (m), 1127 (s), 1059 (m), 824 (m),

738 (m), 696 (m).
'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

7.33-7.46 (m, 5H, benzyl-CH), 7.20-7.25 (m, 2H, phenoxy-CH-3"”,5"”), 6.78-6.83 (m, 2H,
phenoxy-CH-2", 6”’), 4.46-4.62 (m, 3H, O-CH,-CH,-O-Ar, pip-CH-2), 4.26 (s, 2H, benzyl-CH,), 4.17 (t,
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2H, ) = 4.7, O-CH,-CH,-0-Ar), 3.40-3.50 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.15 (ddd, 1H, 2/ =12.8, >/=3.1, 12.8,
pip-CH,-6), 2.10-2.21 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.52-1.71 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.36-1.50 (m, 1H,
pip-CH,-5), 1.14-1.30 (m, 1H, pip-CH,-4).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.4 (1C, CO-O-CH,), 156.9 (1C, phenoxy-C,-1”), 131.0 (2C, benzyl-CH-2’,6’), 129.5 (2C,
phenoxy-CH-3”,5"”), 129.3 (1C, benzyl-C,-1’), 128.5 (3C, benzyl-CH-3’,4’,5’), 126.3 (1C,
phenoxy-C,-4”), 115.9 (2C, phenoxy-CH-2”,6"”), 66.0 (1C, O-CH,-CH,-O-Ar), 63.3 (1C,
0-CH,-CH,-0-Ar), 58.8 (1C, benzyl-CH,), 56.0 (1C, pip-CH-2), 43.5 (1C, pip-CH,-6), 27.8 (1C,
pip-CH,-3), 25.0 (1C, pip-CH,-5), 20.3 (1C, pip-CH,-4).

2-(Pyridin-3-yloxy)ethanol (23D)

Ansatz (ASV 8):

Pyridin-3-ol: 500 mg  (5.26 mmol)
K,COs: 872mg  (6.31 mmol)
2-Chlorethanol: 706 uL (10.5 mmol)
Aussehen: gelbes Ol Ny
Summenformel: C;HsNO, HO\/\O =

23D
Molekilmasse: 139.2 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

R¢=0.32 (PE:EtOAC = 1:10).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100

Ausbeute:

150 mg (1.08 mmol / 21 %); Lit.: 19 %."*>

Die analytischen und spektroskopischen Daten entsprechen den in der Literatur mitgeteilten

Daten.'’®
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2-(Pyridin-3-yloxy)ethyl (S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (S-24D)

Ansatz (ASV 3):

SV.1:
(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure: 225mg (980 umol)
DMAP: 24mg (196 pmol)
EDC-HCI: 244 mg  (1.27 mmol)
2-(Pyridin-3-yloxy)ethanol (23D): 150 mg  (1.08 mmol)
SV 2:
1-tert-Butyl 2-(2-(pyridin-3-yloxy)ethyl) (S)-piperidin-
1,2-dicarboxylat (S-25D): 150mg (428 pmol)
SV.3:
2-(Pyridin-3-yloxy)ethyl (S)-piperidin-2-carboxylat (S-26D): 100mg (400 pumol)
Benzylsulfonsaurechlorid: 76 mg (400 umol)
NMM: 132ul  (1.20 mmol)
Aussehen: oranges Ol 3"
3 » N &
|
Summenformel: Cy0H24N,05S p N 2 O\/\OJ;J -
o
Molekiilmasse: 404.5 g/mol (0]
"

”
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

.
SV 1: R = 0.41 (PE:EtOAc = 1:10).
SV 2: Rf = 0.13 (PE:EtOAc = 1:10, 5 % NEts). 5-24D
SV 3: R¢=0.36 (PE:EtOAc = 1:10).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 1. Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100
SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100
Ausbeute:

SV 1: 150 mg (428 umol / 44 %).

SV 2: 100 mg (400 umol / 93 %).

SV 3: 110 mg (272 umol / 68 %).

Analytische und spektroskopische Daten zu S-24D:

Reinheit (HPLC): 96 % (Methode II).
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LogP (HPLC): 1.8

IR (ATR, ¥ [em™]): 3062 (w), 3034 (w), 2943 (w), 2861 (w), 1737 (m), 1576 (m), 1455 (m),

1335 (m), 1265 (m), 1174 (m), 1147 (m), 1126 (s), 739 (m), 697 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

8.31(d, 1H, “J = 2.3, pyridinyl-CH-2"), 8.25 (dd, 1H, >/ = 4.3, % = 1.6, pyridinyl-CH-4""), 7.33-7.47 (m,

5H, benzyl-CH), 7.19-7.25 (m, 2H, pyridinyl-CH-5”, 6”), 4.48-4.62 (m, 3H, O-CH,-CH,-O-Ar,

pip-CH-2), 4.24-4.28 (m, 4H, O-CH,-CH,-O-Ar, benzyl-CH,), 3.40-3.48 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.16 (ddd,

1H, ¥ = 12.8, >J = 3.1, 12.8, pip-CH,-6), 2.10-2.18 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.53-1.71 (m, 3H, pip-CH,-3,

4,5),1.36-1.49 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.15-1.28 (m, 1H, pip-CH,-4).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.4 (1C, CO-O-CH,), 154.6 (1C, pyridinyl-C,-1”), 142.6 (1C, pyridinyl-CH-4"), 137.7 (1C,

pyridinyl-CH-2"), 130.9 (2C, benzyl-CH-2’, 6’), 129.2 (1C, benzyl-C,-1’), 128.6 (2C, benzyl-CH-3’, 5'),

128.5 (1C, benzyl-CH-4’), 124.0 (1C, pyridinyl-CH-5"), 121.6 (1C, pyridinyl-CH-6""), 66.1 (1C,

0-CH,-CH,-0-Ar), 63.2 (1C, O-CH,-CH,-O-Ar), 58.8 (1C, benzyl-CH,), 56.0 (1C, pip-CH-2), 43.5 (1C,

pip-CH,-6), 27.8 (1C, pip-CH,-3), 24.9 (1C, pip-CH,-5), 20.3 (1C, pip-CH,-4).

2-(Pyridin-4-yloxy)ethanol (23E)

Ansatz (ASV 8):

Pyridin-4-ol:
K2C03:
2-Chlorethanol:

300mg  (3.15 mmol)
872mg  (6.31 mmol)
423 uL (6.31 mmol)

Aussehen: gelbes Ol
Summenformel: C,;HgNO,
Molekilmasse: 139.2 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):
Rf = 0.15 (PE:EtOAc = 1:5).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 60:40 bis 0:100

~N
HO\/\O | =
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Ausbeute:

260mg  (1.87 mmol / 59 %); Lit.: 19 %."*

Die analytischen und spektroskopischen Daten entsprechen den in der Literatur mitgeteilten

Daten.'”’

2-(Pyridin-4-yloxy)ethyl (S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (S-24E)

Ansatz (ASV 3):

SV 1:
(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure: 389 mg (1.70 mmol)
DMAP: 42mg (340 umol)
EDC-HCI: 423 mg  (2.21 mmol)
2-(Pyridin-4-yloxy)ethanol (23E): 260mg  (1.87 mmol)
SV 2:
1-tert-Butyl 2-(2-(pyridin-4-yloxy)ethyl) (S)-piperidin-
1,2-dicarboxylat (S-25E): 80 me (228 pmol)
SV.3:
2-(Pyridin-4-yloxy)ethyl (S)-piperidin-2-carboxylat (S-26E): 50 mg (200 pmol)
Benzylsulfonsadurechlorid: 38 mg (200 pmol)
NMM: 66 ulL (599 pmol)
Aussehen: farbloses Ol 4 o
5 3 2 = |l\l4
S formel: Ca0H24N,05S PR g
ummenforme 20H24N,05 6 N O\/\O \6 5
O=
Molekiilmasse: 437.9 g/mol O//S o

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

SV 1 R = 0.22 (PE:EtOAc = 1:10).
SV 2: R = 0.53 (EtOAC:MeOH = 10:1, 5 % NEts).
SV 3: Rf = 0.16 (PE:EtOAc = 1:10).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100
SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100
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Ausbeute:

SV 1: 80mg (228 umol /13 %).
SV 2: 50mg (200 umol / 87 %).
SV 3: 30mg (74 umol / 37 %).

Analytische und spektroskopische Daten zu S-24E:

Reinheit (HPLC): 82 % (Methode II).
LogP (HPLC): 1.7
IR (ATR, ¥ [cm]): 3065 (w), 3034 (w), 2942 (w), 2860 (w), 1738 (m), 1590 (m), 1499 (m),

1455 (m), 1335 (m), 1283 (m), 1174 (m), 1147 (m), 1126 (s), 822 (m),
739 (m), 697 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

8.41-8.45 (m, 2H, pyridinyl-CH-3”,5"”), 7.32-7.45 (m, 5H, benzyl-CH), 6.77-6.81 (m, 2H,
pyridinyl-CH-2",6”), 4.47-4.61 (m, 3H, O-CH,-CH»-O-Ar, pip-CH-2), 4.23-426 (m, 4H,
0-CH,-CH,-O-Ar, benzyl-CH,), 3.37-3.40 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.15 (ddd, 1H, ¥ =12.8, >/=3.1, 12.8,
pip-CH,-6), 2.09-2.16 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.53-1.69 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.35-1.48 (m, 1H,
pip-CH,-5), 1.13-1.27 (m, 1H, pip-CH,-4).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.3 (1C, €CO-O-CH,), 164.3 (1C, pyridinyl-C,-1”), 151.1 (2C, pyridinyl-CH-3",5”), 130.9 (2C,
benzyl-CH-2’,6’), 129.2 (1C, benzyl-C,-1’), 128.5 (3C, benzyl-CH-3’,4’,5), 110.1 (2C,
pyridinyl-CH-2", 6"), 65.4 (1C, O-CH,-CH,-O-Ar), 62.9 (1C, O-CH,-CH,-0-Ar), 58.8 (1C, benzyl-CH,),
55.9 (1C, pip-CH-2), 43.4 (1C, pip-CH,-6), 27.7 (1C, pip-CH,-3), 24.9 (1C, pip-CH,-5), 20.2 (1C,
pip-CH,-4).
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2-(4-Nitrophenoxy)ethanol (23F)

Ansatz (ASV 8):

4-Nitrophenol: 300mg  (2.16 mmol)
K,COs3: 596 mg  (4.31 mmol)
2-Chlorethanol: 289 uL (4.31 mmol)
Aussehen: gelbes Ol NO,
Summenformel: CsHgNO, HO\/\O©/

23F
Molekiilmasse: 183.2 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

R¢ = 0.68 (PE:EtOAc = 1:1).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100

Ausbeute:

370 mg  (2.02 mmol / 94 %), Lit.: 92 %."*°

Die analytischen und spektroskopischen Daten entsprechen den in der Literatur mitgeteilten

Daten.'”®

2-(4-Nitrophenoxy)ethyl (S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (S-24F)

Ansatz (ASV 3):

SV.1:
(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure: 228 mg (993 umol)
DMAP: 25mg (199 umol)
EDC-HCI: 247 mg  (1.29 mmol)
2-(4-Nitrophenoxy)ethanol (23F): 200mg  (1.09 mmol)
SV 2.

1-tert-Butyl 2-(2-(4-nitrophenoxy)ethyl) (S)-piperidin-

1,2-dicarboxylat (S-25F): 330mg (837 pmol)

284



Experimentalteil

2-(4-Nitrophenoxy)ethyl (S)-piperidin-2-carboxylat (S-26F): 240 mg (815 pmol)
Benzylsulfonsaurechlorid: 155mg (815 umol)
NMM: 255uL  (2.45 mmol)
Aussehen: gelbes Ol L A
Summenformel: C,1H,4N,0-5S 6 ’11 2
0=
Molekiilmasse: 448.5 g/mol O//S
"
6' 2

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

SV 1: R = 0.28 (PE:EtOAc = 3:1).
SV 2: Rf = 0.12 (PE:EtOAc = 3:1, 5 % NEts).
SV 3: R = 0.06 (PE:EtOAC = 3:1).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:

SV 1: 330mg (837 umol / 84 %).

SV 2: 240 mg (815umol /97 %).

SV 3: 230mg (513 umol / 63 %).

Analytische und spektroskopische Daten zu S-24F:

Reinheit (HPLC): 96 % (Methode II).
LogP (HPLC): 2.6

IR (ATR, ¥ [cm™]):

S-24F

3062 (w), 3031 (w), 2944 (w), 2859 (w), 1738 (m), 1607 (m), 1592 (m),

1510 (m), 1455 (m), 1333 (s), 1259 (m), 1172 (m), 1147 (m), 1127 (m),

1108 (s), 1058 (m), 845 (m), 738 (m), 696 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

8.11-8.16 (m, 2H, phenoxy-CH-3”,5”), 7.26-7.40 (m, 5H, benzyl-CH), 6.86-6.91 (m, 2H,

phenoxy-CH-2", 6”), 4.44-4.55 (m, 3H, O-CH,-CH,-O-Ar, pip-CH-2), 4.23 (t, 2H, /=47,

0-CH,-CH,-0-Ar), 4.19 (s, 2H, benzyl-CH,), 3.34-3.40 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.10 (ddd, 1H, */=12.8,

3J=3.0, 12.8, pip-CH,-6), 2.01-2.09 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.44-1.63 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.29-1.42

(m, 1H, pip-CH,-5), 1.07-1.21 (m, 1H, pip-CH,-4).
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BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.4 (1C, CO-O-CH,), 163.2 (1C, phenoxy-C,-1”), 142.0 (1C, phenoxy-C,-4”), 130.9 (2C,
benzyl-CH-2’,6’), 129.2 (1C, benzyl-C-1’), 128.6 (3C, benzyl-CH-3’,4’,5), 126.0 (2C,
phenoxy-CH-3",5”), 114.5 (2C, phenoxy-CH-2",6"), 66.3 (1C, O-CH,-CH,-O-Ar), 62.9 (1C,
0-CH,-CH,-O-Ar), 58.9 (1C, benzyl-CH,), 56.0 (1C, pip-CH-2), 43.5 (1C, pip-CH,-6), 27.7 (1C,
pip-CH,-3), 24.9 (1C, pip-CH,-5), 20.3 (1C, pip-CH,-4).

6.4.5 Umsetzung racemischer und S-Enantiomerer
1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsdure bzw. (5)-1-(tert-
Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsdure mit Benzoesaure-2-

hydroxyethylamiden

Allgemeine Synthesevorschrift (ASV 9): Amidierung der Benzoesaurederivate

Nach einer modifizierten Vorschrift von Flynnetal.'® wurde ein Aquivalent eines
Benzoesaurederivats in 20 mL abs. CH,Cl, vorgelegt und unter Eiskiihlung 1.3 - 1.5 Aquivalente
EDC-HCI, 0.2-1 Aquivalente HOBt und 1-2 Aquivalente 2-Aminoethanol unter Riihren
zugegeben. AnschlieBend wurde bei RT bis zur vollstdndigen Umsetzung (DC, siehe zugehorige
Tabelle) geriihrt und das Reaktionsgemisch darauf Flash-chromatographisch (siehe zugehdrige

Tabelle) gereinigt.

N-(2-Hydroxyethyl)-3,4,5-trimethoxybenzamid (27A)

Ansatz (ASV 9):

3,4,5-Trimethoxybenzoesaure: 500 mg  (2.36 mmol)
HOBt: 318 mg  (2.36 mmol)
EDC-HCI: 587 mg  (3.06 mmol)
2-Aminoethanol: 141 uL (2.36 mmol)
Aussehen: weiller Feststoff

Summenformel: Cy2H17NOs

Molekiilmasse: 255.3 g/mol

Schmp: 119-120 °C (PE:EtOAcC).
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Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):
R¢=0.22 (PE:EtOAC = 1:5).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 60:40 bis 0:100

Ausbeute:

440 mg (1.72 mmol / 73 %).

IR (ATR, & [cm™]): 3279 (w), 3006 (w),2944 (w), 2841 (w), 1633 (m), 1581 (m), 1503 (m),
1234 (m), 1127 (s), 1064 (m), 848 (w).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.00 (s, 2H, benzamid-CH-2", 6”), 6.64 (s, 1H, NH-CO-Ar), 3.89 (s, 6H, 2 x m-O-CH;), 3.82 (s, 3H,
p-O-CH;), 3.80-3.86 (m, 2H, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 3.59-3.64 (m, 2H, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

168.3 (1C, NH-CO-Ar), 153.2 (2C, benzamid-C,-3”,5”), 141.1 (1C, benzamid-C,-4”), 129.6 (1C,
benzamid-C,-1”"), 104.4 (2C, benzamid-CH-2", 6”), 62.4 (1C, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 60.8 (1C,
p-0O-CHs), 56.3 (2C, 2 x m-0-CHs), 43.0 (1C, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar).

2-(3,4,5-Trimethoxybenzoylamino)ethyl (R, S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (28A)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a): 120mg (424 umol)
DMAP: 16mg (127 umol)
EDC-HCI: 122mg (635 umol)
N-(2-Hydroxyethyl)-3,4,5-trimethoxybenzamid (27A): 109 mg (424 umol)
Aussehen: farbloses Ol A
Summenformel: Cy5H3,N,06S o\ I A2

O=¢
Molekilmasse: 520.6 g/mol O//S

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):
R = 0.60 (EtOAC). 4

28A
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Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100

Ausbeute:

320mg (615 umol / 87 %).

Reinheit (HPLC): >99 % (Methode 1).
LogP (HPLC): 2.2
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3381 (w), 3065 (w), 3031 (w), 2939 (w), 2861 (w), 1736 (m), 1654 (m),

1583 (m), 1497 (m), 1455 (m), 1332 (m), 1176 (m), 1121 (s), 863 (w),
737 (m), 698 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.34-7-40 (m, 5H, benzyl-CH), 7.10-7.15 (m, 2H, benzamid-CH-2", 6", NH-CO-Ar), 4.49 (ddd, 1H,
?J=11.2, % =4.1, 5.7, 0-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 4.16-4.25 (m, 4H, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar, benzyl-CH,,
pip-CH-2), 3.89 (s, 6H, 2xm-O-CHs), 3.89 (s, 3H, p-O-CH;), 3.74-3.81 (m, 2H,
0-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 3.25-3.33 (m, 1H, pip-CH»-6), 3.08 (ddd, 1H, */=12.8, */=2.9, 12.9,
pip-CH,-6), 2.11-2.18 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.59-1.67 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.31-1.46 (m, 1H,
pip-CH,-5), 1.10-1.24 (m, 1H, pip-CH,-4).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.1 (1C, CO-O-CH,), 166.9 (1C, NH-CO-Ar), 153.0 (2C, benzamid-C,-3”,5”), 140.8 (1C,
benzamid-C,-4”), 130.7 (2C, benzyl-CH-2’,6’), 129.3 (1C, benzamid-C,-1”), 129.0 (1C,
benzyl-C,-1’), 128.8 (1C, benzyl-CH-4’), 128.7 (2C, benzyl-CH-3',5’), 104.6 (2C,
benzamid-CH-2", 6’), 65.0 (1C, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 60.9 (1C, p-O-CHs), 59.2 (1C, benzyl-CH,),
56.7 (1C, pip-CH-2), 56.2 (2C, 2 x m-O-CHs), 44.2 (1C, pip-CH,-6), 38.9 (1C, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar),
27.0 (1C, pip-CH,-3), 24.5 (1C, pip-CH,-5), 20.0 (1C, pip-CH,-4).

N-(2-Hydroxyethyl)nicotinamid (27B)

Ansatz (ASV 9):

Nicotinsaure: 300mg  (2.44 mmol)
HOBt: 66 mg (487 umol)
EDC-HCI: 607 mg  (3.17 mmol)
2-Aminoethanol: 146 plL (2.44 mmol)
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Aussehen: weiller Feststoff (0]
HO\/\
Summenformel: CgH1oN,0, H | N
Pz
Molekiilmasse: 166.2 g/mol 27B
Schmp: 7074 °C (PE:EtOAc); Lit.: 8990 °C (i-PrOH:Ether)."’

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):
R¢ = 0.35 (EtOAc:MeOH = 10:1).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: EtOAc:MeOH = 100:0 bis 50:50

Ausbeute:

310mg  (1.87 mmol / 77 %); Lit.: 66 %."’

Die analytischen und spektroskopischen Daten entsprechen den in der Literatur mitgeteilten

Daten.™’

2-(Nicotinoylamino)ethyl (R, S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (28B)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a): 230mg (812 pmol)
DMAP: 40mg (325 pmol)
EDC-HCI: 102mg  (1.06 mmol)
N-(2-Hydroxyethyl)nicotinamid (27A): 148 mg (893 umol)
Aussehen: farbloses Ol 4

Summenformel: C51H55N;0sS

Molekiilmasse: 431.5 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

R =0.61 (PE:EtOAC = 1:10). o

28B

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100
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Ausbeute:

250 mg (579 umol / 71 %).

Reinheit (HPLC): >99 % (Methode 1).
LogP (HPLC): 1.4
IR (ATR, ¥ [em™]): 3377 (w), 3062 (w), 3034 (w), 2944 (w), 2860 (w), 1737 (m), 1651 (m),

1591 (m), 1496 (m), 1334 (m), 1196 (m), 1176 (m), 1125 (s), 782 (m),
738 (m), 697 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

9.12 (dd, 1H, “=2.3, °/=0.8, nicotinamid-CH-2”), 8.72 (dd, 1H, *=48, %=17,
nicotinamid-CH-4"’), 8.19 (ddd, 1H, 3/=8.0, =17, 2.3, nicotinamid-CH-6"), 7.31-7.41 (m, 7H,
benzyl-CH, nicotinamid-CH-5", NH-CO-Ar), 4.49 (ddd, 1H, %=11.2, 3*=34, 6.3,
O-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 4.26 (s, 2H, benzyl-CH,), 4.16-4.22 (m, 2H, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar, pip-CH-2),
3.72-3.87 (m, 2H, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 3.27-3.35 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.08 (ddd, 1H */=12.8,
’J=2.8, 12.9, pip-CH,-6), 2.08-2.16 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.57-1.66 (m, 2H, pip-CH,-4, 5), 1.30-1.44
(m, 2H, pip-CH,-3, 5), 1.09-1.22 (m, 1H, pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.1 (1C, CO-0-CH,), 165.6 (1C, NH-COAr), 152.1 (1C, nicotinamid-CH-4"), 148.7 (1C,
nicotinamid-CH-2"), 135.3 (1C, nicotinamid-CH-6"), 130.8 (2C, benzyl-CH-2’,6’), 129.6 (2C,
nicotinamid-C,-1", benzyl-C,-1), 128.9 (2C, benzyl-CH-3’, 5’), 128.7 (1C, benzyl-CH-4’), 123.2 (1C,
nicotinamid-CH-5"), 64.7 (1C, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 59.1 (1C, benzyl-CH,), 56.7 (1C, pip-CH-2),
44.2 (1C, pip-CH,-6), 38.7 (1C, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 26.9 (1C, pip-CH,-3), 24.5 (1C, pip-CH,-5),
20.0 (1C, pip-CH,-4).

Allgemeine Synthesevorschrift (ASV 10): Verkiirzte Synthese der Enantiomernen-reinen

Benzylsulfonamide

Es wurden 1.2 Aquivalente einer Benzoesiure in 20 mL abs. CH,Cl, vorgelegt und unter Eiskiihlung
1.3 Aquivalente EDC-HCI, 0.2 Aquivalente HOBt und 1.2 Aquivalente des entsprechenden
Aminoalkohols unter Riihren zugegeben. Nach 5 h Rithren wurden der Reaktion ein Aquivalent
(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsiure, 1.3 Aquivalente EDC-HCI, 0.2 Aquivalente
DMAP unter Eisklihlung zugefiigt und die Reaktion bei RT geriihrt, bis die DC-Kontrolle eine
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vollstandige Umsetzung anzeigte. Anschlieflend wurde das Reaktionsgemisch
Flash-chromatographisch (siehe zugehorige Tabelle) gereinigt, um das gewiinschte Produkt zu

erhalten. Das Produkt wurde ohne Charakterisierung in der folgenden Stufe eingesetzt.

Zur Entfernung der tert-Butyl-Schutzgruppe wurde in Anlehnung an Shendage et al.'” die
Substanz in 20 mL CH,Cl, aufgenommen und 2 -5 mL TFA bei RT zugegeben und geriihrt. Nach
erfolgter Reaktionskontrolle (siehe zugehorige Tabelle) wurde die Reaktion aufgearbeitet, indem
zunachst 20 mL ges. NaHCO;-Losung zugegeben wurde und weiteres festes NaHCOj;, bis die
Losung neutral (pH=6-7) war. Danach wurde die wassrige Phase mit CH,Cl, extrahiert
(3 x 30 mL) und organische Phase tiber Na,SO, getrocknet. AnschlieRend wurde das Losungsmittel
i. Vak. entfernt, um das Rohprodukt zu erhalten, das ohne weitere Reinugung weiter umgesetzt

wurde.

In einem weiteren Schritt wurden nach Juliet al.®* ein Aquivalent vom zuvor erhaltenen
Zwischenprodukt mit 1.0 - 1.1 Aquivalenten Sulfonsdurechlorid und 3 - 5 Aquivalente Base (NMM
oder DIPEA) unter Eisbadkiihlung und Rihren in 20 mL abs. CH,Cl, umgesetzt. Nachdem die
Reaktionskontrolle (DC, siehe zugehorige Tabelle) kein Edukt mehr anzeigte, wurde abermals das

Reaktionsgemisch Flash-chromatographisch (siehe zugehorige Tabelle) gereinigt.

2-(Nicotinoylamino)ethyl (S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (S-28B)

Ansatz (ASV 10):

SV1:

Nicotinsaure: 250 mg  (2.03 mmol)
HOBt: 46 mg (338 umol)
EDC-HCI: 422 mg  (2.20 mmol)
2-Aminoethanol: 122 uL (2.03 mmol)
2. Zugabe:

(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure: 388 mg  (1.69 mmol)
DMAP: 41 mg (338 umol)
EDC-HCI: 422 mg  (2.20 mmol)
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1-tert-Butyl 2-(2-(nicotinoylamino)ethyl) (S)-piperidin-

1,2-dicarboxylat (S-29B): 180mg (477 pmol)

SV.3:

2-(Nicotinoylamino)ethyl (S)-piperidin-2-carboxylat (S-30B): 80mg (288 umol)
Benzylsulfonsaurechlorid: 55mg (288 umol)
DIPEA: 147 uL (865 pmol)
Aussehen: farbloses Ol 4

Summenformel: C19H,7N305S

Molekiilmasse: 431.5 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

5 3
SV 1. R¢=0.32 (PE:EtOAc = 1:10). 4
SV 2: R¢=0.28 (PE:EtOAc = 1:10, 5 % NEt;). 5-288
SV 3: R¢ = 0.59 (PE:EtOAC = 1:10).
Flash-Chromatographie (Kieselgel):
SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100
SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100
Ausbeute:
SV 1: 180 mg (477 umol / 28 %).
SV 2: 80mg (288 umol / 61 %).
SV 3: 90mg (209 umol / 72 %).
Analytische Daten zu 5-28B:
Reinheit (HPLC): 97 % (Methode I).
Enantiomerenreinheit (HPLC): 99 % (Methode llI).
LogP (HPLC): 1.4
Spektroskopische Unterschiede S-28B zu 28B:
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3371 (w), 3065 (w), 3031 (w), 1736 (m), 1650 (m), 1109 (m), 781 (m),

739 (m).

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):
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BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

N-(2-Hydroxyethyl)-3,5-di(2-methoxyethoxy)benzamid (27C)

Ansatz (ASV 9):

3,5-Di(2-methoxyethoxy)benzoesdure (16P, nach ASV 5): 350mg  (1.30 mmol)
HOB: 53mg (388 pmol)
EDC-HCI: 323 mg  (1.68 mmol)
2-Aminoethanol: 155 pL (2.59 mmol)
Aussehen: farbloses Ol

Summenformel: CisH,3NOg

Molekilmasse: 313.5 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

Rf=0.11 (PE:EtOAc = 1:10).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100

Ausbeute:

330mg (1.05 mmol /81 %).

IR (ATR, ¥ [cm™]): 3351 (w), 3094 (w), 2928 (w), 2876 (w), 1641 (m), 1737 (m), 1589 (m),
1441 (m), 1161 (s), 1116 (m), 1053 (s), 844 (m).

'H-NMR (DMSO-ds, & [ppm], J [Hz]):

8.36 (t, 1H, */=5.4, NH-CO-Ar), 7.01 (d, 2H, *J = 2.3, benzamid-CH-2", 6”), 6.65 (t, 1H, */=2.3,
benzamid-CH-4"), 4.70, (t, 1H, *J = 4.70, OH), 4.09-4.14 (m, 4H, O-CH,-CH,-O-CH3), 3.63-3.68 (m,
4H, 2x0-CH,-CH,-O-CHs), 3.47-3.52 (m, 2H, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 3.27-3.33 (m, 8H,
2 X O-CH,-CH,-0O-CHs, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar).
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BC-NMR (DMSO-ds, & [ppm]):

165.6 (1C, NH-CO-Ar), 159.3 (2C, benzamid-C,-3”,5"), 136.5 (1C, benzamid-C,-1”), 105.7 (2C,
benzamid-CH-2", 6”), 103.7 (1C, benzamid-CH-4"), 70.2 (2C, 2 x O-CH,-CH,-O-CH,), 67.1 (2C,
2 x 0-CH,-CH,-0-CHj3), 59.6 (2C, 2 x O-CH,-CH,-0-CH,), 58.1 (1C, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 42.1 (1C,
0-CH,-CH,-NH-CO-Ar).

2-(3,5-Di(2-methoxyethoxy)benzoylamino)ethyl (S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (5-28C)

Ansatz (ASV 3):

SV 1:

(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure: 73mg (319 umol)
DMAP: 8mg (64 pmol)
EDC-HCI: 80mg (415 umol)
N-(2-Hydroxyethyl)-3,5-di(2-methoxyethoxy)benzamid (27C): 100mg (319 umol)
SV 2:

2-(2-(3,5-Di(2-methoxyethoxy)benzoylamino)ethyl) 1-tert-butyl

(S)-piperidin-1,2-dicarboxylat (S-29C): 150mg (286 umol)
SV.3:

2-(3,5-Di(2-methoxyethoxy)benzoylamino)ethyl (S)-piperidin-2-

12 2 I
carboxylat (S-30C): Omg (283 umol)
Benzylsulfonsaurechlorid: 54 mg (283 umol)
DIPEA: 144yl (848 umol)
Aussehen: farbloses Ol L
Summenformel: CygH35N,06S 6 lil

O=¢
Molekiilmasse: 578.7 g/mol O//S
o
s
5-28C

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

SV 1: Rf = 0.37 (PE:EtOAc = 1:5).
SV 2: Rf = 0.16 (PE:EtOAc = 1:5).
SV 3: R = 0.40 (PE:EtOAc = 1:5).

294




Experimentalteil

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 60:40 bis 0:100
SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 60:40 bis 0:100
Ausbeute:

SV 1: 150 mg (286 umol / 90 %).

SV 2: 120 mg (283 umol /99 %).

SV 3: 140 mg (242 pumol / 86 %).

Analytische und spektroskopische Daten zu S-28C:
Reinheit (HPLC): 97 % (Methode II).

Enantiomerenreinheit (HPLC): >99 % (Methode ).
LogP (HPLC): 2.5

IR (ATR, ¥ [cm™]): 3364 (w), 3062 (w), 3034 (w), 2930 (w), 2882 (w), 1737 (m), 1656 (m),
1590 (m), 1496 (m), 1441 (m), 1323 (m), 1171 (m), 1148 (m), 1121 (s),
1059 (m), 739 (m), 697 (m).

'H-NMR (CDCl,, & [ppm], J [Hz]):

7.35-7.42 (m, 5H, benzyl-CH-2’,3’,4’, 5, 6'), 7.01-7.06 (m, 3H, benzamid-CH-2", 6”, NH-CO-Ar),
6.66 (t, 1H, *J = 2.3, benzamid-CH-4"), 4.43 (ddd, 1H, %/ = 11.1, °/ = 3.9, 6.0, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar),
4.14-4.28 (m, 8H, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar, 2 x O-CH,-CH,-O-CHs, benzyl-CH,, pip-CH-2), 3.72-3.79 (m,
6H, 2 x O-CH,-CH,-O-CH3, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 3.44 (s, 6H, 2 x O-CH,-CH,-O-CHs), 3.28-3.35 (m,
1H, pip-CH,-6), 3.07 (ddd, 1H, %/ =12.8, >/=2.9, 12.8, pip-CH,-6), 2.08-2.15 (m, 1H, pip-CH,-3),
1.54-1.60 (m, 2H, pip-CH,-4, 5), 1.30-1.47 (m, 2H, pip-CH,-3, 5), 1.09-1.24 (m, 1H, pip-CH,-4).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.2 (1C, CO-O-CH,), 167.1 (1C, NH-CO-Ar), 159.9 (2C, benzamid-C,-3”,5”), 136.0 (1C,
benzamid-C,-1"), 130.8 (2C, benzyl-CH-2’, 6), 129.1 (1C, benzyl-C,-1’), 128.8 (1C, benzyl-CH-4’),
128.6 (2C, benzyl-CH-3’, 5’), 105.7 (2C, benzamid-CH-2", 6"’), 105.7 (1C, benzamid-CH-4""), 70.9
(2C, 2 x O-CH,-CH,-0-CH;3), 67.5 (2C, 2 x O-CH,-CH,-0-CH3), 64.7 (1C, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 59.2
(2C, 2 x O-CH,-CH,-0-CH3), 58.9 (1C, benzyl-CH,), 56.5 (1C, pip-CH-2), 44.0 (1C, pip-CH,-6), 38.8
(1C, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 27.1 (1C, pip-CH,-3), 24.6 (1C, pip-CH,-5), 20.1 (1C, pip-CH,-4).
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N-(2-Hydroxyethyl)-3,5-di(3-methoxypropoxy)benzamid (27D)
Ansatz (ASV 9):

3,5-Di(3-methoxypropoxy)benzoesiure (16Q, nach ASV 5): 650 mg  (2.18 mmol)
HOBt: 88 mg (654 umol)
EDC-HCI: 543 mg (2.83 mmol)
2-Aminoethanol: 261 uL (4.36 mmol)
Aussehen: farbloses Ol

Summenformel: Cy7H57NOg

Molekiilmasse: 341.4 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

R¢ = 0.12 (PE:EtOAc = 1:10).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100

Ausbeute:

570 mg (1.67 mmol /77 %).

IR (ATR, ¥ [cm™]): 3354 (w), 3095 (w), 2942 (w), 2860 (w), 1737 (m), 1648 (m), 1587 (m),
1441 (m), 1164 (s), 1126 (s), 1058 (s), 845 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

6.90 (d, 2H, “/=2.2, benzamid-CH-2", 6”), 6.59 (t, 1H, */= 2.2, benzamid-CH-4"), 6.57 (s, 1H,
NH-CO-Ar), 4.07 (t, 4H, 3/=6.3, 2x0-CH,-CH»-CH,-O-CH;), 3.81-3.85 (m, 2H,
0-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 3.61 (dd, %/ = 10.0, */ = 5.2, 2H, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 3.54 (t, 4H, */=6.2,
2 X O-CH,-CH,-CH,-0-CHs), 3.35 (s, 6H, 2 x O-CH,-CH,-CH,-O-CHs), 2.04 (qd, 2 =12.5,%/=6.2, 6.3,
4H, 2 x O-CH,-CH,-CH,-0-CHs), 1.97, (s, 1H, OH).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

168.4 (1C, NH-CO-Ar), 160.3 (2C, benzamid-C,-3”,5”), 136.3 (1C, benzamid-C,-1”), 105.5 (2C,
benzamid-CH-2", 6”’), 104.6 (1C, benzamid-CH-4"), 69.1 (2C, 2 x O-CH,-CH,-CH,-0-CHs), 65.2 (2C,
2 X 0-CH,-CH,-CH,-0-CHs), 62.5 (1C, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 58.7 (2C, 2 x O-CH,-CH,-CH,-O-CHs),
42.9 (1C, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 29.5 (2C, 2 x O-CH,-CH,-CH,-O-CH).
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2-(3,5-Di(3-methoxypropoxy)benzoylamino)ethyl (S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat
(S-28D)

Ansatz (ASV 3):

SV.1:
(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure: 329 mg  (1.44 mmol)
DMAP: 35mg (287 pmol)
EDC-HCI: 358 mg  (1.87 mmol)
N-(2-Hydroxyethyl)-3,5-di(3-methoxypropoxy)benzamid (27D): 490mg  (1.44 mmol)
SV 2:

2-(2-(3,5-Di(3-methoxypropoxy)benzoylamino)ethyl) (S)-1-tert-butyl
piperidin-1,2-dicarboxylat (5-29D): 760mg (138 mmol)

2-(3,5-Di(3-methoxypropoxy)benzoylamino)ethyl

(S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (S-30D): 610mg  (1.35 mmol)

Benzylsulfonsaurechlorid: 257 mg  (1.35 mmol)
DIPEA: 688 uL (4.04 mmol)
Aussehen: farbloses Ol
Summenformel: C30H42N,04S
Molekilmasse: 606.7 g/mol

5! 3
e
S-28D

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

SV 1: R¢ = 0.59 (PE:EtOAC = 1:5).

SV 2: R¢ = 0.06 (PE:EtOAC = 1:5).

SV 3. R¢=0.55 (PE:EtOAc = 1:5).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 60:40 bis 0:100

SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 60:40 bis 0:100
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Ausbeute:

SV 1: 760 mg  (1.38 mmol /96 %).
SV 2: 610 mg (1.35 mmol /98 %).
SV 3: 590 mg (972 umol / 72 %).

Analytische und spektroskopische Daten zu 5-28D:

Reinheit (HPLC): 97 % (Methode II).
LogP (HPLC): 3.2
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3370 (w), 3065 (w), 3034 (w), 2930 (w), 2876 (w), 1737 (m), 1650 (m),

1591 (m), 1496 (m), 1444 (m), 1335 (m), 1164 (s), 1121 (s), 1057 (s),
739 (m), 697 (m).

'H-NMR (CDCl;, & [ppm], J [Hz]):

7.35-7.42 (m, SH, benzyl-CH), 7.04 (t, 1H, */=5.8, NH-CO-Ar), 7.01 (d, 2H, /=23,
benzamid-CH-2", 6”), 6.59 (t, 1H, %/ = 2.3, benzamid-CH-4""), 4.44 (ddd, 1H, °J=11.1,%/=3.4, 6.4,
O-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 4.17-4.27 (m, 4H, benzyl-CH,, 2 x O-CH,-CH,-NH-CO-Ar, pip-CH-2), 4.09 (t,
4H, *J=6.4, 2 x O-CH,-CH,-CH,-O-CHs), 3.67-3.83 (m, 2H, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 3.55 (t, 4H,
J=6.2, 2x 0-CH,-CH,-CH,-O-CHs), 3.44 (s, 6H, 2x O-CH,-CH,-CH,-O-CH;), 3.28-3.36 (m,
pip-CH»-6), 3.07 (ddd, 1H, ¥=12.8, */=2.9, 12.8, pip-CH,-6), 2.00-2.15 (m, 4H, 2x
0-CH,-CH,-CH,-0-CH3), 2.00-2.15 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.54-1.65 (m, 2H, pip-CH,-4, 5), 1.30-1.47 (m,
2H, pip-CH,-3, 5), 1.10-1.25 (m, 1H, pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.2 (1C, CO-O-CH,), 167.2 (1C, NH-CO-Ar), 160.1 (2C, benzamid-C,-3”,5”), 136.1 (1C,
benzamid-C,-1"), 130.8 (2C, benzyl-CH-2’, 6’), 129.1 (1C, benzyl-C,-1’), 128.8 (1C, benzyl-CH-4’),
128.6 (2C, benzyl-CH-3’,5’), 105.6 (2C, benzamid-CH-2", 6"), 105.2 (1C, benzamid-CH-4"’), 69.2
(2C, 2x O-CH,-CH,CH,-O-CH;3), 65.1 (2C, 2x O-CH,-CH,-CH,-O-CH;), 64.7 (1C,
0O-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 58.9 (1C, benzyl-CH,), 58.7 (2C, 2x O-CH,-CH,-CH,-O-CHs), 56.5 (1C,
pip-CH-2), 44.0 (1C, pip-CH,-6), 38.8 (1C, 0O-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 29.6 (2C, 2x
0-CH,-CH,-CH,-0-CHs), 27.1 (1C, pip-CH,-3), 24.6 (1C, pip-CH,-5), 20.1 (1C, pip-CH,-4).
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3-(Cyclohexylmethoxy)-N-(2-hydroxyethyl)benzamid (27E)

Ansatz (ASV 5):

In Anlehnung an die Vorschrift von Cateletal® wurden 500 mg (3.01 mmol)
3-Hydroxybenzoesaureethylester und 1.25 g (9.03 mmol) K,CO3 in 20 mL abs. DMF vorgelegt und
839 uL (6.02 mmol) Cyclohexylmethylbromid zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde bei 60 °C
gerihrt, bis in der DC-Kontrolle (siehe zugehorige Tabelle) kein Edukt mehr angezeigte.
Anschliefend wurden 20 mL dem. H,0 zugegeben und die wassrige Phase mit CH,Cl, (3 x 30 mL)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 30 mL dem. H,0 gewaschen und lber
Na,S0O, getrocknet. Das Losungsmittel wurde darauf i. Vak. entfernt, um das gewlinschte Produkt

zu erhalten. Das Produkt wurde ohne weitere Reinigung in der folgenden Stufe eingesetzt.

SV 2:
Ethyl 3-(cyclohexylmethoxy)benzoat (16Rv): 500 mg  (1.52 mmol)
KOH: 487 mg  (8.68 mmol)

Ansatz (ASV 9): Amidierung der Benzoesaurederivate

3-(Cyclohexylmethoxy)benzoesadure (16R): 350 mg  (1.30 mmol)
HOBt: 53mg (388 pmol)
EDC-HCI: 323mg  (1.68 mmol)
2-Aminoethanol: 155 uL (2.59 mmol)
Aussehen: farbloses Ol

Summenformel: Ci6H23NO;

Molekiilmasse: 277.4 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

SV 1: R¢ = 0.85 (PE:EtOAc = 10:1).
SV 2: R¢=0.31 (PE:EtOAc = 10:1, 5 % FA).
ASV 9: R¢=0.10 (PE:EtOAc = 1:1).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 100:0 bis 0:100
ASV 9: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
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Ausbeute:

SV 1: 640 mg (2.44 mmol / 81 %).
SV 2: 540 mg (2.31 mmol /94 %).
ASV 9: 450mg (1.62 mmol / 79 %).

Spektroskopische Daten zu 27E:

IR (ATR, ¥ [em™]): 3310 (w), 3065 (w), 2921 (m), 2851 (w), 1636 (m), 1600 (m), 1539 (m),
1240 (s), 1159 (m), 1023 (s), 828 (w).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.27-7.36 (m, 3H, benzamid-CH-2”,5”,6”), 7.00-7.04 (m, 1H, benzamid-CH-4"), 6.65 (s, 1H,
NH-CO-Ar), 3.81-3.85 (m, 2H, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 3.79 (d, 1H, cyclohexyl-CH), 3.59-3.65 (m, 2H,
0-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 2.23 (s, 1H, OH), 1.66-1.92 (m, 5H, cyclohexyl-CH,), 1.14-1.38 (m, 3H,
cyclohexyl-CH,), 0.98-1.12 (m, 2H, cyclohexyl-CH,).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

168.5 (1C, NH-CO-Ar), 159.6 (1C, benzamid-C,-3”), 135.5 (1C, benzamid-C,-1”), 129.5 (1C,
benzamid-CH-5""), 118.5 (1C, benzamid-CH-6"), 118.3 (1C, benzamid-CH-4"), 113.0 (1C,
benzamid-CH-2"), 73.7 (1C, cyclohexyl-CH), 62.5 (1C, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 42.9 (1C,
O-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 29.9 (2C, cyclohexyl-CH,), 26.5 (1C, cyclohexyl-CH,), 25.8 (2C,

cyclohexyl-CH,).

2-(3-(Cyclohexylmethoxy)benzoylamino)ethyl (S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (S-28E)

Ansatz (ASV 3):

SV 1
(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure: 338 mg  (1.48 mmol)
DMAP: 36mg (295 pmol)
EDC-HCI: 368 mg  (1.92 mmol)
3-(Cyclohexylmethoxy)-N-(2-hydroxyethyl)benzamid (27E): 450mg  (1.62 mmol)
SV 2

1-tert-Butyl 2-(2-(3-(cyclohexylmethoxy)benzoylamino)ethyl)

(S)-piperidin-1,2-dicarboxylat (S-29E): 640mg  (1.31 mmol)
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2-(3-(Cyclohexylmethoxy)benzoylamino)ethyl (S)-piperidin-

2-carboxylat (S-30E): 500mg  (1.29 mmol)

Benzylsulfonsaurechlorid: 245 mg  (1.29 mmol)
DIPEA: 657 uL  (3.86 mmol)
Aussehen: farbloses Ol
Summenformel: C,gH3gN,00S
Molekiilmasse: 578.7 g/mol

5! 3
.
S-28E
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):
SV 1. R¢=0.32 (PE:EtOAC = 3:1).
SV 2: R¢=0.06 (PE:EtOAc = 1:1, 5 % NEt3).
SV 3: R¢=0.53 (PE:EtOAC = 1:1).
Flash-Chromatographie (Kieselgel):
SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:
SV 1: 640 mg (1.31 mmol /89 %).
SV 2: 500 mg (1.29 mmol /98 %).
SV 3: 540 mg (995 umol / 77 %).
Analytische und spektroskopische Daten zu S-28E:
Reinheit (HPLC): > 99 % (Methode Il).
LogP (HPLC): 4.0
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3363 (w), 3065 (w), 3034 (w), 2924 (w), 2853 (w), 1736 (m), 1646 (m),

1580 (m), 1531 (m), 1447 (m), 1335 (m), 1176 (m), 1147 (m), 1126 (s),
739 (m), 696 (s).
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'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

7.38-7.46 (m, 7H, benzamid-CH-2"’, 6", benzyl-CH), 7.29-7.34 (m, 1H, benzamid-CH-5"), 7.01-7.06
(m, 1H, benzamid-CH-2", NH-CO-Ar), 4.44-4.52 (m, 1H, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 4.21-4.33 (m, 4H,
0O-CH,-CH,-NH-CO-Ar, benzyl-CH,, pip-CH-2), 3.72-3.88 (m, 1H, cyclohexyl-CH,
O-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 3.31-3.40 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.11 (ddd, 1H, ¥=12.8, ¥=2.9, 12.7,
pip-CH,-6), 2.11-2.19 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.02-1.95 (m, 15H, cyclohexyl-CH,, pip-CH,-3, 4, 5).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.3 (1C, CO-O-CH,), 167.4 (1C, NH-CO-Ar), 159.5 (1C, benzamid-C,-3”), 135.4 (1C,
benzamid-C,-1”), 130.8 (2C, benzyl-CH-2’,6), 129.3 (1C, benzamid-CH-5”), 129.1 (1C,
benzyl-C,-1’), 128.8 (1C, benzyl-CH-4’), 128.6 (2C, benzyl-CH-3, 5’), 118.9 (1C, benzamid-CH-6"),
118.4 (1C, benzamid-CH-4"), 113.0 (1C, benzamid-CH-2""), 73.6 (1C, cyclohexyl-CH), 64.7 (1C,
0O-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 59.1 (1C, benzyl-CH,), 56.5 (1C, pip-CH-2), 44.0 (1C, pip-CH,-6), 38.9 (1C,
0-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 29.9 (2C, cyclohexyl-CH,), 27.2 (1C, pip-CH,-3), 26.5 (1C, cyclohexyl-CH,),
25.8 (2C, cyclohexyl-CH,), 24.6 (1C, pip-CH,-5), 20.1 (1C, pip-CH,-4).

2-(4-Hydroxy-3-methoxybenzoylamino)ethyl (S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (S-28F)

Ansatz (ASV 10):

SV.1:

4-(Benzyloxy)-3-methoxybenzoesaure (160): 400 mg  (1.55 mmol)
HOBt: 35mg (258 umol)
EDC-HCI: 322mg  (1.68 mmol)
2-Aminoethanol: 93 uL (1.55 mmol)
2. Zugabe;

(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure: 296 mg  (1.29 mmol)
DMAP: 32mg (258 umol)
EDC-HCI: 322mg  (1.68 mmol)
SV 2:

2-(2-(4-(Benzyloxy)-3-methoxybenzoylamino)ethyl) 1-tert-butyl

(S)-piperidin-1,2-dicarboxylat (S-29F): 180mg (351 pmol)
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2-(4-(Benzyloxy)-3-methoxybenzoylamino)ethyl (S)-piperidin-2-

carboxylat (S-30F):
Benzylsulfonsaurechlorid:
DIPEA:

Ansatz (ASV 6):

2-(4-(Benzyloxy)-3-methoxybenzoylamino)ethyl
(S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (S-28Fv):

140 mg (339 umol)

65mg (339 umol)
173 pL (1.02 mmol)

160mg (282 umol)

Aussehen: weiller Feststoff
Summenformel: Cy3H,5N,05S
Molekiilmasse: 576.5 g/mol

Schmp: 74-79 °C (PE:EtOAc).

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

SV 1: R¢ = 0.54 (PE:EtOAc = 1:2).
SV 2: Rf = 0.07 (PE:EtOAc = 1:5, 5 % NEt).
SV 3: R¢=0.50 (PE:EtOAC = 1:2).
ASV 6: R¢=0.32 (PE:EtOAC = 1:2).

5-28F

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
ASV 6: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:

SV 1: 180 mg (351 umol /27 %).

SV 2: 140 mg (339 umol /97 %).

SV 3: 160 mg (282 umol / 83 %).

ASV 6: 50mg (105 umol / 37 %).

Analytische und spektroskopische Daten zu S-28F:

Reinheit (HPLC): 97 % (Methode II).

Enantiomerrenreinheit (HPLC): > 99 % (Methode ).

LogP (HPLC): 1.3
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IR (ATR, ¥ [cm™]): 3397 (w), 2942 (w), 2857 (w), 1736 (m), 1636 (m), 1590 (m), 1505 (m),
1379 (m), 1282 (m), 1176 (m), 1124 (s), 737 (m), 697 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.47 (d, 1H, J = 2.0, benzamid-CH-6"), 7.36-7.41 (m, 6H, benzamid-CH-2", benzyl-CH), 7.02 (t, 1H,
®J=5.6, NH-CO-Ar), 6.90 (d, 1H, * =8.3, benzamid-CH-3"), 5.94 (s, 1H, OH), 4.45 (ddd, 1H,
2J=11.2, *J = 3.4, 6.4, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 4.17-4.29 (m, 4H, benzyl-CH,, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar,
pip-CH-2), 3.92 (s, 3H, p-O-CHs), 3.68-3.85 (m, 2H, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 3.27-3.36 (m, 1H,
pip-CH,-6), 3.08 (ddd, 1H, =12.7, */=3.1, 12.7, pip-CH,-6), 2.09-2.18 (m, 1H, pip-CH,-3),
1.30-1.69 (m, 4H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.10-1.28 (m, 1H, pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

176.0 (1C, NH-CO-Ar), 171.2 (1C, CO-O-CH,), 148.7 (1C, benzamid-C,-4”), 146.3 (1C,
benzamid-C,-5""), 130.8 (2C, benzyl-CH-2’, 6’), 129.0 (1C, benzyl-C,-1’), 128.9 (1C, benzyl-CH-4’),
128.7 (2C, benzyl-CH-3’, 5’), 126.2 (1C, benzamid-C,-1"), 120.7 (1C, benzamid-CH-2""), 113.9 (1C,
benzamid-CH-3"), 110.4(1C, benzamid-CH-6"), 64.9 (1C, 0O-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 59.1 (1C,
benzyl-CH,), 56.6 (1C, pip-CH-2), 56.1 (1C, p-O-CHs), 44.1 (1C, pip-CH,-6), 38.8 (1C,
0-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 27.1 (1C, pip-CH,-3), 24.6 (1C, pip-CH,-5), 20.1 (1C, pip-CH,-4).

(S)-1-(Nicotinoylamino)propan-2-yl (S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (5-28G)

Ansatz (ASV 10):

SV.1:

Nicotinsaure: 300mg  (2.44 mmol)
HOBt: 55mg (406 pmol)
EDC-HCI: 506 mg  (2.64 mmol)
(S)-1-Aminopropan-2-ol: 191 pL (2.44 mmol)
2. Zugabe:

(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure: 466 mg  (2.03 mmol)
DMAP: 50mg (406 umol)
EDC-HCI: 506 mg  (2.64 mmol)
SV 2

1-tert-Butyl 2-((S)-1-(nicotinoylamino)propan-2-yl) (S)-piperidin-

1,2-dicarboxylat (5-29G): 100mg (255 wmol)
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(S)-1-(Nicotinoylamino)propan-2-yl (S)-piperidin-

2-carboxylat (5-30G): 60mg (206 pmol)

Benzylsulfonsaurechlorid: 39mg (206 umol)
DIPEA: 105uL (618 pmol)
Aussehen: farbloses Ol 4

Summenformel: Cy,Hy7N30sS

Molekilmasse: 445.5 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

5 3
SV 1: R¢=0.23 (PE:EtOAc = 1:10). 4
SV 2: R¢ = 0.28 (PE:EtOAC = 1:10, 5 % NEts). 5-28G
SV 3: R¢ = 0.65 (PE:EtOAC = 1:10).
Flash-Chromatographie (Kieselgel):
SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100
SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100
Ausbeute:
SV 1: 440 mg (1.12 mmol / 55 %).
SV 2: 60 mg (206 umol / 81 %).
SV 3: 60 mg (135 umol / 65 %).
Analytische und spektroskopische Daten zu 5-28G:
Reinheit (HPLC): 98 % (Methode I).
LogP (HPLC): 1.5
IR (ATR, ¥ [em™]): 3362 (w), 3062 (W), 3034 (w), 2935 (w), 2860 (w), 1732 (m), 1655 (m),

1591 (m), 1537 (m), 1496 (m), 1455 (m), 1321 (m), 1198 (m), 1179 (m),
1147 (m), 1124 (s), 738 (m), 698 (s).

'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

9.12 (dd, 1H, “=23, °/=0.8, nicotinamid-CH-2”"), 8.70 (dd, 1H, */=4.8, %=1.7,
nicotinamid-CH-4"), 8.18 (ddd, 1H, */=8.0, “J=1.7, 2.3, nicotinamid-CH-6"), 7.36-7.44 (m, 6H,
benzyl-CH, NH-CO-Ar), 7.32 (ddd, 1H, 3/=4.8, 8.0, *J= 0.8, nicotinamid-CH-5"), 5.14 (dq, 1H,
*J=2.7, 6.4, O-CH(CHs)-CH,-NH-CO-Ar), 4.25 (s, 2H, benzyl-CH,), 4.07 (d, 1H, */ = 3.0, pip-CH-2),

3.80 (ddd, 1H, % =14.3, ®J = 2.7, 6.4, O-CH(CH;)-CH,-NH-CO-Ar), 3.57 (ddd, 1H, /= 14.3, */ = 6.0,
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6.9, O-CH(CH;)-CH,-NH-CO-Ar), 3.27-3.35 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.09 (ddd, 1H, %/ =12.9, %/ = 2.7, 13.0,
pip-CH,-6), 2.09-2.18 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.56-1.66 (m, 2H, pip-CH,-4, 5), 1.22-1.41 (m, 5H,
pip-CH,-3, 5, O-CH(CHs)-CH,-NH-CO-Ar), 0.99-1.16 (m, 1H, pip-CH,-4).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

170.7 (1C, CO-O-CH,), 166.0 (1C, NH-CO-Ar), 152.0 (1C, nicotinamid-CH-4"), 148.8 (1C,
nicotinamid-CH-2"), 135.3 (1C, nicotinamid-CH-6""), 130.7 (2C, benzyl-CH-2’,6’), 129.7 (1C,
nicotinamido-C,-1"), 128.9 (2C, benzyl-C,-1’, benzyl-CH-4’), 128.7 (2C, benzyl-CH-3’, 5%), 123.1 (1C,
nicotinamid-CH-5"), 72.2 (1C, O-CH(CHs)-CH,-NH-CO-Ar), 59.3 (1C, benzyl-CH,), 56.9 (1C,
pip-CH-2), 44.2 (1C, pip-CH,-6), 43.5 (1C, O-CH(CHs)-CH,-NH—CO-Ar), 27.6 (1C, pip-CH,-3), 25.0
(1C, pip-CH,-5), 20.1 (1C, pip-CH,-4), 17.2 (1C, O-CH(CH5)-CH,-NH-CO-Ar).

(R)-1-(Nicotinoylamino)propan-2-yl (S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (S-28H)

Ansatz (ASV 10):

SV.1:

Nicotinsaure: 300mg  (2.44 mmol)
HOBt: 55mg (406 pmol)
EDC-HCl: 506 mg  (2.64 mmol)
(R)-1-Aminopropan-2-ol: 189 plL (2.44 mmol)
2. Zugabe:

(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure: 466 mg  (2.03 mmol)
DMAP: 50mg (406 pumol)
EDC-HCI: 506 mg  (2.64 mmol)
SV 2

1-tert-Butyl 2-((R)-1-(nicotinoylamino)propan-2-yl) (S)-piperidin-

1.
1,2-dicarboxylat (S-29H): 540mg  (1.38 mmol)

(R)-1-(Nicotinoylamino)propan-2-yl (S)-piperidin-
2-carboxylat (S-30H):

Benzylsulfonsaurechlorid: 262 mg  (1.37 mmol)
DIPEA: 700 uL (4.12 mmol)

400 mg  (1.37 mmol)

306



Experimentalteil

Aussehen: farbloses Ol 4
Summenformel: C,,H57N;505S
Molekiilmasse: 445.5 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

5 3
SV 1: R¢ = 0.55 (EtOAc:MeOH = 1:10). 4
SV 2: R¢=0.08 (PE:EtOAc = 1:10, 5 % NEt;). 5-28H
SV 3: R¢ = 0.60 (PE:EtOAc = 1:10).
Flash-Chromatographie (Kieselgel):
SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100
SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100
Ausbeute:
SV 1: 540 mg (1.38 mmol /68 %).
SV 2: 400mg (1.37 mmol /99 %).
SV 3: 430 mg (965 umol / 70 %).
Analytische und spektroskopische Daten zu S-28H:
Reinheit (HPLC): > 99 % (Methode ).
LogP (HPLC): 1.5
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3349 (w), 3062 (w), 3032 (w), 2939 (w), 2860 (w), 1733 (m), 1651 (m),

1592 (m), 1538 (m), 1455 (m), 1321 (m), 1198 (m), 1179 (m), 1147 (m),
1125 (m), 738 (m), 698 (s).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

9.11 (dd, 1H, “=23, °/=0.8, nicotinamid-CH-2”"), 871 (dd, 1H, */=4.8, %=1.7,
nicotinamid-CH-4""), 8.17 (ddd, 1H, ¥/ =8.0, “J=1.7, 2.3, nicotinamid-CH-6"), 7.35-7.41 (m, 5H,
benzyl-CH), 7.22 (t, 1H, */=5.0, NH-CO-Ar), 7.33 (ddd, 1H, */=4.8, 8.0, */=0.8,
nicotinamid-CH-5"), 5.06-5.15 (m, 1H, O-CH(CH;)-CH,-NH-CO-Ar), 4.19-4.25 (m, 3H, benzyl-CH,,
pip-CH-2), 3.65-3.77 (m, 2H, O-CH(CH;)-CH,-NH-CO-Ar), 3.23-3.31 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.04 (ddd,
1H, /=125, =28, 12.7, pip-CH»-6), 2.03-2.10 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.54-1.64 (m, 2H,
pip-CH,-4, 5), 1.22-1.46 (m, 6H, O-CH(CH;)-CH,-NH-CO-Ar, pip-CH,-3, 5, 4).
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BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

170.7 (1C, CO-O-CH,), 166.0 (1C, NH-CO-Ar), 152.2 (1C, nicotinamid-CH-4""), 148.7 (1C,
nicotinamid-CH-2"), 135.2 (1C, nicotinamid-CH-6"), 130.8 (2C, benzyl-CH-2’,6’), 129.7 (1C,
nicotinamido-C,-1”), 129.0 (1C, benzyl-C-1’), 128.8 (1C, benzyl-CH-4’), 128.6 (2C,
benzyl-CH-3’, 5’), 123.2 (1C, nicotinamid-CH-5"), 71.7 (1C, O-CH(CHj3)-CH,-NH-CO-Ar), 59.0 (1C,
benzyl-CH,), 56.5 (1C, pip-CH-2), 44.2 (1C, pip-CH,-6), 44.1 (1C, O-CH(CH;)-CH,-NH—CO-Ar), 26.7
(1C, pip-CH,-3), 24.6 (1C, pip-CH,-5), 19.8 (1C, pip-CH,-4), 17.0 (1C, O-CH(CH3)-CH,-NH-CO-Ar).

(S)-1-(3,4,5-Trimethoxybenzoylamino)propan-2-yl (S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat
(S-28l)

Ansatz (ASV 10):

SV.1:

3,4,5-Trimethoxybenzoesaure: 300mg  (1.41 mmol)
HOBt: 32mg (236 pmol)
EDC-HCl: 294mg  (1.53 mmol)
(S)-1-Aminopropan-2-ol: 111 pL (1.41 mmol)
2. Zugabe:

(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure: 270mg  (1.18 mmol)
DMAP: 29mg (236 pmol)
EDC-HCI: 294mg  (1.53 mmol)
SV 2

1-tert-Butyl 2-((S)-1-(3,4,5-Trimethoxybenzoylamino)propan-2-yl) (S)-

piperidin-1,2-dicarboxylat (S-29I): 450mg (936 pmol)

(5)-1-(3,4,5-Trimethoxybenzoylamino)propan-2-yl (S)-piperidin-2-
carboxylat (S-301):
Benzylsulfonsaurechlorid: 175mg (920 umol)

DIPEA: 469 uL (2.76 mmol)

350mg (920 pmol)

308



Experimentalteil

Aussehen: weiller Feststoff
Summenformel: Cy6H34N,04S
Molekiilmasse: 534.6 g/mol

Schmp: 67-70 °C (PE:EtOAc).

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

S-28l
SV 1: R¢ = 0.64 (PE:EtOAC = 1:5).
SV 2: R¢=0.12 (PE:EtOAc = 1:1, 5 % NEts).
SV 3: R¢=0.18 (PE:EtOACc = 1:1).
Flash-Chromatographie (Kieselgel):
SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 60:40 bis 0:100
SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:
SV 1: 450 mg (936 umol / 79 %).
SV 2: 350 mg (920 umol /98 %).
SV 3: 400 mg (748 umol / 81 %).
Analytische und spektroskopische Daten zu S-28I:
Reinheit (HPLC): > 99 % (Methode ).
LogP (HPLC): 2.1
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3392 (w), 3062 (w), 2943 (w), 2861 (w), 1732 (m), 1650 (m), 1583 (m),

1497 (m), 1333 (m), 1180 (m), 1122 (s), 764 (w), 698 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.33-7-42 (m, 5H, benzyl-CH), 7.13-7.18 (m, 3H, benzamid-CH-2", 6", NH-CO-Ar), 5.14 (dqg, 1H,

*)=2.7, 6.4, O-CH(CH5)-CH,-NH-CO-Ar), 4.22 (AB-Spinsystem, 1H, %J,5 = 14.0, benzyl-CH,), 4.19

(AB-Spinsystem, 1H, %J,5=14.0, benzyl-CH,), 4.11 (d, 1H, *=4.0, pip-CH-2), 3.90 (s, 6H,

2 x m-O-CH;), 3.89 (s, 3H, p-O-CH;), 3.80 (ddd, 1H, %/ =14.3, 3/ = 2.6, 5.0, O-CH(CH;)-CH,-NH-Ar),

3.58 (ddd, 1H, % = 14.3,%*/ = 6.0, 6.9, O-CH(CH5)-CH,-NH-CO-Ar), 3.27-3.34 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.12

(ddd, 1H ¥ =12.9, 3/=2.9, 13.0, pip-CH,-6), 2.14-2.21 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.60-1.69 (m, 1H,

pip-CH,-5), 1.29-1.44 (m, 6H, O-CH(CHs)-CH,-NH-CO-Ar, pip-CH,-3, 4, 5), 1.03-1.15 (m, 1H,

pip-CH,-4).
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BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

170.6 (1C, CO-O-CH,), 167.0 (1C, NH-CO-Ar), 153.0 (2C, benzamid-C,-3”,5”), 140.8 (1C,
benzamid-C,-4”’), 130.7 (2C, benzyl-CH-2’,6’), 129.3 (1C, benzamid-C,-1”), 129.0 (1C,
benzyl-C,-1’), 128.8 (1C, benzyl-CH-4’), 1287 (2C, benzyl-CH-3’,5’), 104.7 (2C,
benzamid-CH-2", 6”), 72.6 (1C, O-CH(CHs)-CH,-NH-CO-Ar), 60.9 (1C, p-O-CHs;), 59.3 (1C,
benzyl-CH,), 56.9 (1C, pip-CH-2), 56.2 (2C, 2 x m-O-CHj), 44.3 (1C, O-CH(CH;)-CH,-NH-CO-Ar), 43.7
(1C, pip-CH»-6), 27.1 (1C, pip-CH,-3), 24.6 (1C, pip-CH,-5), 20.1 (1C, pip-CH»-4), 17.3 (1C,
0O-CH(CHs)-CH,-NH-CO-Ar).

(R)-1-(3,4,5-Trimethoxybenzoylamino)propan-2-yl (S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat
(S-28))

Ansatz (ASV 10):

SV 1:

3,4,5-Trimethoxybenzoesaure: 300mg  (1.41 mmol)
HOBt: 32mg (236 pmol)
EDC-HCl: 294mg  (1.53 mmol)
(R)-1-Aminopropan-2-ol: 109 pL (1.41 mmol)
2. Zugabe:

(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure: 270mg  (1.18 mmol)
DMAP: 29mg (236 pmol)
EDC-HCI: 294 mg  (1.53 mmol)
SV2

1-tert-Butyl 2-((R)-1-(3,4,5-trimethoxybenzoylamino)propan-2-yl)

(S)-piperidin-1,2-dicarboxylat (5-29J): 310mg (645 umol)

(R)-1-(3,4,5-Trimethoxybenzoylamino)propan-2-yl (S)-piperidin-2-
carboxylat (5-30J):
Benzylsulfonsaurechlorid: 120mg (631 umol)

DIPEA: 322 uL (1.89 mmol)

240 mg (631 umol)
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Aussehen: weilder Feststoff
Summenformel: Cy6H34N,04S
Molekiilmasse: 534.6 g/mol
Schmp: 68—73 °C (PE:EtOAC).
5 3
. : e
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel): 5-28)
SV 1: R¢=0.27 (PE:EtOAc = 1:1).
SV 2: R¢=0.08 (PE:EtOAc = 1:1, 5 % NEts).
SV 3: R¢=0.19 (PE:EtOACc = 1:1).
Flash-Chromatographie (Kieselgel):
SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:
SV 1: 310 mg (645 umol / 55 %).
SV 2: 240 mg (631 umol /98 %).
SV 3: 230 mg (430 umol / 68 %).
Analytische und spektroskopische Daten zu S-28):
Reinheit (HPLC): > 99 % (Methode II).
LogP (HPLC): 2.0
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3357 (w), 3055 (w), 2937 (w), 2861 (w), 1733 (m), 1645 (m), 1584 (m),

1497 (m), 1455 (m), 1334 (s), 1179 (m), 1147 (m), 1122 (s), 736 (m),
698 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.33-7-39 (m, 5H, benzyl-CH), 7.12 (s, 2H, benzamid-CH-2", 6"), 7.00 (t, 1H, 3/=5.8, NH-CO-Ar),
5.09 (dg, 1H, */=3.0, 6.3, O-CH(CH;)-CH,-NH-CO-Ar), 4.21 (AB-Spinsystem, 1H, /.5 =13.8,
benzyl-CH,), 4.18 (AB-Spinsystem, 1H, 2,5 =13.8, benzyl-CH,), 4.24-4.28 (m, 1H, pip-CH-2), 3.88 (s,
6H, 2xm-O-CH;), 3.87 (s, 3H, p-O-CH;), 3.64 (ddd, 1H, %=14.4, *=3.0, 5.1,
O-CH(CHs)-CH,-NH-Ar), 3.23-3.30 (m, 1H, O-CH(CHs5)-CH,-NH-CO-Ar, pip-CH,-6), 3.01 (ddd, 1H
2)=12.8, 3%/ =2.8, 12.8, pip-CH,-6), 2.02-2.12 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.52-1.66 (m, 1H, pip-CH,-4, 5),
1.21-1.48 (m, 6H, O-CH(CH;)-CH,-NH-CO-Ar, pip-CH,-3, 4, 5).
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BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

170.7 (1C, CO-O-CH,), 167.4 (1C, NH-CO-Ar), 153.0 (2C, benzamid-C,-3”,5”), 140.8 (1C,
benzamid-C,-4”’), 130.7 (2C, benzyl-CH-2’,6’), 129.4 (1C, benzamid-C,-1”), 1289 (1C,
benzyl-C,-1’), 128.8 (1C, benzyl-CH-4’), 128.6 (2C, benzyl-CH-3’,5’), 104.6 (2C,
benzamid-CH-2", 6”), 72.0 (1C, O-CH(CHs)-CH,-NH-CO-Ar), 60.9 (1C, p-O-CHs;), 59.0 (1C,
benzyl-CH,), 56.5 (1C, pip-CH-2), 56.3 (2C, 2 x m-O-CH;), 44.1 (2C, O-CH(CHs)-CH,-NH-CO-Ar,
pip-CH,-6), 26.9 (1C, pip-CH,-3), 24.6 (1C, pip-CH,-5), 20.0 (1C, pip-CH-4), 17.0 (1C,
0O-CH(CHs)-CH,-NH-CO-Ar).

6.4.6 Synthese racemischer und S-Enantiomerer 1-(Benzylsulfonyl)piperidin-

2-carboxylamino-Derivate

1-(Benzylsulfonyl)-N-(2-hydroxyethyl)piperidin-2-carboxamid (32A)

Nach einer modifizierten Vorschrift von Flynnetal'® wurden 200mg (706 umol)
(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a) in 20 mL abs. CH,Cl, vorgelegt und unter
Eiskiihlung und Rihren 176 mg (918 umol) EDC-HCI, 38 mg (282 umol) HOBt und 42 pL (706 umol)
2-Aminoethanol zugegeben. Nach vollstandiger Umsetzung (DC, R; = 0.24, PE:EtOAc = 1:10) wurde
das Reaktionsgemisch und Flash-chromatographisch (Kieselgel, Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis
0:100) gereinigt.

4

Aussehen: farbloses Ol ’ q H
1 2 N
6 V\
Summenformel: Ci5H5,N,04S 0 'Tl ]/ OH
S 0
Molekiilmasse: 326.4 g/mol it
6' 2
Reaktionskontrolle:  R¢=0.24 (PE:EtOAc = 1:10). s 3
.
Ausbeute: 150 mg (460 pmol / 65 %). 32A
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3323 (w), 3062 (w), 3031 (w), 2940 (w), 2860 (w), 1652 (m), 1509 (m),

1336 (m), 1189 (m), 1141 (s), 1126 (m), 739 (m), 697 (m).
'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.34-7.47 (m, 5H, benzyl-CH), 6.68 (s, 1H, CO-NH), 4.26-4.36 (m, 3H, benzyl-CH,, pip-CH-2),
3.64-3.68 (M, 2H, NH-CH,-CH,-0), 3.54-3.60 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.25-3.45 (m, 2H, NH-CH,-CH,-O),
3.07 (ddd, & =13.6, 3/=2.9, 13.6, 1H, pip-CH,-6), 2.88 (s, 1H, OH), 2.14-2.24 (m, 1H, pip-CH,-3),
1.17-1.64 (m, 5H, pip-CH,-3, 4, 5).
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BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.1 (1C, CO-NH), 130.7 (2C, benzyl-CH-2’,6), 1289 (1C, benzyl-C;1’), 128.8 (2C,
benzyl-CH-3’, 5’), 128.7 (1C, benzyl-CH-4’), 62.0 (1C, NH-CH,-CH,-0), 58.5 (1C, benzyl-CH,), 56.3
(1C, pip-CH-2), 43.8 (1C, pip-CH,-6), 42.5 (1C, NH-CH,-CH,-0), 26.0 (1C, pip-CHy-3), 24.4 (1C,
pip-CH,-5), 19.8 (1C, pip-CH,-4).

(R, S)-2-(1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylamino)ethyl 3,4,5-trimethoxybenzoat (31A)

Ansatz (ASV 2):

3,4,5-Trimethoxybenzoesaure: 52 mg (245 pmol)
DMAP: 9mg (74 pmol)
EDC-HCI: 61 mg (319 umol)
g,zi))-.l—(BenzylsuIfonyl)—N—(Z—hydroxyethyl)p|per|d|n-2—carboxam|d 80 mg (245 pmol)

Aussehen: farbloses Ol X 4 .

Summenformel: CysH3,N,04S 6 Iil 2
0=

Molekilmasse: 520.6 g/mol O//S

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

Rf = 0.27 (PE:EtOAC = 1:1). ¥
31A
Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:
70mg (134 umol / 55 %).
Reinheit (HPLC): > 99 % (Methode Il).
LogP (HPLC): 1.9
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3377 (w), 3068 (w), 3034 (w), 2941 (w), 2867 (w), 1713 (m), 1674 (m),

1589 (m), 1503 (m), 1455 (m), 1330 (m), 1218 (m), 1181 (m), 1122 (s),
732 (m), 698 (m).
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'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

7.34-7-41 (m, 5H, benzyl-CH), 7.28 (s, 2H, benzoyl-CH-2”,6”), 6.74 (t, 1H, */=5.7, CO-NH),
4.32-4.38 (m, 2H, NH-CH,-CH,-0-CO-Ar), 4.24-4.29 (m, 3H, benzyl-CH,, pip-CH-2), 3.88 (s, 3H,
p-O-CHs), 3.85 (s, 6H, 2 x m-O-CHs), 3.51-3.69 (m, 3H, NH-CH,-CH,-0-CO-Ar, pip-CH,-6), 2.94 (ddd,
1H, 2=13.8, >/=2.8, 13.8, pip-CHy6), 2.19-2.26 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.16-1.61 (m, 5H,
pip-CH,-3, 4, 5).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

169.9 (1C, CO-NH), 166.1 (1C, CH,-CO-Ar), 152.9 (2C, benzoyl-C,-3”, 5”), 142.3 (1C, benzoyl-C,-4”),
130.6 (2C, benzyl-CH-2’, 6’), 128.9 (1C, benzyl-CH-4’), 128.8 (2C, benzyl-CH-3’,5’), 128.6 (1C,
benzyl-C,-1’), 124.6 (1C, benzoyl-C,-1”), 106.9 (2C, benzoyl-CH-2"”,6”), 63.6 (1C,
NH-CH,-CH,-0-CO-Ar), 60.8 (1C, p-O-CHs), 58.6 (1C, benzyl-CH,), 56.2 (3C, pip-CH-2, 2 x m-O-CH3),
43.6 (1C, pip-CH,-6), 38.9 (1C, NH-CH,-CH,-O-CO-Ar), 25.4 (1C, pip-CH,-3), 24.3 (1C, pip-CH,-5),
19.7 (1C, pip-CHy-4).

Allgemeine Synthesevorschrift (ASV 11): Verkiirzte Synthese der Enantiomeren-reinen
Benzylsulfonamide

Ein Aquivalent (S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsdure wurden in 20 mL abs. CH,Cl,
vorgelegt und unter Eiskiihlung 1.3 Aquivalente EDC-HCI, 0.2 Aquivalente HOBt und ein Aquivalent
des entsprechenden Aminoalkohols zugegeben. Nach 5 h Riihren wurden der Reaktion 0.9-1.0
Aquivalente einer Carbonsiure, 1.3 Aquivalente EDC-HCI, 0.2 Aquivalente DMAP unter Eiskiihlung
zugefiigt und bei RT gerihrt bis die Reaktion beendet war (DC-Kontrolle). Das Reaktionsgemisch
wurde Flash-chromatographisch (siehe zugehérige Tabelle) gereinigt. Das Produkt wurde ohne
weitere Charakterisierung in der folgenden Stufe eingesetzt. Synthesevorschrift 2 und 3 wurden

nach ASV 10 durchgefihrt.

(S)-2-(1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylamino)ethyl 3,4,5-trimethoxybenzoat (5-31A)

Ansatz (ASV 11):

SV.1:

(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure: 320mg  (1.40 mmol)
HOBt: 38mg (279 umol)
EDC-HCI: 348 mg  (1.81 mmol)
2-Aminoethanol: 84 uL (1.40 mmol)
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3,4,5-Trimethoxybenzoesaure:
DMAP:
EDC-HCI:

tert-Butyl 2-((2-((3,4,5-trimethoxybenzoyl)oxy)ethyl)carbamoyl)

(S)-piperidin-1-carboxylat (S-33A):

(S)-2-(Piperidin-2-carboxylamino)ethyl
3,4,5-trimethoxybenzoat (S-34A):
Benzylsulfonsaurechlorid:

267 mg  (1.26 mmol)
34mg (279 umol)
348 mg  (1.81 mmol)

220mg (472 pmol)

150 mg (409 umol)

78 mg (409 umol)

DIPEA: 209 uL (1.23 mmol)
Aussehen: gelbes Ol 4

Summenformel: Cy5H3,N,04S

Molekilmasse: 520.6 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

SV 1: R¢=0.18 (PE:EtOAc = 1:1).
SV 2: R = 0.05 (PE:EtOAc = 1:3, 5 % NEt3).
SV 3: R¢=0.25 (PE:EtOAc = 1:1).

S-31A

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:

SV 1: 220mg (472 umol / 34 %).

SV 2: 150 mg (409 umol / 87 %).

SV 3: 130 mg (250 umol / 61 %).

Analytische Daten zu S-31A:

Reinheit (HPLC): 99.1 % (Methode II).
LogP (HPLC): 1.9
Spektroskopische Unterschiede von 5-31A zu 31A:

IR (ATR, ¥ [cm™]):

3383 (w), 3065 (w), 2940 (w), 2868 (w), 1675 (m), 1147 (m), 1121 (s).
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'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

7.30 (s, 2H, benzoyl-CH-2", 6”), 6.72 (t, 1H, *J = 4.6, CO-NH-CH,), 3.90 (s, 3H, p-O-CH), 3.88 (s, 6H,
2 x m-O-CH3), 2.95 (ddd, 1H, %/ = 13.8, */ = 2.7, 13.8, pip-CH,-6).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

166.2 (1C, CH,-O-CO-Ar), 153.0 (2C, benzoyl-C,-3”,5”), 142.4 (1C, benzoyl-C,-4”), 130.7 (2C,
benzyl-CH-2’, 6’), 129.0 (1C, benzyl-C,-1’), 128.9 (2C, benzyl-CH-3’, 5’), 128.7 (1C, benzyl-CH-4’),
124.7 (1C, benzoyl-C,-1”), 107.0 (2C, benzoyl-CH-2"”, 6”), 63.7 (1C, NH-CH,-CH,-O-CO-Ar), 60.9
(1C, p-O-CH3), 58.7 (1C, benzyl-CH,), 56.3 (3C, pip-CH-2, 2 x m-O-CHs), 43.7 (1C, pip-CH,-6), 39.0
(1C, NH-CH,-CH,-O-CO-Ar), 24.4 (1C, pip-CH,-5), 19.8 (1C, pip-CH,-4).

(S)-2-(1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylamino)ethyl nicotinat (S-31B)

Ansatz (ASV 11):

SV.1:

(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure: 350mg  (1.53 mmol)
HOBL: 41mg (305 umol)
EDC-HCI: 380mg  (1.99 mmol)
2-Aminoethanol: 91 uL (1.53 mmol)
2. Zugabe:

Nicotinsaure: 169mg  (1.37 mmol)
DMAP: 37mg (305 pmol)
EDC-HCI: 380mg  (1.99 mmol)
SV2

(S)-2-(1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carboxylamino)ethyl

nicotinat (S-33B): 230mg (609 umol)

SV.3:

(S)-2-(Piperidin-2-carboxylamino)ethyl nicotinat (S-34B): 90mg (325 pmol)
Benzylsulfonsaurechlorid: 62mg (325 umol)
DIPEA: 166 pL (974 pmol)
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Aussehen:

Summenformel:

Molekilmasse:

gelbes Ol 4
Cy1H25N30sS

431.5 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

5 3
SV 1: R¢=10.33 (PE:EtOAC = 1:10). 4
5-31B
SV 2: R¢=0.25 (PE:EtOAc = 1:10, 5 % NEt;).
SV 3: R¢=0.27 (PE:EtOAc = 1:5).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 1. Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100
SV 3. Gradient: PE:EtOAc = 60:40 bis 0:100
Ausbeute:

SV 1: 230 mg (609 umol / 40 %).

SV 2: 90mg (325 umol /53 %).

SV 3. 130mg (301 umol / 93 %).

Analytische und spektroskopische Daten zu S-31B:

Reinheit (HPLC):
LogP (HPLC):

IR (ATR, ¥ [cm™]):

instabil (Methode IlI) siehe auch Stabilitat Kap. 3.6.1.1 u. 6.8.1.
1.2

3393 (w), 3062 (w), 3034 (w), 2942 (w), 2862 (w), 1720 (m), 1670 (m),
1591 (m), 1522 (m), 1496 (m), 1455 (m), 1325 (m), 1278 (s), 1197 (w),
1126 (s), 740 (m), 697 (s).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

9.23 (dd, 1H, %/ =2.2, °J = 0.8, nicotinat-CH-2""), 8.79 (dd, 1H, 3/ =4.9, *J = 1.7, nicotinat-CH-4""),

8.29-8.34 (m, 1H, nicotinat-CH-6""), 7.37-7.46 (m, 6H, nicotinat-CH-5", benzyl-CH), 6.67 (t, 1H,

3J=5.4, CO-NH), 4.43 (t, 1H, *J = 5.4, 2H, NH-CH,-CH,-O-CO-Ar), 4.31 (s, 2H, benzyl-CH,), 4.25 (d,

1H, 3/=5.1, pip-CH-2), 3.51-3.73 (m, 3H, NH-CH,-CH,-O-CO-Ar, pip-CH,-6), 2.89-2.99 (m, 1H,

pip-CH,-6), 2.19-2.27 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.16-1.62 (m, 5H, pip-CH,-3, 4, 5).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

170.1 (1C, CO-NH), 165.2 (1C, CH,-CO-Ar), 153.7 (1C, nicotinat-CH-4"’), 151.0(1C, nicotinat-CH-2""),

137.2 (1C, nicotinat-CH-6"), 130.7 (2C, benzyl-CH-2’, 6’), 129.0 (1C, benzyl-C;-1’), 128.9 (2C,

benzyl-CH-3’, 5’), 128.8 (1C, benzyl-CH-4’), 125.7 (1C, nicotinat-C,-1"), 123.3 (1C, nicotinat-CH-5"),
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63.8 (1C, NH-CH,-CH,-O-CO-Ar), 58.7 (1C, benzyl-CH,), 56.3 (1C, pip-CH-2), 43.8 (1C, pip-CH,-6),
38.8 (1C, NH-CH,-CH,-0-CO-Ar), 25.4 (1C, pip-CH,-3), 24.5 (1C, pip-CH,-5), 19.8 (1C, pip-CH,-4).

(S)-2-((S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylamino)propy! 3,4,5-trimethoxybenzoat (5-31C)

Ansatz (ASV 11):

SV.1:

(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure: 324 mg  (1.41 mmol)
HOBt: 35mg (283 umol)
EDC-HCI: 352mg  (1.84 mmol)
(S)-2-Aminopropan-1-ol: 109 uL (1.41 mmol)
2. Zugabe:

3,4,5-Trimethoxybenzoesaure: 300mg  (1.41 mmol)
DMAP: 35mg (283 umol)
EDC-HCI: 352mg  (1.84 mmol)
SV2

tert-Butyl (S)-2-(((S)-1-((3,4,5-trimethoxybenzoyl)oxy)propan-2-

yl)carbamoyl)piperidin-1-carboxylat (S-33C): 270mg (562 pmol)

(S)-2-((S)-Piperidin-2-carboxylamino)propy!

3,4,5-trimethoxybenzoat (S-34C): 210mg (552 pmol)

Benzylsulfonsadurechlorid: 105mg (552 umol)
DIPEA: 282 uL (1.66 mmol)
Aussehen: farbloses Ol L
Summenformel: CoeH34N504S 6 ’ij
O\ |

Molekiilmasse: 534.6 g/mol 8,

B
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

5 3
SV 1: R¢=0.18 (PE:EtOAc = 2:1). 4

S-31C

SV 2: R¢=0.13 (PE:EtOAc = 1:10, 5 % NEts).
SV 3: R¢=0.77 (PE:EtOAc = 1:10).
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Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 60:40 bis 0:100
Ausbeute:

SV 1: 270 mg (562 pmol / 40 %).

SV 2: 210 mg (552 pmol / 98 %).

SV 3: 220mg (412 umol / 75 %).

Analytische und spektroskopische Daten zu S-31C:

Reinheit (HPLC): > 99 % (Methode Il).
LogP (HPLC): 2.1
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3364 (w), 3031 (w), 2941 (w), 2861 (w), 1731 (m), 1673 (m), 1589 (m),

1503 (m), 1455 (m), 1331 (s), 1218 (s), 1182 (m), 1147 (m), 1123 (s),
732 (m), 698 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.36-7-44 (m, 5H, benzyl-CH), 7.30 (s, 2H, benzoyl-CH-2", 6"), 6.61 (d, 1H, }=7.9, CO-NH),
4.22-4.43 (m, 6H, NH-CH(CHj3)-CH,-0O-CO-Ar, NH-CH(CH;)-CH,-O-CO-Ar benzyl-CH,, pip-CH-2), 3.90
(s, 3H, p-O-CHs), 3.87 (s, 6H, 2 x m-O-CH;), 3.57-3.65 (m, 1H, pip-CH,-6), 2.99 (ddd, 1H % =13.3,
=27, 133, pip-CH»-6), 2.16-2.25 (m, 1H, pip-CH»-3), 1.19-1.63 (m, 8H,
NH-CH(CH;)-CH,-O-CO-Ar, pip-CH,-3, 4, 5).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

169.3 (1C, CO-NH), 166.3 (1C, CH,-CO-Ar), 153.0 (2C, benzoyl-C,-3”, 5”), 142.4 (1C, benzoyl-C,-4”),
130.7 (2C, benzyl-CH-2’,6’), 129.0 (1C, benzyl-C,-1’), 128.8 (2C, benzyl-CH-3’,5’), 128.7 (1C,
benzyl-CH-4’), 124.7 (1C, benzoyl-C,-1”), 104.0 (2C, benzoyl-CH-2”,6"”), 67.2 (1C,
NH-CH(CHs)-CH,-0-CO-Ar), 60.9 (1C, p-O-CHs), 58.8 (1C, benzyl-CH,), 56.32 (1C, pip-CH-2), 56.26
(2C, 2 x m-0-CH3), 44.8 (1C, NH-CH(CH3)-CH,-0-CO-Ar), 44.7 (1C, pip-CH,-6), 25.6 (1C, pip-CH,-3),
24.6 (1C, pip-CH,-5), 19.8 (1C, pip-CH,-4), 17.4 (1C, NH-CH(CHs)-CH,-O-CO-Ar).
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(R)-2-((S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylamino)propyl 3,4,5-trimethoxybenzoat (5-31D)

Ansatz (ASV 11):

SV.1:

(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure: 324mg  (1.41 mmol)
HOB: 38mg (283 pmol)
EDC-HCI: 352mg  (1.84 mmol)
(R)-2-Aminopropan-1-ol: 109 pL (1.41 mmol)
2. Zugabe:

3,4,5-Trimethoxybenzoesaure: 300mg  (1.41 mmol)
DMAP: 35mg (283 pmol)
EDC-HCI: 352mg  (1.84 mmol)
SV2

tert-Butyl (S)-2-(((R)-1-((3,4,5-trimethoxybenzoyl)oxy)propan-2-
yl)carbamoyl)piperidin-1-carboxylat (S-33D): 340mg (708 pmol)

(R)-2-((S)-Piperidin-2-carboxylamino)propy!

2 I
3,4,5-trimethoxybenzoat (S-34D): 60mg (683 umol)

Benzylsulfonsaurechlorid: 130mg (683 umol)
DIPEA: 349 uL (2.05 mmol)
Aussehen: farbloses Ol 4

Summenformel: Cy6H3aN,04S

Molekilmasse: 534.6 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):
SV 1: R¢=0.47 (PE:EtOAc = 1:1). 4

S-31D
SV 2: R; = 0.16 (PE:EtOAc = 1:1, 5 % NEts).
SV 3: R = 0.36 (PE:EtOAC = 1:1).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
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Ausbeute:

SV 1: 340 mg (708 umol / 50 %).
SV 2: 260 mg (683 umol / 97 %).
SV 3: 290 mg (542 umol / 79 %).

Analytische und spektroskopische Daten zu S-31D:

Reinheit (HPLC): > 99 % (Methode Il).
LogP (HPLC): 2.1
IR (ATR, ¥ [em™]): 3356 (w), 3009 (w), 2939 (w), 2861 (w), 1713 (m), 1674 (m), 1588 (m),

1504 (m), 1455 (m), 1415 (m), 1331 (s), 1218 (s), 1181 (m), 1121 (s),
732 (m), 696 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.36-7-44 (m, 5H, benzyl-CH), 7.30 (s, 2H, benzoyl-CH-2”,6"”), 6.59 (d, 1H, */=8.1, CO-NH),
4.33-4.46 (m, 2H, NH-CH(CH;)-CH,-O-CO-Ar, NH-CH(CH;)-CH,-O-CO-Ar), 4.22-4.28 (m, 4H,
benzyl-CH,, NH-CH(CH;)-CH,-0-CO-Ar, pip-CH-2), 3.90 (s, 3H, p-O-CHs), 3.88 (s, 6H, 2 x m-O-CHs),
3.51-3.58 (m, 1H, pip-CH,-6), 2.88 (ddd, °J = 13.8, */ = 2.8, 13.8, 1H, pip-CH,-6), 2.21-2.28 (m, 1H,
pip-CH,-3), 1.51-1.58 (m, 1H, pip-CH,-4), 1.13-1.42 (m, 7H, NH-CH(CHs)-CH,-O-CO-Ar,
pip-CH,-3, 4, 5).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

169.2 (1C, CO-NH), 166.2 (1C, CH,-CO-Ar), 153.0 (2C, benzoyl-C,-3”, 5”), 142.4 (1C, benzoyl-C,-4”),
130.7 (2C, benzyl-CH-2’,6’), 129.0 (1C, benzyl-C,-1’), 128.9 (2C, benzyl-CH-3’,5’), 128.6 (1C,
benzyl-CH-4’), 124.7 (1C, benzoyl-C,-1”), 107.0 (2C, benzoyl-CH-2”,6”), 67.6 (1C,
NH-CH(CHs)-CH,-0-CO-Ar), 59.5 (1C, p-O-CHs), 58.8 (1C, benzyl-CH,), 56.5 (1C, pip-CH-2), 56.3 (2C,
2 x m-0-CHjs), 44.8 (1C, NH-CH(CHs)-CH,-0O-CO-Ar), 43.7 (1C, pip-CH,-6), 25.4 (1C, pip-CH,-3), 24.4
(1C, pip-CH,-5), 19.8 (1C, pip-CH,-4), 17.2 (1C, NH-CH(CH3)-CH,-O-CO-Ar).
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(S)-1-(Benzylsulfonyl)-N-isopropylpiperidin-2-carboxamid (S-31E)

Gem3aR einer modifizierten Vorschrift von Flynnetal.'® wurden 300mg (1.31 mmol)
(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsdure in 20 mL abs. CH,Cl, vorgelegt und unter
Eiskihlung 326 mg (1.70 mmol) EDC-HCI, 35 mg (262 umol) HOBt und 112 pL (1.31 mmol)
Isopropylamin zugegeben. Anschliefend wurde bei RT geriihrt bis zur vollstandiger Umsetzung
(DC, R;=0.32, PE:EtOAc =3:1). Das Reaktionsgemisch wurde darauf Flash-chromatographisch
(Kieselgel, Gradient: PE:EtOAc=90:10 bis 0:100) gereinigt. Das Produkt wurde ohne

Charakterisierung in der folgenden Stufe eingesetzt.

Ansatz (ASV 3):

(S)-tert-Butyl 2-(isopropylcarbamoyl)piperidin-

1-carboxylat (S-33E): 320mg  (1.18 mmol)

SV.3:
(S)-N-Isopropylpiperidin-2-carboxamid (S-34E): 200mg  (1.18 mmol)
Benzylsulfonsaurechlorid: 224 mg  (1.18 mmol)
DIPEA: 599 uL (3.52 mmol)
Aussehen: weilder Feststoff ; 4 s
H
Summenformel: Ci6H24N505S p lil 3. _N_ CHj
0=
Molekilmasse: 324.4 g/mol O//S O CHg
"
Schmp: 7577 °C (PE:EtOAC). ¢ ?
5 3
: . )
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel): S.31E
SV 2: Rf = 0.10 (PE:EtOAc = 1:10, 5 % NEts).
SV 3: Rf = 0.30 (PE:EtOAC = 1:1).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100
Ausbeute:

SV 1: 320mg (1.18 mmol /90 %).

SV 2: 200 mg (1.18 mmol /99 %).

SV 3: 200 mg (616 umol / 53 %).
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Analytische und spektroskopische Daten zu S-31E:

Reinheit (HPLC): 97 % (Methode ).
LogP (HPLC): 1.6
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3424 (w), 3065 (w), 2942 (w), 2868 (w), 1665 (m), 1516 (m), 1455 (m),

1369 (m), 1325 (m), 1173 (m), 1131 (s), 741 (w), 701 (m).
'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

7.37-7.47 (m, 5H, benzyl-CH), 6.11 (d, 3/ = 6.8, NHCH(CHs),), 4.29 (s, 2H, benzyl-CH,), 4.22 (d, 1H,
3J=5.1, pip-CH-2), 4.00-4.15 (m, 1H, NHCH(CHs),), 3.56-3.64 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.01 (ddd, 1H,
2J=13.3, ¥=2.9, 13.6), 2.18-2.26 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.20-1.65 (m, 5H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.15 (d,
3H, 3/ = 6.6, NHCH(CHs),), 1.13 (d, 3H, >/ = 6.6, NHCH(CHs),).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

168.7 (1C, CO-NH), 130.7 (2C, benzyl-CH-2’,6’), 1289 (1C, benzyl-C,-1’), 128.8 (3C,
benzyl-CH-3’, 4’, 5’), 58.7 (1C, benzyl-CH,), 56.4 (1C, pip-CH-2), 43.7 (1C, pip-CH,-6), 41.7 (1C,
CH(CHs),), 25.8 (1C, pip-CH,-3), 24.5 (1C, pip-CH,-5), 22.7 (1C, NHCH(CHs),), 22.5 (1C, NHCH(CHs),),
19.8 (1C, pip-CH,-4).

6.4.7 Synthese von 1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat-Derivaten mit

tertidiren Amiden, Diamiden und Aniliden

2-(3,4,5-Trimethoxy-N-methylbenzoylamino)ethyl (S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat
(S-35A)

Ansatz (ASV 10):

SV1:

3,4,5-Trimethoxybenzoesaure: 300mg  (1.41 mmol)
HOBt: 38mg (283 umol)
EDC-HCI: 352mg  (1.84 mmol)
2-Methylaminoethanol: 114 pL (1.41 mmol)
2. Zugabe:

(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure: 324 mg  (1.41 mmol)
DMAP: 35mg (283 umol)
EDC-HCI: 352mg  (1.84 mmol)
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1-tert-Butyl 2-(2-(3,4,5-trimethoxy-N-methylbenzoylamino)ethyl)
(S)-piperidin-1,2-dicarboxylat (S-37A): 340mg (708 pmol)

2-(3,4,5-Trimethoxy-N-methylbenzoylamino)ethyl (S)-piperidin-2-

carboxylat (S-38A): 260mg (683 umol)

Benzylsulfonsaurechlorid: 130mg (683 umol)
DIPEA: 349 uL (2.05 mmol)
Aussehen: farbloses Ol 4

Summenformel: Cy6H3aN,04S

Molekiilmasse: 534.6 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

5 3

SV 1. R¢=0.51 (PE:EtOAc = 1:10). 4
S-35A

SV 2: R¢=0.11 (PE:EtOAc = 1:10, 5 % NEt3).
SV 3: R¢=0.48 (PE:EtOAc = 1:10).
Flash-Chromatographie (Kieselgel):
SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100
SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100
Ausbeute:
SV 1: 340 mg (708 umol / 50 %).
SV 2: 260 mg (683 umol / 97 %).
SV 3: 310 mg (580 umol / 85 %).
Analytische und spektroskopische Daten zu S-35A:
Reinheit (HPLC): 99 % (Methode I).
LogP (HPLC): 2.1
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3065 (w), 2940 (w), 2861 (w), 1737 (m), 1629 (m), 1582 (m), 1455 (m),

1326 (m), 1174 (m), 1148 (m), 1122 (s), 735 (m), 698 (m).
'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

7.34-7-45 (m, 5H, benzyl-CH), 6.64 (s, 2H, benzamid-CH-2"”,6"), , 4.41-4.51 (m, 1H,
O-CH,-CH,-NCH;3-CO-Ar, pip-CH-2), 4.25 (s, 2H, benzyl-CH,), 3.68-3.88 (m, 12H,
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O-CH,-CH,-NCH5-CO-Ar, O-CH,-CH,-NCH3-CO-Ar, p-O-CHs;, 2x m-O-CH;), 3.40-3.48 (m, 1H,
pip-CH,-6), 3.19 (ddd, 1H % = 12.8, 3/ = 2.4, 13.1, pip-CH,-6), 3.09 (s, 1H, CO-NCH;), 2.07-2.17 (m,
1H, pip-CH,-3), 1.53-1.71 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.34-1.47 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.14-1.30 (m, 1H,
pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.4 (1C, CO-0-CH,), 171.1 (1C, CH,-NCH3-CO-Ar), 153.3 (2C, benzamid-C,-3”, 5”), 139.3 (1€,
benzamid-C,-4”’), 131.3 (1C, benzamid-C,-1”), 130.9 (2C, benzyl-CH-2’,6’), 129.2 (1C,
benzyl-C,-1’), 128.6 (3C, benzyl-CH-3’,4’,5’), 104.4 (2C, benzamid-CH-2"”,6"”), 62.8 (1C,
0-CH,-CH,-NCH;-CO-Ar), 60.9 (1C, p-O-CHs), 58.9 (1C, benzyl-CH,), 56.3 (2C, 2 x m-O-CH;), 56.0
(1C, pip-CH-2), 47.0 (1C, O-CH,-CH,-NCH5-CO-Ar), 43.5 (1C, pip-CH,-6), 39.2 (1C, CO-NCH;), 27.6
(1C, pip-CH,-3), 24.9 (1C, pip-CH,-5), 20.3 (1C, pip-CH,-4).

(S)-2-(1-(Benzylsulfonyl)-N-methylpiperidin-2-carboxylamino)ethyl 3,4,5-trimethoxybenzoat
(S-35B)

Ansatz (ASV 11):

SV1:

(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure: 324 mg  (1.41 mmol)
HOBt: 38mg (283 umol)
EDC-HCI: 352mg  (1.84 mmol)
2-Methylaminoethanol: 114 plL (1.41 mmol)
2. Zugabe:

3,4,5-Trimethoxybenzoesaure: 300mg  (1.41 mmol)
DMAP: 34mg (283 umol)
EDC-HCI: 352mg  (1.84 mmol)
SV2

tert-Butyl (S)-2-(methyl(2-((3,4,5-trimethoxybenzoyl)oxy)ethyl)

12 2
carbamoyl)piperidin-1-carboxylat (S-37B): Omg (250 umol)

(S)-2-(N-Methylpiperidin-2-carboxylamino)ethyl 3,4,5-
trimethoxybenzoat (S-38B):
Benzylsulfonsaurechlorid: 40 mg (210 umol)

DIPEA: 107uL (631 pmol)

80mg (210 umol)
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Aussehen: gelbes Ol 4
Summenformel: Cy6H34N,04S
Molekiilmasse: 534.6 g/mol

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

SV 1: R¢ = 0.64 (PE:EtOAC = 1:5). 4

SV 2: R¢=0.12 (PE:EtOAc = 1:1, 5 % NEts). 5-358
SV 3: R¢=0.18 (PE:EtOACc = 1:1).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 60:40 bis 0:100

SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100

Ausbeute:

SV 1: 120mg (250 umol / 18 %).

SV 2: 80mg (210 umol / 84 %).

SV 3: 60mg (112 umol / 53 %).

Analytische und spektroskopische Daten zu S-35B:

Reinheit (HPLC): 96 % (Methode I).

LogP (HPLC): 2.1

IR (ATR, ¥ [cm™]): 2940 (w), 2860 (w), 1736 (m), 1629 (m), 1582 (m), 1454 (m), 1326 (m),

1174 (m), 1148 (m), 1121 (s), 739 (m), 698 (m).
'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.34-7-46 (m, 5H, benzyl-CH), 6.64 (s, 2H, benzoyl-CH-2"”,6”), 4.39-4.51 (m, 2H,
NCH;-CH,-CH,-0O-CO-Ar, pip-CH-2), 4.25 (s, 2H, benzyl-CH,), 3.68-3.84 (m, 12H,
NCH;-CH,-CH,-0-CO-Ar, NCH;-CH,-CH,-O-CO-Ar, 2x m-O-CH;, p-O-CH;), 3.40-3.47 (m, 1H,
pip-CH,-6), 3.19 (ddd, 1H, %/ = 12.7, *J = 2.6, 12.8, pip-CH,-6), 3.09 (s, 3H, CO-NCHs), 2.07-2.17 (m,
1H, pip-CH,-3), 1.51-1.70 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.34-1.47 (m, 1H, pip-CH,-5), 1.18-1.30 (m, 1H,
pip-CH,-4).

B3C-NMR (CDCl5, & [ppm]):

171.5 (1C, CO-NCH;), 164.3 (1C, CH,-0-CO-Ar), 153.3 (2C, benzoyl-C,-3”,5"), 139.3 (1C,
benzoyl-C,-4”), 131.3 (1C, benzoyl-C,-1”), 130.9 (2C, benzyl-CH-2’, 6’), 129.2 (1C, benzyl-C,-1’),
128.6 (3C, benzyl-CH-3’, 4’,5’), 104.4 (2C, benzoyl-CH-2’, 6’), 62.8 (1C, NCH;-CH,-CH,-O-CO-Ar),
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60.9 (1C, p-O-CHs), 58.9 (1C, benzyl-CH,), 56.3 (2C, 2 x m-O-CH), 56.0 (1C, pip-CH-2), 46.3 (1C,
NCH;-CH,-CH,-0-CO-Ar), 43.5 (1C, pip-CH,-6), 38.8 (1C, CO-NCH;), 27.7 (1C, pip-CH,-3), 24.9 (1C,
pip-CH,-5), 20.3 (1C, pip-CH,-4).

N-(2-Aminoethyl)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxamid (32B)

1% wurden 200mg (706 pmol)

Gemall einer modifizierten Vorschrift von Flynneta
(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a) in 20 mL abs. CH,Cl, vorgelegt und unter
Eiskihlung und Rihren 176 mg (918 umol) EDC-HCI, 48 mg (353 umol) HOBt und 112 pL
(706 mmol) tert-Butyl-(2-aminoethyl)carbamat zugegeben. Nach vollstandiger Umsetzung (DC,
R¢=0.28, PE:EtOAc = 1:1) wurde das Reaktionsgemisch und Flash-chromatographisch (Kieselgel,
Gradient: PE:EtOAc=90:10 bis 0:100) gereinigt. Das Produkt wurde ohne weitere

Charakterisierung in der folgenden Stufe eingesetzt.

Ansatz (ASV 3, SV 2):

tert-Butyl (R, S)-(2-(1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-

carboxylamino)ethyl)carbamat (32Bv): 205mg (587 umol)

Aussehen: farbloses Ol s A
H
Summenformel: Cy0H31N305S ' 2 N
u r 20M31N3Us 6 ’T‘ ( V\NHZ
O=
Molekiilmasse: 325.4 g/mol O//S O
[ I 2
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):
5 3
, R¢=0.59 >
ASV 3: (CH,Cl,:MeOH:NEt; 9:0.5:0.5). 32B

Flash-Chromatographie (Kieselgel):

Gradient: CH,Cl,:MeOH = 100:0

ASV 3: bis 50:50

Ausbeute:

Amidierung: 250 mg (587 umol / 83 %).
ASV 3: 190 mg (584 umol /99 %).
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Analytische und spektroskopische Daten zu 32B:

IR (ATR, ¥ [cm™]): 3377 (w), 3070 (w), 2942 (w), 2861 (w), 1651 (m), 1519 (m), 1337 (m),
1181 (m), 1145 (s), 1128 (m), 732 (m), 699 (m).

'H-NMR (CDCl5, & [ppm], J [Hz]):

7.93 (1H, CO-NH), 7.33-7.44 (m, 5H, benzyl-CH), 4.45 (AB-Spinsystem, 1H, 2,5 = 13.6, benzyl-CH,),
4.35 (AB-Spinsystem, 1H, %/, = 13.6, benzyl-CH,), 4.23-4.27 (m, 1H, pip-CH-2), 3.18-3.50 (m, 2H,
pip-CH,-6), 3.18-3.50 (m, 2H, NH-CH,-CH,-NH,), 2.77 (t, 2H, */ = 6.6, NH-CH,-CH,-NH,), 1.96-2.04
(m, 1H, pip-CH,-3), 1.47-1.59 (m, 3H, pip-CH,-3, 4, 5), 1.20-1.38 (m, 2H, pip-CH,-4, 5).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

170.9 (1C, CO-NH), 130.9 (2C, benzyl-CH-2’,6), 129.9 (1C, benzyl-C-1’), 128.1 (2C,
benzyl-CH-3’, 5’), 128.0 (1C, benzyl-CH-4’), 57.1 (1C, benzyl-CH,), 55.2 (1C, pip-CH-2), 42.8 (1C,
pip-CH,-6), 39.5 (1C, NH-CH,-CH,-NH,), 38.3 (1C, NH-CH,-CH,-NH,), 27.4 (1C, pip-CH,-3), 24.2 (1C,
pip-CH,-5), 19.3 (1C, pip-CH,-4).

(R, S)-N-(2-(1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylamino)ethyl)nicotinamid (35C)

Nach einer modifizierten Vorschrift von Flynn et al.'®

wurden 72 mg (584 umol) Nicotinsdure in
20 mL abs. CH,Cl, vorgelegt und unter Eiskiihlung 134 mg (701 pmol) EDC-HCI, 39 mg (292 umol)
HOBt und 190 mg (584 umol) (R, S)-N-(2-Aminoethyl)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxamid
(32B) zugegeben. AnschlieBend wurde bei RT bis zur vollstandigen Umsetzung (DC, R;=0.31,
EtOAc:MeOH =10:1) gerihrt und das Reaktionsgemisch darauf Flash-chromatographisch

(Kieselgel, Gradient: EtOAc:MeOH = 100:0 bis 50:50) gereinigt.

Aussehen: weiller Feststoff ; 4 X
H
Summenformel: Cy1H56N40,S ' 2 N
21M26N4Ug4 6 '}l ( ~
O=
Molekilmasse: 430.5 g/mol O//S O
,
Schmp: 153155 °C (PE:EtOAc). ¢ ?
5 3
Ausbeute: 100 mg (232 umol / 40 %). "
35C
Reinheit (HPLC): 98 % (Methode 1).
LogP (HPLC): 1.3
IR (ATR, ¥ [cm'l]): 3340 (w), 3243 (w), 3062 (w), 2931 (w), 2855 (w), 1647 (s), 1594 (m),

1521 (m), 1336 (m), 1325 (m), 1183 (m), 1146 (s), 785 (m), 699 (s).
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'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

9.04 (dd, 1H, %=2.3, °/=0.8, nicotinamid-CH-2”), 8.69 (dd, 1H, *=48, ‘=17,
nicotinamid-CH-4"), 8.12 (ddd, 1H, */=8.0, /= 1.7, 2.3, nicotinamid-CH-6"), 7.37-7.49 (m, 6H,
benzyl-CH, CO-NH), 7.34 (ddd, 1H, */ = 4.8, 8.0, >/ = 0.8, nicotinamid-CH-5"), 6.75 (t, 1H, °>/=5.8,
NH-CO), 4.31 (s, 2H, benzyl-CH,), 4.20-4.24 (m, 1H, pip-CH-2), 3.36-3.65 (m, 5H,
NH-CH,-CH,-NH-CO-Ar, NH-CH,-CH,-NH-CO-Ar, pip-CH,-6), 2.93-3.04 (m, 1H, pip-CH,-6), 2.15-2.23
(m, 1H, pip-CH,-3), 1.21-1.58 (m, 5H, pip-CH,-3, 4, 5).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.9 (1C, CO-NH), 165.8 (1C, NH-CO-Ar), 152.1 (1C, nicotinamid-CH-4"’), 148.3 (1C,
nicotinamid-CH-2""), 135.0 (1C, nicotinamid-CH-6""), 130.6 (2C, benzyl-CH-2’,6’), 129.6 (1C,
nicotinamid-C,-1"), 129.0 (1C, benzyl-C,-1’), 128.9 (2C, benzyl-CH-3’, 5’), 128.7 (1C, benzyl-CH-4’),
123.4 (1C, nicotinamid-CH-5"), 58.5 (1C, benzyl-CH,), 56.4 (1C, pip-CH-2), 43.9 (1C, pip-CH,-6),
41.2 (1C, NH-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 38.5 (1C, NH-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 25.8 (1C, pip-CH,-3), 24.2 (1C,
pip-CH,-5), 19.7 (1C, pip-CH,-4).

3-Hydroxy-N-(3,4,5-trimethoxyphenyl)propanamid (36D)

11 wurden 148 mg (1.64 mmol)

GemadR einer abgednderten Vorschrift von Flynneta
3-Hydroxypropionsaure in 20 mL abs. CH,Cl, vorgelegt und unter Eiskiihlung 408 mg (2.13 mmol)
EDC-HCI, 66 mg (491 umol) HOBt und 300 mg (1.64 mmol) 3,4,5-Trimethoxyanilin zugegeben.
AnschlieBend wurde bei RT bis zur vollstdndigen Umsetzung (DC, R;=0.14, PE:EtOAc=1:5)
gerihrt und das Reaktionsgemisch darauf Flash-chromatographisch (Kieselgel, Gradient:

PE:EtOAc = 90:10 bis 100:0) gereinigt.

Aussehen: farbloses Ol

Summenformel: Cy,H17NOs

Molekiilmasse: 255.3 g/mol

Ausbeute: 180 mg (705 pumol / 43 %).

IR (ATR, ¥ [cm™]): 3317 (w), 3076 (w), 2925 (w), 2853 (w), 1733 (m), 1662 (m), 1606 (m),

1506(m), 1228 (s), 1122 (m), 831 (m).
'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

7.76 (s, 1H, CO-NH-Ar), 6.81 (s, 2H, anilid-CH-2", 6”"), 3.96-4.02 (m, 2H, O-CH,-CH,-CO-NH-Ar),
3.84 (s, 6H, 2 x m-O-CH3), 3.81 (s, 3H, p-O-CH;), 2.50-2.70 (m, 3H, O-CH,-CH,-CO-NH-Ar, OH).
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BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

170.6 (1C, CO-NH-Ar), 153.3 (2C, anilid-C,-3”, 5”), 134.8 (1C, anilid-C4-4"’), 133.8 (1C, anilid-C,-1"),
97.8 (2C, anilid-CH-2",6”), 61.0 (1C, p-O-CH;), 58.8 (1C, O-CH,-CH,-CO-NH-Ar), 56.1 (2C,
2 x m-0-CHjs), 39.2 (1C, O-CH,-CH,-CO-NH-Ar).

3-0x0-3-((3,4,5-trimethoxyphenyl)amino)propy! (R, S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat
(35D)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a): 182 mg (641 umol)
DMAP: 31mg (256 umol)
EDC-HCI: 160 mg (833 umol)
3-Hydroxy-N-(3,4,5-trimethoxypheny)lpropanamid (36D): 180 mg (231 umol)
Aussehen: weilder Feststoff ; 4 \
Summenformel: Cy5H3,N,04S o A2
0=

Molekilmasse: 520.6 g/mol d/s

"
Schmp: 69-73 °C (PE:EtOAc). ¢

5 3
. . e

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel): 35D
R =0.46 (PE:EtOAcC = 1:5).
Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 60:40 bis 0:100
Ausbeute:
120mg (231 umol /36 %).
Reinheit (HPLC): 92 % (Methode II).
LogP (HPLC): 1.7
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3345 (w), 3062 (w), 2940 (w), 2861 (w), 1737 (m), 1687 (m), 1606 (m),

1506 (m), 1335 (m), 1199 (m), 1177 (m), 1123 (s), 735 (m), 698 (m).
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'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

7.74 (s, 1H, CO-NH-Ar), 7.33-7-41 (m, 5H, benzyl-CH), 6.92 (s, 2H, anilid-CH-2", 6”), 4.46-4.56 (m,
2H, O-CH,-CH,-CO-NH-Ar), 4.27-4.31 (m, 1H, pip-CH-2), 4.24 (s, 2H, benzyl-CH,), 3.83 (s, 6H,
2 x m-0-CH;), 3.81 (s, 3H, p-O-CHs), 3.24-3.31 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.10 (ddd, 1H, ¥/ = 12.6, >/ = 2.9,
12.6, pip-CH,-6), 2.61-2.73 (m, 2H, O-CH,-CH,-CO-NH-Ar), 2.05-2.13 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.13-1.63
(m, 5H, pip-CH,-3, 4, 5).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

171.2 (1C, CO-O-CH,), 168.5 (1C, CO-NH-Ar), 153.2 (2C, anilid-C4-3”, 5”), 134.7 (1C, anilid-C,-4"),
134.1 (1C, anilid-C,-1”), 130.8 (2C, benzyl-CH-2’,6), 128.9 (1C, benzyl-C,-1’), 128.8 (i€,
benzyl-CH-4’), 128.7 (2C, benzyl-CH-3’,5), 97.7 (2C, anilid-CH-2”,6”), 62.1 (1C,
0-CH,-CH,-CO-NH-Ar), 61.0 (1C, p-O-CH,), 59.2 (1C, benzyl-CH,), 56.4 (1C, pip-CH-2), 56.0 (2C,
2 x m-O-CH), 44.0 (1C, pip-CH,-6), 37.7 (1C, O-CH,-CH,-CO-NH-Ar), 27.3 (1C, pip-CH,-3), 24.7 (1C,
pip-CH,-5), 20.1 (1C, pip-CH,-4).

tert-Butyl-3-oxo-3-((3,4,5-trimethoxyphenyl)amino)propylcarbamat (36E)

Es wurden 300 mg (1.59 mmol) 3-((tert-Butoxycarbonyl)amino)propionsaure in 20 mL abs. CH,Cl,

1'% vorgelegt und unter Eiskiihlung und

gemall einer abgednderten Vorschrift von Flynneta
Rihren 395mg (2.06 mmol) EDC-HCI, 86 mg (634 umol) HOBt und 290 mg (1.59 mmol)
3,4,5-Trimethoxyanilin zugegeben. AnschlieRend wurde bis zur vollstandigen Umsetzung (DC,
R;=0.51, PE:EtOAc=1:5) bei RT gerihrt und das Reaktionsgemisch  darauf

Flash-chromatographisch (Kieselgel, Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 100:0) gereinigt.

Aussehen: weiller Feststoff

Summenformel: Cy7H56N,0¢

Molekiilmasse: 254.3 g/mol

Schmp: 78-84 °C (PE:EtOAc).

Ausbeute: 360 mg (1.02 mmol / 64 %).

IR (ATR, ¥ [cm™]): 3332 (w), 3006 (w), 2941 (w) 2827 (w), 1681 (m), 1507 (m), 1448 (m),

1131 (s), 1106 (m), 826 (m).
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'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

7.70 (s, 1H, CO-NH-Ar), 6.86 (s, 2H, anilid-CH-2"", 6”), 6.70 (t, 1H, *J=5.9, (CH);-CH-O-CO-NH), 3.85
(s, 6H, 2xm-O-CHs), 3.81 (s, 3H, p-O-CHy), 350 (dd, */=12.0, *=6.0, 2H,
NH-CH,-CH,-O-CO-NH-Ar), 2.60 (t, 2H, >/=6.0, NH-CH,-CH,-O-CO-NH-Ar), 1.44 (s, O9H,
(CH3)3C-0-CO-NH).

B3C-NMR (CDCls, & [ppm]):

169.6 (1C, CO-NH-Ar), 157.8 (1C, (CH3);C-O-CO-NH), 153.3 (2C, anilid-C;-3”,5"), 134.7 (1€,
anilid-C,-4"), 134.0 (1C, anilid-C,-1”"), 97.5 (2C, anilid-CH-2", 6”"), 79.8 (1C, (CH;);C-0-CO-NH), 61.0
(1C, p-O-CHy), 56.1 (2C, 2xm-O-CHi), 37.9 (I1C, NH-CH,-CH,-O-CO-NH-Ar), 36.5 (1C,
NH-CH,-CH,-0-CO-NH-Ar), 28.4 (1C, (CH3)3C-O-CO-NH).

(S)-1-(Benzylsulfonyl)-N-(3-oxo-3-((3,4,5-trimethoxyphenyl)amino)propyl)piperidin-2-carboxamid
(S-35E)

Zundachst wurde zur Abspaltung der Boc-Schutzgruppe das tert-Butyl-3-oxo-3-
((3,4,5-trimethoxyphenyl)amino)propylcarbamat (36E) in 20 mL CH,Cl, gelést und 3 mL TFA
zugegeben. AnschlieRend wurde bei RT geriihrt, bis die DC-Reaktionskontrolle (siehe zugehorige
Tabelle) kein Edukt mehr in der Reaktion anzeigte. Darauf wurde das Losungsmittel i. Vak.
entfernt und der Rickstand in 20 mL abs. CH,Cl, aufgenommen sowie mit 502 pL (2.95 mmol)
DIPEA versetzt. AnschlieRend wurde weiter nach der bekannten Vorschrift ASV 10 verfahren. (Fir
die eingesetzten Aquivalente wurde eine 100-%ige Ausbeute fiir die Entfernung der

Boc-Schutzgruppe angenommen)

Ansatz (ASV 10):

SV.1:
(S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-2-carbonsaure: 225mg  (1.02 mmol)
HOBt: 27 mg (203 umol)
EDC-HCI: 253 mg  (1.32 mmol)
3-Amino-N-(3,4,5-trimethoxyphenyl)propanamid (36E): 258 mg  (1.02 mmol)
SV 2.

tert-Butyl (S)-2-((3-oxo-3-((3,4,5-trimethoxyphenyl)amino)propyl)

carbamoyl)piperidin-1-carboxylat (S-37E): 410mg (881 pmol)
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(S)-N-(3-Ox0-3-((3,4,5-trimethoxyphenyl)amino)propyl)

piperidin-2-carboxamid (S-38E): 320mg (876 umol)

Benzylsulfonsaurechlorid: 167 mg (876 umol)
DIPEA: 596 uL (3.50 mmol)
Aussehen: weilder Feststoff ; 4 \
Summenformel: CysH33NsO5S
Molekilmasse: 519.6 g/mol ,
OCH
Schmp: 197-201 °C (PE:EtOAC). ¢ ? 3
5 3
. o 4'
Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel): S-35E
SV 1: R¢=0.30 (PE:EtOAc = 1:10).
SV 2: R¢=0.11 (PE:EtOAc = 1:10, 5 % Net;).
SV 3. R¢=0.29 (PE:EtOAC = 1:5).
Flash-Chromatographie (Kieselgel):
SV 1: Gradient: PE:EtOAc = 50:50 bis 0:100
SV 3: Gradient: PE:EtOAc = 60:40 bis 0:100
Ausbeute:
SV 1: 410 mg (881 pumol /90 %).
SV 2: 320mg (876 mmol /99 %).
SV 3: 240 mg (462 umol / 53 %).
Analytische und spektroskopische Daten zu S-35E:
Reinheit (HPLC): 98 % (Methode I).
LogP (HPLC): 1.7
IR (ATR, ¥ [cm™]): 3334 (w), 3070 (w), 2937 (w), 2865 (w), 1660 (m), 1606 (m), 1506 (m),

1451 (m), 1323 (m), 1183 (m), 1147 (m), 1124 (s), 738 (m), 698 (m).
'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

7.84 (s, 1H, CO-NH-Ar), 7.36-7-44 (m, 5H, benzyl-CH), 6.85 (s, 2H, anilid-CH-2", 6”), 6.70 (t, 1H,
3/=5.9, CO-NH-CH,), 4.30 (s, 2H, benzyl-CH,), 4.24 (d, 1H, */=4.4, pip-CH-2), 3.80 (s, 9H,
2 x M-0-CHs, p-O-CHs), 3.47-3.68 (m, 2H, NH-CH,-CH,-O-CO-NH-Ar), 3.47-3.68 (m, 1H, pip-CH,-6),
2.97-3.07 (m, 1H, pip-CH,-6), 2.48-2.66 (m, 2H, NH-CH,-CH,-O-CO-NH-Ar), 2.14-2.23 (m, 1H,

pip-CH,-3), 1.53-1.62 (m, 2H, pip-CH,-4), 1.21-1.51 (m, 4H, pip-CH,-3, 4, 5).
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BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

170.8 (1C, CO-NH-CH,), 169.2 (1C, CO-NH-Ar), 153.2 (2C, anilid-C,-3", 5”), 134.7 (1C, anilid-C,-4"),
133.9 (1C, anilid-C,-1”), 130.7 (2C, benzyl-CH-2,6’), 129.0 (1C, benzyl-C,-1’), 128.9 (2C,
benzyl-CH-3’, 5’), 128.8 (1C, benzyl-CH-4’), 97.7 (2C, anilid-CH-2", 6), 60.9 (1C, p-O-CH;), 58.7 (1C,
benzyl-CH,), 56.5 (1C, pip-CH-2), 56.1 (2C, 2xm-O-CHs), 44.0 (1C, pip-CH»-6), 37.5 (1C,
NH-CH,-CH,-O-CO-NH-Ar), 36.0 (1C, NH-CH,-CH,-O-CO-NH-Ar), 26.2 (1C, pip-CH,-3), 24.4 (1C,
pip-CH,-5), 19.9 (1C, pip-CH,-4).

6.4.8 Umsetzung eines racemischen 1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-

carboxylat-Derivats mit Biotin

tert-Butyl 4-((2-hydroxyethyl)carbamoyl)benzylcarbamat (27F)

Ansatz (ASV 9): Amidierung der Benzoesaurederivate

4-(((tert-Butoxycarbonyl)amino)methyl)benzoesaure: 500 mg  (1.99 mmol)
HOBt: 81 mg (597 umol)
EDC-HCI: 496 mg  (2.59 mmol)
2-Aminoethanol: 238 uL (3.98 mmol)
Aussehen: weilder Feststoff

Summenformel: C15H,,N,0,

Molekilmasse: 294.4 g/mol

Schmp: 159-162 °C (PE:EtOAc).

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):
Rf=0.16 (PE:EtOAc = 1:5).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
Gradient: PE:EtOAc = 60:40 bis 0:100

Ausbeute:

390 mg (1.33 mmol /67 %).

IR (ATR, ¥ [cm™]): 3331 (w), 3294, (w), 3003 (w), 2927 (w), 1681 (m), 1635 (m), 1507 (m),
1282 (s), 1160 (m), 1047 (m), 808 (w).
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'H-NMR (DMSO-ds, & [ppml], J [Hz]):

8.35 (t, J=5.6, 1H, NH-CO-Ar), 7.76-7.83 (m, 2H, benzamid-CH-3",5”), 7.42 (t, 1H, */=6.0,
NH-CO-0-C(CHs)s), 7.26-7.33 (m, 2H, benzamid-CH-2”, 6”), 4.70 (t, 1H, */=5.6, OH), 4.16 (d,
’J=6.0, Ar-CH,-NH), 3.50 (g, 2H, */=5.6, 6.0, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 3.28-3.35 (m, 2H,
0-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 1.39 (s, 9H, NH-CO-0O-C(CHs)s).

BC-NMR (DMSO-ds, & [ppm]):

166.6 (1C, NH-CO-Ar), 156.3 (1C, NH-CO-O-C(CHs);), 143.8 (1C, benzamid-C,-1”), 133.5 (1C,
benzamid-C,-4’), 127.7 (2C, benzamid-CH-3”,5”), 127.1 (2C, benzamid-CH-2", 6”), 78.4 (1C,
NH-CO-O-C(CHs);), 60.3 (1C, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 43.6 (1C, Ar-CH,-NH), 42.6 (1C,
0-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 28.7 (1C, NH-CO-0-C(CHjs)s).

2-(4-((5-((3aS,4S,6aR)-2-Oxohexahydro-1H-thieno[3,4-d]imidazol-4-yl)pentanoylamino)methyl)
benzoylamino)ethyl (R, S)-1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (28M)

Ansatz (ASV 2):

(R, S)-1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsaure (4a): 183 mg (645 umol)
DMAP: 39mg (323 umol)
EDC-HCI: 161 mg (839 umol)
tert-Butyl 4-((2-hydroxyethyl)carbamoyl)benzylcarbamat (27F): 190 mg (645 umol)

Ansatz (ASV 3, SV 2): Entfernung der Boc-Schutzgruppe

Zunidchst wurden zur Abspaltung der Boc-Schutzgruppe 640 mg (1.31 mmol)
2-(4-(((tert-Butoxycarbonyl)amino)methyl)benzoylamino)ethyl 1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-

carboxylat (28K) in 20 mL CH,Cl, geldst und 3 mL TFA zugegeben und bei RT geriihrt. Nachdem die
DC-Reaktionskontrolle (R;=0.23, PE:EtOAc=1:1, 5% NEt;) kein Edukt mehr in der Reaktion
anzeigte, wurde das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Der Rickstand wurde in 20 mL abs. CH,Cl,
aufgenommen und mit 502 pL (2.95 mmol) DIPEA versetzt. AnschlieRend wurde weiter nach der
unten aufgefiihren Amidierungsvorschrift verfahren. (Fiir die unten eingesetzten Aquivalente

wurde eine 100-%ige Umsetzung der Entfernung der Boc-Schutzgruppe angenommen)

In einem nachsten Schritt wurden nach einer modifizierten Vorschrift von Flynn et al.'® 106 mg
(435 umol) 5-[(3a$,4S,6aR)-2-Oxohexahydro-1H-thieno[3,4-d]imidazol-4-yllpentansdure (Biotin) in
20 mL abs. CH,Cl, vorgelegt und unter Eiskiihlung und Riihren 108 mg (566 umol) EDC-HCI, 18 mg
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(131 pmol) HOBt  und 220mg (479 umol)  2-(4-(Aminomethyl)benzoylamino)ethyl
1-(benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylat (28L) zugegeben. Nach vollstandiger Umsetzung (DC,
R¢=0.09, EtOAc:MeOH = 10:1) wurde das Reaktionsgemisch Flash-chromatographisch (Kieselgel,
Gradient: EtOAc:MeOH = 100:0 bis 50:50) gereinigt.

28M

Aussehen: weiller Feststoff
Summenformel: C33H43N505S,
Molekilmasse: 685.9 g/mol

Schmp: 159-162 °C (EtOAc:MeOH).

Reaktionskontrolle (DC, Kieselgel):

ASV 2: Rf=0.28 (PE:EtOAc = 1:1).

Flash-Chromatographie (Kieselgel):
ASV 2: Gradient: PE:EtOAc = 90:10 bis 0:100

Ausbeute:

ASV 2: 270 mg (482 mmol /75 %).
Amidierung: 120 mg (175 umol / 40 %).

Analytische und spektroskopische Daten zu 28M:

Reinheit (HPLC): 98 % (Methode ).
LogP (HPLC): 1.5
IR (ATR, ¥ [cm'l]): 3377 (w), 3080 (w), 2933 (w), 2860 (w), 1686 (m), 1645 (m), 1504 (m),

1455 (m), 1322 (m), 1176 (m), 1126 (s), 739 (m), 698 (m).
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'H-NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]):

8.55 (t, *J=5.6, 1H, NH-CO-Ar), 8.34, (t, 1H, */=6.0, Ar-CH,-NH-CO), 7.73-7.78 (m, 2H,
benzamid-CH-3”, 5”), 7.33-7.41 (m, 5H, benzyl-CH), 7.27-7.31 (m, 2H, benzamid-CH-2", 6”’), 6.41
(s, 1H, NH-CO-NH), 6.35 (s, 1H, NH-CO-NH), 4.35-4.45 (m, 3H, benzyl-CH,, pip-CH-2), 4.19-4.33 (m,
5H, bio-CH, Ar-CH,-NH-CO, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 4.10-4.15 (m, 1H, bio-CH), 3.47-3.60 (m, 2H,
0-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 3.33-3.40 (m, 1H, pip-CH,-6), 3.04-3.14 (m, 1H, bio-CH, pip-CH,-6), 2.83
(dd, 1H, 2/=12.4, */=5.1, bio-CH,), 2.58 (d, 1H, ¥ =12.4, bio-CH,), 2.16 (t, 2H, > =7.4,
CO-CH,-CH,-CH,-CH,), 1.95-2.03 (m, 1H, pip-CH,-3), 1.02-1.69 (m, 11H, CO-CH,-CH,-CH,-CH,,
CO-CH,-CH,-CH,-CH,, CO-CH,-CH,-CH,-CH,, pip-CH,-3, 4, 5).

BC-NMR (CDCls, & [ppm]):

172.0 (1C, Ar-CH,-NH-CO), 170.9 (1C, CO-O-CH,), 166.2 (1C, NH-CO-Ar), 162.6 (1C, NH-CO-NH),
143.0 (1C, benzamid-C4-1”), 132.6 (1C, benzamid-C,-4”), 130.8 (2C, benzyl-CH-2’, 6'), 129.8 (1C,
benzyl-C;-1’), 128.1 (2C, benzyl-CH-3’,5), 128.0 (I1C, benzyl-CH-4’), 127.0 (2C,
benzamid-CH-3", 5”), 126.8 (2C, benzamid-CH-2", 6”), 63.2 (1C, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 60.9 (1C,
bio-CH), 59.1 (1C, bio-CH), 57.4 (1C, benzyl-CH,), 55.3 (1C, bio-CH), 55.0 (1C, pip-CH-2), 42.5 (1C,
pip-CH,-6), 41.6 (1C, Ar-CH,-NH-CO), 39.6 (1C, bio-CH,), 38.1 (1C, O-CH,-CH,-NH-CO-Ar), 35.0 (1C,
CO-CH,-CH,-CH,-CH,), 28.1 (1C, CO-CH,-CH,-CH,-CH,), 27.9 (1C, CO-CH,-CH,-CH,-CH,), 27.0 (1€,
pip-CH,-3), 25.2 (1C, CO-CH,-CH,-CH,-CH,), 24.2 (1C, pip-CH,-5), 19.5 (1C, pip-CH,-4).
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6.5 Infektionsassay an Burkholderien

Zunachst wurden Makrophagen (J774.1) in DMEM-Medium (Dulbecco's Modified Eagle's Medium)
bei 37°C/5% CO, kultiviert, bis eine Zellenanzahl von 4-10° pro Milliliter erreicht war. Diese

wurden anschliefend in 24 Well-Plates ausgesat.

Eine Kolonie des Bakteriums B. pseudomallei (K96243) wurde in LB-Medium (lysogeny broth)
ausgesat, das flir 24 h bei 37 °C inkubiert wurde. AnschlieRend wurde die Bakteriensupension mit

L-15-Medium (Leibovitz's Medium) verdiinnt, bis der OD-Wert (Optische Dichte) bei 0.4 lag.

Die verdiinnte Bakteriensuspension wurde darauf mit DMSO (Kontrolle) oder Inhibitor in DMSO
(50 uM) fur 1 h bei RT inkubiert. Nach dem Entfernen des Mediums aus den 24 Well-Plates mit
den Makrophagen, wurden die hergestellten Bakterien-Inhibitor-Lésungen zugegeben und fir
30 min bei 37 °C inkubiert. Nachdem das Medium abermals entfernt worden war, wurde dreimal
mit PBS-Puffer gewaschen und eine Kanamycin-Lésung (1 mg/mL) in L-15-Medium hinzugegeben
und abermals fir 30 min bei 37 °C inkubiert. In einem ndchsten Schritt wurde das Medium
entfernt und eine Kanamycin-Losung (250 pg/mL) in L-15-Medium mit den jeweiligen Aliquoten
an DMSO bzw. den in DMSO gelosten Inhibitoren (50 uM) zugegeben und fiir 24 h bei 37 °C

inkubiert.

Im Folgenden wurde ein LDH-Kit (Lactatdehydrogenase) nach der Gebrauchsanweisung prapariert
und der OD-Wert bestimmt. Durch die Messung der Lactatdehydrogenase, welche bei Lyse aus
den Zellen austritt, kann eine Aussage Uber das Verhaltnis der durch Einfluss der Burkholderien
geschadigten zu den intakten Zellen gewonnen werden. Dabei wird die Kontrolle als Bezugspunkt
100-%iger Zytotoxizitat verwendet. Je niedriger der prozentuale Wert, desto mehr Makrophagen
haben Uberlebt. Also konnte eine Lyse in Folge der Infektion mit Burkholderien durch den
Wirkstoff verhindert werden. Um aussagekraftige Werte zu erhalten, wurde eine Sechs-fach

Bestimmung durchgefiihrt.

Die Ergebnisse des Assays sind in Kapitel 3.5.2 zu finden.
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6.6 Bestimmung der logP-Werte

Die experimentelle Bestimmung der

logP-Werte wurde analog zu

M. Muth?® und

G. Hiltensperger'® durchgefiihrt. Hierbei werden die Retentionszeiten tz von synthetisierten

Verbindungen und strukturell dhnlichen Referenzsubstanzen ermittelt. Es wurde ca. 1 mg der zu

untersuchenden Substanzen abgewogen und mit MeOH auf eine Konzentration von 4 mg/ml

gebracht. AnschlieBend wurden die Proben auf 400 pg/ml verdinnt und vor der Vermessung

mittels HPLC zentrifugiert. Die Proben wurden nach der in Kap. 6.1.3 beschriebenen Methode und

Bedingungen der HPLC-Anlage zugefiihrt und fir jede Substanz der Kapazitatsfaktor k‘ bestimmt.

Alle Proben wurden zweifach vermessen.

k' =

(tr — to)

to

tr = Retentionszeit, ty = Totzeit

Fir die Auswertung wurden die logP-Werte der Referenzsubstanzen'® gegen deren berechnete

logk‘-Werte aufgetragen.

Testsubstanzen berechnet werden. Die ermittelten logP-Werte sind in Kapitel 7.6 zu finden.

Mit Hilfe dieser

Kalibriergerade koénnen die

Tabelle 46: Messwerte zur Erstellung der Kalibriergeraden.

logP-Werte der

Totzeit t, [min]  Retentionszeit tz [min]  Kapazitatsfaktor k' log k' logP-Wert
2-Phenylethanol 1.37 2.69 0.97 -0.01 1.36
Benzol 1.37 4.25 2.11 0.32 2.13
Chlorbenzol 1.37 5.74 3.20 0.51 2.89
Toluol 1.37 5.98 3.38 0.53 2.73
Biphenyl 1.37 11.35 7.32 0.86 4.01
Anthracen 1.37 17.87 12.09 1.08 4.45
5
4
a 3
o
o
2
1 y = 2.9491x + 1.3099
R?2=0.988
-0,2 0,2 04 0,6 0,8 1,2
log k'

Abbildung 105: Kalibriergerade zur Berechnung der logP-Werte.
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6.7 Bestimmung der Loslichkeit mittels HPLC

Zur Bestimmung der Loslichkeiten der synthetisierten Substanzen mit Hilfe der HPLC wurden pro
Verbindung drei Proben mit jeweils 1 - 11 mg der zu untersuchenden Verbindungen eingewogen
und jeweils mit 1 mL Standard-PBS-Puffer (pH = 6.8 bzw. 7.4) versetzt. Bei spateren Versuchen
wurde PBS-Puffer mit 2.5 % DMSO sowie PBS-Puffer mit 2.5% DMSO und 1% Tween 80
verwendet Die Proben wurden daraufhin mit einem Thermomixer bei 800 rpm und 37 °C
inkubiert. Es wurden nach 2 h, 24 h und zwischen 32 h und 48 h jeweils ein Probe mit 100 pL

entnommen, zentrifugiert und 20 pL mittels HPLC analysiert (Methode siehe Kap. 6.1.3).

Zur Erstellung einer Kalibriergeraden wurden ca. 2mg der zu untersuchenden Substanz
eingewogen und mit MeOH auf die Konzentrationen 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 200 pg/mL,
100 pg/mL, 50 pg/mL und 10 pg/mL verdinnt. AnschlieRend wurden die Proben mittels HPLC
vermessen und die Peakfliche gegen die Konzentration aufgetragen, um die Kalibiergerade zu
erhalten. Mit Hilfe der Geradengleichung konnten die Loslichkeiten der Substanzen ermittelt

werden. Die Ergebnisse der Loslichkeitsbestimmungen sind in Tabelle 38 und Tabelle 41 zu finden.

6.8 Bestimmung der Stabilitit der synthetisierten Verbindungen

in Puffermedium und Zellassaymedium

6.8.1 Ermittlung der Stabilitit im Puffermedium

Zur Ermittlung der Stabilitdten der einzelnen Verbindungen wurden Stamml6sungen (4 mg/mL) in
MeOH hergestellt und diese entweder 1:10 mit MeOH verdiinnt oder 100 uL der Stammlésung
mit 200 uL MeOH und 700 plL eines 10 mM HEPES-Puffer (pH = 7.8) versetzt. Die HPLC-Analytik
wurde mit einem Injektionsvolumen von 20 pL und der in Kap. 6.1.3 beschriebenen Methode
durchgefihrt. Die Proben wurden nach 0 h und nach 24 h gemessen. Die folgenden Tabellen
geben die prozentuale Stabilitdt nach 24 h bezogen auf den Zeitpunkt O h wieder (Tabelle 47,
Tabelle 48 u. Tabelle 49).

Einige Daten sind in einer Grafik in Kap. 3.6.1.1 verwendet worden.
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Tabelle 47: Daten zur Inhibitorenstabilitdt im Puffermedium (Teil I).

Losungsmittel Temperatur [°C] Peakflache [%]
1a
MeOH -20 98.8
MeOH 25 98.3
MeOH/Puffer 30:70 25 95.9
MeOH 40 98.7
MeOH/Puffer 30:70 40 98.7
Verbindung 8a
MeOH -20 99.9
MeOH 25 98.3
MeOH/Puffer 30:70 25 99.4
MeOH 40 99.6
MeOH/Puffer 30:70 40 99.9
Verbindung S-8u
MeOH -20 98.0
MeOH 25 98.0
MeOH/Puffer 30:70 25 93.3
MeOH 40 98.0
MeOH/Puffer 30:70 40 94.9
Verbindung 13B
MeOH -20 99.9
MeOH 25 99.9
MeOH/Puffer 30:70 25 99.9
MeOH 40 99.9
MeOH/Puffer 30:70 40 99.9
Verbindung 13C
MeOH -20 99.9
MeOH 25 99.9
MeOH/Puffer 30:70 25 99.9
MeOH 40 96.7
MeOH/Puffer 30:70 40 97.5
Verbindung 18C
MeOH -20 98.7
MeOH 25 95.6
MeOH/Puffer 30:70 25 27.6
MeOH 40 94.5
MeOH/Puffer 30:70 40 0
Verbindung 18D
MeOH -20 99.9
MeOH 25 97.8
MeOH/Puffer 30:70 25 79.0
MeOH 40 91.5
MeOH/Puffer 30:70 40 40.1
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Tabelle 48: Daten zur Inhibitorenstabilitat im Puffermedium (Teil I1).

Losungsmittel Temperatur [°C] Peakfldche [%]
Verbindung 18E
MeOH -20 97.0
MeOH 25 95.8
MeOH/Puffer 30:70 25 78.0
MeOH 40 86.7
MeOH/Puffer 30:70 40 33.0
Verbindung 18I
MeOH -20 98.6
MeOH 25 99.4
MeOH/Puffer 30:70 25 98.3
MeOH 40 99.3
MeOH/Puffer 30:70 40 95.9
Verbindung S-18P
MeOH -20 96.5
MeOH 25 94.6
MeOH/Puffer 30:70 25 87.2
MeOH 40 95.6
MeOH/Puffer 30:70 40 84.5
Verbindung S-18Q
MeOH -20 97.0
MeOH 25 96.2
MeOH/Puffer 30:70 25 72.2
MeOH 40 96.8
MeOH/Puffer 30:70 40 82.8
Verbindung S-18S
MeOH -20 96.8
MeOH 25 95.2
MeOH/Puffer 30:70 25 89.7
MeOH 40 94.6
MeOH/Puffer 30:70 40 76.0
Verbindung 24A
MeOH -20 99.0
MeOH 25 99.0
MeOH/Puffer 30:70 25 98.2
MeOH 40 97.5
MeOH/Puffer 30:70 40 95.4
Verbindung S-24D
MeOH -20 97.2
MeOH 25 98.3
MeOH/Puffer 30:70 25 98.3
MeOH 40 96.7
MeOH/Puffer 30:70 40 97.4
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Tabelle 49: Daten zur Inhibitorenstabilitat im Puffermedium (Teil 111).

Losungsmittel Temperatur [°C] Peakfldche [%]
Verbindung 28B
MeOH -20 99.6
MeOH 25 98.2
MeOH/Puffer 30:70 25 99.5
MeOH 40 99.3
MeOH/Puffer 30:70 40 94.8
Verbindung S-28C
MeOH -20 99.2
MeOH 25 98.2
MeOH/Puffer 30:70 25 97.3
MeOH 40 99.5
MeOH/Puffer 30:70 40 97.9
Verbindung S-28D
MeOH -20 99.1
MeOH 25 98.9
MeOH/Puffer 30:70 25 97.9
MeOH 40 97.0
MeOH/Puffer 30:70 40 96.5
Verbindung S-28F
MeOH -20 99.9
MeOH 25 99.6
MeOH/Puffer 30:70 25 98.5
MeOH 40 99.7
MeOH/Puffer 30:70 40 97.6
Verbindung S-28G
MeOH -20 99.9
MeOH 25 99.9
MeOH/Puffer 30:70 25 99.9
MeOH 40 99.9
MeOH/Puffer 30:70 40 99.9
Verbindung S-31B
MeOH -20 99.9
MeOH 25 97.6
MeOH/Puffer 30:70 25 51.2
MeOH 40 95.7
MeOH/Puffer 30:70 40 53.3
Verbindung S-31E
MeOH -20 99.9
MeOH 25 99.9
MeOH/Puffer 30:70 25 97.6
MeOH 40 99.9
MeOH/Puffer 30:70 40 98.7
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6.8.2 Ermittlung der Stabilitit im Zellassay

Um die Stabilitdt der synthetisierten Substanzen zu testen, wurden die Inhibitoren mit einer
Endkonzentration von 100 uM im RPM-Medium eingesetzt. Das RPM-Medium besteht aus
RPMI-Medium (Roswell Park Memorial Institute) inkl. NaHCO;, 10 % inaktiviertes Kalberserum
(FCS), 2 mM Glutamin, 10 mM HEPES-Puffer (pH = 7.2), 100 u/mL Penicillin, 50 pg/mL Gentamicin
und 50 uM 2-Mercaptoethanol. Die Inhibitoren wurden mit einer Makrophagenzelllinie (J774.1),
wie sie flir den Assay zur Bestimmung der Toxizitat verwendet werden, flir 0 h, 1 h und 24 h bei
37 °C inkubiert.”®” Zur Aufarbeitung wurden 150 pL Zellmedium mit 450 uL MeOH und 100 pL
4-%iger Phosphorsaure versetzt. Nach 10 min Ultraschallbadbehandlung, wurden die Proben fir
10 min mit 13000 rpm bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand mittels HPLC (Injektionsvolumen:
40 uL, Methode siehe Kap. 6.1.3) analysiert.

Zur Auswertung der Daten wurden die erhaltenen Peakflachen der Zeitpunkte 1 h und 24 h mit
der Peakfliche zum Zeitpunkt O h ins Verhiltnis gesetzt, um die prozentualen Anderungen zu

erhalten (Tabelle 50).
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Tabelle 50: Daten zur Inhibitorenstabilitdt im Zellassay.

Inkubationszeit [h]

Peakfliche [mAU*s]

Verdnderung der Peakflache [%]

Verbindung 13B

Oh 7.76 100.0
1h 7.39 95.2
24 h 6.68 86.1
Verbindung 18D
Oh 95.9 100.0
1lh 78.5 81.9
24 h 47.6 49.6
Verbindung 18F
Oh 169 100.0
1h 58.5 34.6
24 h 8.8 5.2
Verbindung S-18P
Oh 217.2 100.0
1lh 212.8 98.0
24 h 128.6 59.2
Verbindung S-18S
Oh 260.6 100.0
1h 211.8 81.3
24 h 206.5 79.2
Verbindung S-24D
Oh 98.6 100.0
1lh 86.6 87.8
24 h 76.4 77.5
Verbindung 28B
Oh 237.9 100.0
1lh 194.2 81.6
24 h 192.3 80.8
Verbindung S-28G
Oh 188.7 100.0
1lh 179.9 95.3
24 h 182.4 96.7
Verbindung S-31B
Oh 147.8 100.0
1lh 126.3 85.5
24 h 66.7 45.1
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6.9 Bestimmung der Stabilitit in humanem Blut

Um die Stabilitdat der Verbindungen 28B und S-28C in humanem Blut zu untersuchen, wurden zu
482 uL humanem Blut 6 uL der entsprechenden Substanz in MeOH (Konzentration: 4 mg/mL)
gegeben. Nach Oh, 1h, 4h, 24 h und 48 h Inkubation bei 37 °C wurden 6 uL 8a als interner
Standard hinzugefiigt und die Proben anschlieBend dreimal mit 500 pL EtOAc extrahiert. Fiir jeden
Zeitpunkt wurden jeweils drei Proben untersucht. Das Losungsmittel wurde mit Hilfe einer
Vakuumzentrifuge entfernt. Die Proben wurden darauf mit 500 uL MeOH versetzt, im 10 min
Ultraschallbad behandelt, zentrifugiert und mittels HPLC vermessen (HPLC-Methode siehe
Kap. 6.1.3).

Die erhaltenen Peakflachen wurden zur Auswertung ins Verhaltnis gesetzt. AnschlieBend wurden
die Verhaltnisse der Messungen 1h, 4h, 24 h und 48 h mit dem bei 0 h erhaltenen Wert in
Relation gesetzt, um den prozentualen Anteile der noch nicht zerfallenen Substanz zu erhalten

(Tabelle 51 u. Tabelle 52).

Tabelle 51: Daten zur Stabilitat von $-28B in humanem Blut.

Mittelwert der Flachen-
Prozentualer Anteil der noch

Inkubationszeit [h] verhaltnisse zwischen 5-28B
vorhandenen Substanz [%]
und 8a

0 2.54 -

2.45 96.5
4 2.02 79.6
24 1.26 49.5
48 0.99 39.0

Tabelle 52: Daten zur Stabilitdt von S-28C in humanem Blut.

Mittelwert der Flachen-
Prozentualer Anteil der noch

Dauer der Inkubation [h] verhéltnisse zwischen 5-28B
vorhandenen Substanz [%]
und 8a

0 1.54 -

1.44 93.6
4 1.34 87.4
24 0.99 64.6
48 0.85 55.2
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Abbildung 106: Graphische Darstellung der Geschwindigkeitskonstante k fiir S-28B.
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Abbildung 107: Graphische Darstellung der Geschwindigkeitskonstante k fir S-28C.
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7.1 Ubersicht iiber die allgemeinen Synthesevorschriften

ASV 1: Synthese der 1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylatderivate nach Juli et al.®?

Seite 124
SVA1
Saurechlorid (Njw/OCZHs Qr
SOCl, Base é 1 M LiOH O
%OH EtOH . Q(OCZHs CH,Cl5 aps. o MeOH O
H 5 0°C/RT = =
\\| \\l
R! R!
ASV 2: Veresterung der 1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carboxylatderivate Seite 129

R2-OH

o.
EDC-HCI N
DMAP  Oss 0O
_ 7
CH:Cl3 aps. =
0°C/RT |

)\

R1

ASV 3: Synthese der 1-(Benzylsulfonyl)piperidin-2-carbonsdurederivate nach Choi et al.'®®

SV1

R2-OH
EDC-HCI
DMAP
e
OH

N CH,Cl aps. N 0. R2

) o
Boc O 0°C/RT éoc (0]

ASV 4: Veresterung der Benzoesaurederivate

o
PN

HO™ ~R*

ASV 5: Benzylierung und Hydrolyse

1.Bn-Br
(0] (0]
K,CO3

DMF 4. HO =
—

2. KOH
H,O/Aceton

ASV 6: Debenzylierung

Seite 132
SV2 SV3
o.
Séurechlorid Qﬁ( R?
TFA Base O:s o)
E—— o E— %
CH20|2 N \Rz CHZC|2 abs.
H o 0°C/IRT =
|
L\
R’I
Seite 198
R2-OH
EDC-HCI o]
DMAP RZ\OJ\R4
—_—
CH20|2 abs.
0°C/RT
Seite 215
1.Bn-Br
o} o}
K,CO4
HO = DMF ..  HO =z
\\l \\l
COOH 2. LiOH COOBn
H,0O/Aceton
Seite 217
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(0]
R‘io / | H2 Pd/C RE J\O RY, )b H2 paic R J\O
EtOA
M%en B COOBn ko(r?zc COOH
HOAc
ASV 7: Synthese sekundarer Amine via Sy2 Seite 252
H
HoN.os R7-CUR7-Br  oNsps
ASV 8: Veretherung Seite 273
R’-CI
HO.s  KoCOy r6O5pt
DMF abs.
ASV 9: Amidierung der Benzoesaurederivate Seite 286
R7-NH,
j\ EDC-HCI j\
HO™ ~R* HOBt RN R
CHCl abs.
0°C/RT
ASV 10: Verkiirzte Synthese der Enantiomernen-reinen Benzylsulfonamide Seite 289

SV1 SV2 SV3
1. Aminoethanol
EDC-HCI, HOBt
2. (S)-Boc-Pipsr Saurechlorid
o) EDC-HCI, DMAP j\ TFA Base
T o _
HO™ R CH,Cly aos. N YOUONTRY CHCl, SNNCORe CHiClyags
0°C/RT Boc O R® H § 0°C/RT

ASV 11: Verkiirzte Synthese der Enantiomernen-reinen Benzylsulfonamide

SV1

1. Aminoethanol
EDC-HCI, HOBt

2. Benzoesaure H
OH EDC-HCI, DMAP y
N - N \|AOJ\R4
Boc O CH3Cly aps. Boc O R®
0°C/RT

(ON
(Nj\( R2
O:é

O

<

Seite 313
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7.2 AbKkiirzungsverzeichnis

abs.
ACN
ATR
dem.
CH,Cl,
CHCls
cm

DC
DCC
DIC
DIPEA
DMAP
DMF
DMSO

Dstl

EDC-HCI

ELISA
EtOAc
EtOH
FA

g
ges.

HEPES

HCI
HMBC

HMQC

HOBt
HPLC
H,SO,

i. Vak.
K,CO3
kDa

kg
konz.

MeOH
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absolutiert MHz
Acetonitril mL
attenuated total reflection pL
demineralisiert mM
Dichlormethan UM
Chloroform pmol
Zentimeter n. d.
Dinnschichtchromatographie NEt;
N, N'-Dicyclohexylcarbodiimid NMM
Diisopropylcarbodiimid NMR
N, N-Diispropylethylamin oD
N, N-Dimethylpyridin-4-amin Pd/C
Dimethylformamid PE
Dimethylsulfoxid R¢
Defence and Technology Laboratory rpm
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)- RT
carbodiimid-Hydrochlorid

Enzyme-linked immunosorbent assay TFA
Essigsdureethylester THF
Ethanol

Ameisensdure

Gramm

gesattigt

Stunde(n)

4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinethansulfonsdure
Salzsdure

Heteronuclear Multiple Bond Correlation

Heteronuclear Multiple-Quantum
Correlation

Hydroxybenzotriazol
Hochleistungsfliissigchromatographie
Schwefelsdure
Infrarotsprektroskopie
im Vakuum
Kaliumcarbonat

Kilo Dalton

Kilogramm
konzentrierte/r

Molar

Methanol

Megahertz

Milliliter

Mikroliter

Millimolar

Mikromolar

Mikromol

nicht durchgefiihrt
Triethylamin
N-Methylmorpholin
Nuclear Magnetic Resonace
Optische Dichte
Palladium auf Aktivkohle
Petrolether

Retentionsfaktor

revolutions per minute
(Umdrehungen pro Minute)

Raumtemperatur

Trifluoressigsdure

Tetrahydrofuran
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Anhang

7.4 Abbildungsnachweis

Sotriffer et al. Proteinillustrationen (Abb. 10, 14, 23, 24, 75).
Rosch et al. NMR-Titrationsabbildungen (Abb. 77, 78).

Meinel et al. Darstellungen zur physikochemischen Charakterisierung (Abb. 93, 95, 97),
Simulation der Plasmakonzentrationen (Abb. 105).
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7.6 Liste der Endstufen

Lipinski’s: RO5

PSA Toxizitat
Clogp/ (A LoMip  FKBP  BpMip  J774.1/
Struktur Nr. MW |g> b | 0Co (G (KiliCsl,  HepG2/
g/mol 08"74 uM) uM) uM)  HEK 293T
(HPLC)  H-A/ —
H-D s0, M
91.37
(Njﬁ/o OCH; 437/ 0.2+ 0.3
o=t ¢ . + 0. .
- la 4916 o/ 81/20 9:0.7 0.5+ 44.5
é 0.1]
) 91.39
N O OCH,4 . 8*
ool § © R1a 491 *3/ 12 128% 405 66.9
y, 2.97 6.2
48.4
OCH; 0.16 +
91.37 43.45 +
N o OCH . . i .
o(j\( © s1a aote Y3 T si07 02 0.02 4.87
y 3.00 0.03 [0.12 +
gj 8/0 0.09] 11.28 +
: 1.59
36.2
+
(NjY) X 4377 139 516+ 0054 31914
ol T s1a® 4916 o 12 052 001 4.70
gj ' 8/0 ' ' 9.14 +
0.53
Qﬁ(ow/@ocﬂ 137.21
; 4.11/ 50+ 0.04+
A 1b 5366 13 > 100
i} 291 10 1.5 0.35
fj\(o 3 137.21
N OCH; . . +
ol 1 1c 536.6 itls/ 13 >50 9 352 > 100
¢ } ' 11/0 :
Q{O OCH 11741
; 3.14/ 89+ 210+
N0 1d 5066 12 23.2
é 2.02 o/2 2.4 1.33
fj\(o 3 117.41
N OCH; . o +
ol T le 5066 3211‘;/ 12 > 50 009:6 37.2
(e} . 9/2 .
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Lipinski’s: RO5

PSA Toxizitat
Clogt/ (&) LpMip  FKBP  BpMip  J774.1/
Struktur Nr. MW E b | UG (G (KilICxl,  HepG2/
g/mol [ OBT74 M) M) uM)  HEK 293T
(HPLC)  H-A/
H-D (1Cso, UM)
Q\/O\/\/ij[om
ok I : 103.40
¢ 1f 548.7 43'7611/ 14 84.9
' 9/1
HN_ _CH,
o
OQW@ 129.70
¢ 1g  592.7 32'3‘3;/ 16 78
. : 11/1
j)k
o ‘ 158.82
(wj\( _ 4.63/ 48+ 034+
o<{ b 1i 677.8 18 39.2
g} ) 307 13 0.5 0.03
ﬁMNHBoL
Y 138.31
S0 ) . 06+
3 1j 614.7 328227/ 14 > 100 000:1 53
(0] . .
. 12/1
(\Eﬁr()W@:ocu 91.39
o=l : . . +
7N ° 1n 525.2 53145/ 12 > 50 00552 38.3
g; | 8/0 |
Q{OWC:OCH 9139
o) s 4.87/ 74+ 052+
o 10 5056 12 29.5
g; 3.47 v 1.3 0.02
Qﬁ(o\/
055 0 10951 1 g4
¢ 3b 356.4  2.87 7 o 13x23 > 100
8/0 :
N O~ .
O}( 109.51 o,
; 3¢ 356.4  2.87 7 e 25%22 > 100
gl 8/0 :

w
()]
N



Anhang

Lipinski’s: RO5

PSA Toxizitat
Clogp/ (A | PMie  FKBP  BpMip 1774.1/
Struktur Nr. MW E b | UG (G, (KilICsl,  HepG2/
g/mol [ OBT74 uM) M) uM)  HEK 293T
(HPLC)  H-A/
H-D (1Cso, UM)
O\(V 89.71
J 3d 326.4 1.90 6 > 50 > 50 > 100
6/2
O\FV 63.69
J 3n 3458 3.84 6 >100
5/0
O~
CNjY 92.37
o<{ b 2.55/ 78+  10.0+
é 3s 3514 6 >100
il 143 21 15
Ni/NH
N > 100
@\(o \ 0.57 +
N S +
ol | 357/ 2% 107+ o045+ 016  2815¢
J ga 4025 7 9 8 T e 24.65
' 6/0 ' ' g y  4690%
' 5.24
N > 100
OY° \ 0.15 +
N X +
ol ] 3577 %% sg4 0314 003  [4292%
J s-8a 4025 9 24.16
2.35 0.5 0.04  [0.26%
6/0 0.08] 4227+
' 2.26
(j\ﬁ - 0.17 +
XN . L
. 122.40
<8 3.32/ 39+ 0.03
o +
sb 4475 T 91/% 05 09%02 7 56.7
0.1]
Q\(o - 122.40
o) 3.32/ 87+ 114+
N ° 8 4475 10 46.7
248 40 0.7 0.07
(jY ] 0.46 +
s _ 122.40
o Y 3.32/ 79+ 059+ 0.06
J S8 4475 o0 91/% 1.2 007  [0.48+ e
. 0.17]
O\fo < 102.60 42+0.7
) . 2+0.
O=g o +
J 8d 4175 21'3;56/ 9 2;':' 21406 [35% >100
' 7/2 ' 1.7]

NH,
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Lipinski’s: RO5 .
PSA Toxizitat
Clogp/ (R LpMip  FKBP BpMip  J774.1/
Struktur Nr. MW o Ig) rotb (1Cso, (1Cso, (Ki [1Cs0], HepG2/
g/mol [ OBT74 M) M) uM)  HEK 293T
(HPLC)  H-A/
H-D (1Cs, LM)
Q\'(O S 102.6
0= . . +
;//5 ° 8e 417.5 213554/ 9 > 100 11659 62.3
E:L : 712 :
Lo L
Oss_ 0 88.60
+
° 8f 459.6 3.91/ 11 44.5% 28+03 45+1.7 443
2.49 16
7/1
HN\(E(,H3
(%(O /\
o<l
PN ° 114.91
o +
8g 503.6 218 13 44.8+ 2.8%+0.6 > 100
1.89 12
9/1
o~
0ss_ 0 105.68
o +
8h 459.6 2.59/ 10 74.9% 0.9+0.2 > 100
1.36 15
8/1
HT\\EO
Lo L
0s§ 0o 123.50 29205
J .02 289+
- 8j 525.6 3.02/ 11 e 1.7+03 [115% 52.5
. 1.71 10/1 3.2 6]
\CHJ
\/\)/;NJ
(Nj\/o \ 88.60 43+0.5
N 91 15+
4 8k 459.6 32959/ 11 4957 24+0.6 [3.8+ 57.4
CH; ’ 7/1 ’ 15]
N7 en,
0. AN
Qﬁ 114.91
O= 0 +
d 8l 503.6 3.14/ 13 2k 3.3+x05 > 100
CH, 1.95 7.2
NJ\’(OCH} 9/1
H (o)
(NUYo S 105.68
0s§ o . A+
d 8m 459.6 2.59/ 10 33.1 1.6+0.2 61.3
1.42 8/1 6.7
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Lipinski’s: RO5

PSA Toxizitat
cogp/ (A LpMip  FKBP BpMip 1774.1/
Struktur Nr. MW Ioglg’ rotb (I1Cso, (ICso, (Ki [1Cs0l, HepG2/
7.4
M M M HEK 293T
g/mol (HPLC)  H-A/ uM) uM) uM) 93
(1Cso, UM)
H-D ’
oS
N ° X
o:/é ) 429 7658
& 8n 437.0 9 35.8
/3.19 &/0
fj\(o g 013+
XN . x
N 76.58
= o 4.29/ 2.4+ 0.02
J s8n 4370 ) 9 oq 14%01 021+ 33.6
6/0 0.08]
(j\( A | 47.9
o Y b 7658 oo, 85.24 +
d 80 4165  3.03 9 (') 6‘ 2.9+0.2 7.40
6/0 ' 34.47 +
3.05
= 43.7
OY° ‘ 0.29 +
N A . - +
05 o 3.03/ 76.58 29+ 0.5+ 0.03 70.02
s 580 4165 o] 9 0.7 0.05 0,43+ 2.99
' 6/0 ' ‘ (') 1]‘ 24.25 +
: 2.57
3 0.18 +
N N 76.58
R 4.29/ 75+ 027+ 0.01
Oss 0 X
/ S8t 4370 49 = 1.0 0.05 [0.23 + =
e 0.08]
g 0.097 +
O X . _
N 76.58
os{ o 3.72/ 57+ 026+ 0.02
S8u 4205 o, 9 08 002 [0072¢ 00
6/0 0.03]
F .
/N ‘
o §
N 76.56
Oss_ 0 4.46/ 26+ 0.8+
s8v. 4705 ] (;1/% 0.3 0.01 43.4
/N ‘
ot T V\Q 4.44/ 7658 53, 0.8+
J S-8w 4814 o) 630 o4 0.01 42.3
. 100.62
ob 1 12a  519.6 — 11 > 100
: 3.03 o/0

365



Anhang

Lipinski’s: RO5

PSA Toxizitat
Clogp/ (R LpMip  FKBP BpMip  J774.1/
Struktur Nr. MW o Ig) rotb (ICso, (ICso, (Ki [1Cs0], HepG2/
g/mol [ OBT74 M) M) uM)  HEK 293T
(HPLC)  H-A/
H-D (1Cso, UM)
/N ‘
OY N 85.81
N . 3+
oS © 126 4305 8V 8 >100 23 47.2
2.06 0.06
7/0
/N ‘
(Nj\(o N 68.74
4.47/ 89.3 + 17 +4
o ° . 1 +0. .
2\0 12c 4169 9 s, 5108 ol 50.9
\@\ 6/0
(U\( g 122.40 1.1+0.2
N ° ~ + +
ol ] S-12d 4335 32'222/ 9 21‘%' 0(')1:1‘ [1.6 + 51.4
J >: . : 9/0 : ' 0.8]
Ol L
NNO N 76.58 55+1.1
+ +
0N © S-12e  380.4 zz'iz/ 8 114725‘ o(.)zg' " 3.2+ 88.1
‘ 6/0 ' : 1.2]
L. )
NN O Sy 76.58
AN 13A 374.5 22'8212/ 7
2 o
(Njﬁ(o\/\ou 8391 28 i‘ 04
O=4 5 +
. 138 327.4 1112/ 7 9;6 13+06 [16% > 100
5} ' 6/1 0.3]
> 100
o_cn, 63.69
\OY T 3.43/ 79.2 + > 160
\//S (e} ("HS . . . - . i .
J 13¢ 3254 47 5?0 36 2001 148.74 +
1.90
(Nj\(o 63.69 1.8+ 0.6
AN $-13C 3254 32'45?(’)/ 6 [4.7 £ > 100
é ' 5/0 1.2]
QY “*@[ sy 10846
: 18A  491.6 2 0 12 25.0
' 9/0
(j\(%*@ 0.097 +
3 117.69
P 4.03/ 49+ 0.08+ 0.02
188 5216, - 0.8 0.01 [0.45 + 2e
10/0 o]



Anhang

Lipinski’s: RO5 s
PSA Toxizitat
cogp/ (A LpMip  FKBP BpMip  1774.1/
Struktur Nr. MW E b | UG (G, (KilICsl,  HepG2/
g/mol [ OBT74 uM) M) uM)  HEK 293T
(HPLC)  H-A/ (1Ceo, M)
H-D 50, M
(j\(wk@ 10288 . > 100
PN N 18C 4325  3.19 10 (') ,  04%01 > 160
8/0 ' > 160
(jﬁ(wﬂ\@ 102.88
osk } () 3.19/ 1.7+ 016+
s-18C 4325 o0 10 03 0.02 > 100
8/0
fj\( 0 > 100
N 0\/\0 SN
0= o J\Q 3.19/ 102.88 6.6+ 0.2+ 282.7
d 18D 4325 7 10 0.4 0.05 +6.99
‘ 8/0 ‘ ' 140.73 +
3.22
qr o > 100
N "\/\o*@ 102.88 282.7 +
oy | . .6t 3t
N ° Z S5-18D  432. 32%98/ 10 2066 (())?)5 0.8 6.99
gj ' 8/0 ' ' 140.73 +
3.22
Oﬁ(\”*@ 135.81 > 100
TN ° w  18E 4765  4.28 11 >100 7.0%1.4 > 160
é 10/0 > 160
Oy(w 135.81 > 100
S 0 J\Q S-18E  476.5 42'2785/ 11 =
' 10/0 )
(j\(w 113.78
A J\CL 18F  456.5 32‘%%/ 10 > 100
' 8/0
OY\A)&@ 113.78
ol I 3.09/ 5.3+ 0.9+
i o S18F 4565 ] 10 04 008 > 100
8/0
(j\( 0 43.3
N o 130. 22.52 +
0= o J\(;( 3.90/ 3045 55, 0.6 + >
$ 186 4635 10 0.3 0.04 0.50
' 9/2 ' ' 16.82 +
2.61
(j\( 3 0.43 +
Aoy, o 150.67
o) 3.36/ 1.4+ 0.08
\//5 o OH . . i . .
y 18H 4795 ) 1;33 oq 03%01 o 41.4
0.12]
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Lipinski’s: RO5

PSA Toxizitat
Clogp/ (A LpMip  FKBP BpMip  J774.1/
Struktur Nr. MW E b | UG (G (KilICxl,  HepG2/
g/mol [ OBT74 M) M) uM)  HEK 293T
(HPLC)  H-A/
H-D (1Cso, UM)
(j\(ow I > 100
ol J\@ﬁ( 12729 119, o2+ 621.75 +
J T 181 4755  4.46 11 ol - 58.15
9/1 3.8 0.04 428.35 +
2.74
el ¢ 127.29 621.75 +
N ° OH . 3t . + .
J I 5181 4755 Rty 11 3:3 0.13 0.58 58.15
-0.83 o 0.3 0.01 428,35 +
2.74
gj\f e o sae) 29 00,
J 18) 475.5 ) 11 T 1.0+0.2 > 100
-0.71 o/1 1.1
(UY\A 116.01
| + +
A Ol wes 3 U s oa 204
: o . .
(j\( 0 > 100
N S ™ 116.01 7.73 +
o0 J\C( 3.82/ 1100 97.73
d 18L 4465 10 2.90
' 8/2 37.07 +
4.21
OY“J\O 89.99
4.54/ 5.2+ 0.5+
=S5 _ 0 2
g) s-18M 4315 ) 71/% o 0.0 54.2
)
fj\(w)k[\ 115.77
o) () 1.75/ 324 0.4+
S, © > S-18N 4335 10 > 100
5) 1.32 o/0 0.9 0.03
(e}
O\(\A 119.45
os{ $180 4775 4.22/ 11 22+ 0.14% 51
gj [ o 7084 . 02 0.01
o neo™™ 0.47 +
O (e}
O\F ~o c1gp  s70g 454/ 12&93 86+ 040t  0.07 . :g
J ' 2.56 1.3 0.02 [0.42 +
. 11/0 0.05] > 80
O\r‘)w >e 126.93 075 700
ol T ¢ 5.31/ : 210+ 0.16
y 5-18Q  607.7 20 0.7+0.1 >20
[ 3.59 9.8 [0.64 + e
S 11/0 0.2] Prazipitat
’ ion



Anhang

Lipinski’s: RO5 s
PSA Toxizitat
clogp/ (A LpMip  FKBP BpMip  1774.1/
Struktur Nr. MW logP rotb (1Cso, (1Cso, (Ki [1Cs0], HepG2/
7.4
M M M HEK 293T
g/mol (HPLC)  H-A/ uM) uM) uM) e 9;')
H-D 50, M
0 Ho/\ > 100
N S s18r  ssig 30 14fé91 22+ 007% > 160
o ' 1.49 0.3 0.01 57.85 %
o™~ 11/2 2.64
OHO\/\
o YT " sass sy Y 14fé91 19+ 0072 47.2
y i : 1.94 0.1 0.01 '
gj w03 11/2
103.41
N O\/\N/<>[O(H3 .
@T i A 426 Y T 27.7

113.01
+
?0238:{ 10 3':))'2_ 11+0.1 > 100
. 8/2 .

(jYw@Y 3717 3O 2644

22B 446.5

N ° . S5+0.
y 22¢ 4465 o 11 o, 1.5%03 > 100
8/2
51.3
(j\,(\/\/@ a5 121.54 100.02 +
o ° 220 4472 g 10 >100 1.6+0.4 13.27
' 9/1 12.87 +
1.07
S © w  22E 4615 11 >100 0.9+0.3 21.5
d 2.95
9/1
NH, 511
Oﬁ(w@ 268 101.74 12.14 +
I ° 22F 4175 1 73 9 1.80
' 7/3 2714
0.29
OYW 101.74
A w, 22G 4316 3;'3;31/ 10 6.1
. =0
QY o N oon ases A7 10?640 36+ 0.18+% 438
g} : 2.33 8/2 0.8 0.02 :

369



Anhang

Lipinski’s: RO5

PSA Toxizitat
Clogp/  (A) | PMip  FKBP  BpMip 1774.1/
Struktur N | Mw |og|g> b | UG (G (KilICxl,  HepG2/
7.4
M M M HEK 293T
g/mol ooy may | MW kM) kM) e 9&)
H-D 50, K
%UWE OCH;,
2 103.41
A @[ 3.97/ 9.7+  0.05%
d 221 5066 13 22.8
é 253 4 1.2 0.01
:OY o Q 435 9418
¢ ™ 220 4766 5 ce 12 68.7
’ 8/1
i 100.62
N 0\/\0/@0“} . 9+
ol ¥ 24A 4936 328620/ 12 6098 1.2+0.2 > 100
% E
o
ol YT coa8 4035 459 72592 286+ 0.5+ 61
()// = .
é 299 oo 5.8 0.09
Cl
N O\/\o/(j/ 5 35/ 72.92
08 s24c 4379 L 9 >100 0.7+0.1 > 100
s =
N 0.25+
N O 85.81
) . gt 21+ .
03 © s2ap  a0as Y 9 77 0.21 0.06 > 100
d 180 2.5 0.01 2.2+
0.4]
Z N
0PN S-24E 4045 ) 9 > 100
s o
NO,
o Y couf  aags 454 1113674 137+ 021+ 100
d ’ 2.58 4.1 0.03
9/0
o OCH;
o= ¢ \/\EJ\@ 3.10/ 120.47 51+
’ L, " 28A 5206 O 12 0g 0501 > 100
' ' 10/1 '
[e]
(jy(w Sy 105.68
E s . 4
Al '/ 288 4315 21361/ 9 52‘; 0.840.1 > 100
: o :
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Lipinski’s: RO5

PSA Toxizitat
clogp/ (A LpMip  FKBP BpMip  J774.1/
Struktur e | oMw E b | UG (G, (KilICsl,  HepG2/
g/mol (H%Lg A | W) M) uM)  HEK 293T
(ICs0, UM)
H-D '
o > 100
N 0\/\N NN 029 + "
i LI 286/ 10298 q14: 006  1207%
$ S-28B 4315 9 1.4+0.4 17.04
1.41 8/1 1.7 042 ol
0.18] 8.61
¢ 163.0
2.54/ 820+ 0.69+
28M  685.9 16 > 100
146, 045 0.17
0.98 +
oY cogc  s7ag 362 12;72 556+ 048+  0.29 : igg
J ' 2.52 0.69 0.03  [0.58%
RN 11/1 0.08] > 160
GO 121+
o_~ 0 129.72 96.8
N N 4. 30+ 53+ 22
055 0 5-28D  606.7 22 19 330 0.53 0 > 80
d 3.24 0.68 0.03 1.1+
HiCO_~_O 11/1 0 7] >80
O~y 102.0 3.2+0.9
0= 3+ . +
ya “J\Q S28E 5427  6.46 12 419532 004110 [3.8% > 100
gj OV 8/1 ' ' 0.8]
i 0.093 + > 100
0.
otV wJ\Q so8F 4765 310/ 1212625 32+ 027+ 001 119.09
: [ ' 1.27 o/ 0.4 0.02 016+  64.29+
0.08 11.70
i 0.26 + > 100
N O™y NN 105.68
ol B LW ] 3.17/ 354 N 0.04 > 160
d ~ 528G 4455 o) 831 05 06*0l1 [0.32+ 143.49%
0.12] 23.37
i 0.81+
: OY\}:{ AN 105.68 +
LI '/ S-28H 4455 31'151/ 9 112'52‘ 0.7+0.1 [5'91; > 100
. ” . - ® +
0. OCH,
o) ¥ “HJ\@[ sa0) 12049 5.,
: L, " s28 5346 7 12 0, 05%01 > 100
' 10/1 '
[0}
QYO\A/\H OCH; 120.49 . +
050, o, S-28] 5346 32'%02/ 12 1115‘ 06255_ 44.6
gj OCH;, . 10/1 . .
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Lipinski’s: RO5

PSA Toxizitat
Clogt/ (&) LpMip  FKBP  BpMip  J774.1/
Struktur e | oMW E b | UG (G (KilICxl,  HepG2/
g/mol 08774 M) M) uM)  HEK293T
(HPLC)  H-A/
H-D (ICs0, UM)
N '\I\/\O OCH,
o) 120.4
L 3.50/ 049 1024
J L™ 31A 5206 O 12 11 06%01 > 100
) ' 10/1 :
- (0]
o YT } 120.49
d I % S31A 5206  3.50 12 70.2
10/1
VN oo 105.68
O=d . g x
S O - s318 4315 26¢/ 9 7.7 1.3+04 > 100
1.21 2.6
8/1
Ol
N N\;/\O OCH;
ok 0 J\@[ 381/ 0% 1504
J L, os31c ssae 12 1o 11:02 > 100
' 10/1 :
° (0]
o 1T J\;:[ | sg1y 12049 oo
d L, s31D 5346 U 12 9 1804 54.6
‘ ‘ 10/1
AN o 66.47 92+12  >100
‘ +
L S-31E  324.4 21'56%/ 5 > 100 Zi'i‘ [6.2 + > 160
5) : 5/1 : 0.7] > 160
ka[ 0.99 +
) 111.70
SS O CH, } . 3t .
oo S 3sA 5346 12/ 12 293%f 9101 016 > 100
208 o0 9.3 [1.2+
0.7]
QLf g
ot ¥ wk@[ 3 oy MIT0 .
{ I, " s358 5346 7 12 o 05%01 > 100
: 10/0
(jww ~y 108.47
ock X N 2.33/ 61.8+ 6.70+
¥ ~ 35¢ 4305 T 3?2 1o pps > 100
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H H
N N OCH;
Q\r Y j;:[ 123.23

Ej o 2.66/ 497t 079t

S-35E  519.6 11 > 100
] 1.67 10/2 0.88 0.12
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7.7

Liste aller Verbindungen

S-2 S-3a
N O\/ N O\/
H oo Osg_ 0
S-4a R-2 O
OH .
o N
S © H oo
R-3a O R-4a O
o O\/ ~, OH
o T N
=S O = O
/ 7/
o
2 3a
o
N ]/ \/ N ]/O\/
H 0=
/7
o
4a 5 OCHj,
" OCH,4
N o
- HO
S, O OCH,
S-1a OCH3 R-1a OCH3
OCHs V\/</YLOCH3
o O 0
(Njw/ OCH3 N Il/lr OCH3
O=¢ O=¢
=S O B 0
/! /7
o o
1a OCHj, S-6 OCH,4
OCH3 \/\/©:OCH3
o)
(Nj}(o OCHj, (N\/l\( OCH,4
O=¢ o I|30c (e}
/
S-7 OCHjz S-1a* OCHjz
OCH3 \/\/©:OCH3
o
(Nj\(( OCH,4 (Nj\(o OCH,4
H o s 0
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3c 4c
N ]/o\/ N OH
=d |
e s
fo) (e}
N02 NOZ
1c OCH;, 8c /NI
OCHj
o) N
N OCH, = o)
o ’
\/S (0]
O/
NO,
NO,
le OCHjg 8e _N |
OCH;,
N ro N
O. |
N OCH, SS_ O
0= /
\/S (0]
c)/
NH,
NH,
8k _N 8l _N
| |
o
N ]/ _ N rO NS
0= 0={
BN © N °
o) (e}
CH3 CH3
N, N}}(OCW
H H 5
OCH
N ]/o x | ’
|
O:/S fe) N (O OCHj;
7 0=d
D
o o
JJ\ 0 CH3
N~ “CH, kcm
N H)k/\NJLO o
1j OCH;s 8] /N
OCH; |
o N S
N OCH;z Oss_ ©
0://3 o o
o o)
o) N
N
N N\ H)KE\\)
oY N\CH
3
CHs
3b 4b
o OH
N N
Oss_© O3 ©
N02 NOZ
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N
1b OCH3OCH 8b _ |
3 o x
N
© 5. 0
Ny OCHs p,
O:S o)
/7
o]
NO,
NO,
N
1d OCHsoCH 8d =
3 o x
\/\/@E h ]/
o -
N OCHs S O
O:S le}
/
NH,
NH,
1f OCHs 1g OCHs
OCH, OCH;
0 N o OCHs
N ocH, N
Oss_© >N 0
/7
o]
o)
HNYCH3 HN%OCH;,
CHs CHs
N
8f /N| 8g “
O ™ N ]/O X
'Tl 0=d
Oss_ 0 =S O
// O
o]
HN_ _CH, HN\g)kOCH3
CHs CHs
8h /N| 3n .
© N N
N ( O:S
O:é le} ”
) o]
o)
cl
HN\H/CH3
> OCH
1n 3
an OCHjs
OH
! o
Oss_ © N OCH,
(@] Ot//S o
cl
cl

376




Anhang

8n _N S-7 OCH3
N o
=s_ O N OCHj
'/ H o
Cl
10 OCHj 9 N
OCHs (\/L\ o \l
0 N
N ]/ OCH3 Boc O
O=d
=S (0]
7
O
Me
RSV Y Qe
O N (@) N
N
N N
S 0
Me
3d 3h
o~ o~
e N
=S N
(e} (e}
NH, HN__O
CHs
3p 3q
O\/ O\/
N N
S (e} =S
/ /7
NO, NO,
HNYO NH,
CHs
o~ o~
T N
N © PN ©
(e}
NH2 N
NH, HN—/
S-3b S-4b
l}l O\/ f}l OH
Oss 0 038 ©
NO, NO,

377




Anhang

5-8c /NI S-3n .
N O NS O'}l ~
=S O
O=¢ y
S O J
NO, &
N
S-4n S5-8n _ |
o n
N OH N
938 © =S_ O
o
cl al
N S-10 _N
S-9 _ | |
(e} S N O ™
N N
Boc O (e} .
S-80 /Nl S-8u _ |
O N N (@) N
) e
Me F -
S-8v /NI S-8w q( _ |
o n
o} N
i N
o3\ © e
o} o
CF3 Br o
3
S-8t /NI 123 ocH,
Y (ko
' OCH
O © ol S
’ 200
1T
e}
cl
12b 1lcv .
N 0] N ~
- o}
é\\/oo O)\
AT )
° L
cl
11c 12c

z

378




Anhang

S-12e _N
(Njﬁfo NS
o o o}
8a _N | 13A = |
N N el
ss_ 0 =S O
13B 13C
0= 0=
s O S O CHs
(e} (e}
S5-8a _N | S-13C
O._ _CHj
(%(O NS O\ITI Y
s-14 5-15
Boc O CHs H 0 CH,
17A 18A o)
HO
O=d o)
OCH3 O// OCH3
OCHj % OCHjs
17B o 18B o)
HO_~g OCH, N O~g OCH,
O={
OCH; 0//83 o OCH;
OCHj3 OCH3
17C o 18C o}
HO\/\O | AN N ]/O\/\O X
=N o) @
17D o 18D o}
HO
\/\O | SN N ]/O\/\O XN
% Osg | _

379




Anhang

16Gv 0 16G o
BnO OBn HO OBn
OBn OBn
17G o 18Gv o)
HO\/\O OBn \ O\/\O OBn
o://é o
OBn © OBn
18G o) 16Hv o
l}l ]/O\/\O OH BnO OBn
O=
/,S o OBn
OH OBn
16H o 17H o}
HO OBn HO\/\O OBn
OBn OBn
OBn OBn
18Hv o) 18H 0
N ]/O\/\ o OBn N ]/O\/\ o OH
O:é O O:é O
o’/ OBn O’/ OH
OBn OH
16lv o 16l o
BnO HO
OBn OBn
(0] (¢}
171 o 18Iv o]
HO\/\O N ]/OV\O
o o]
18I 0 16Jv o o
’T‘ ]/o\/\o BnO)K©)J\OBn
Oss_ © OH
(0]
16J) o o 17) o o
Ho)k©)1\08n HO\/\O)kQ)J\OBn
18Jv 18J 0 o

380




17E o) 18E (¢}
HO\/\O)‘\O\ N ]/OV\O)J\©\
0=
NO, >N © NO,
17F o 18F (o]
HO\/\OJ\©\ N (O\/\O)K@
\I
CN O\// CN
17K o 18Kv (e}
HO\/\O)J\©\ N (O\/\O)b\
|
NHBoc Oss. © NHBoc
18K o 17L ]
HO NHB
5 'Tl ]/OV\O)J\@ V\o)‘\©/ ocC
N © NH,
18Lv 0 18L (o}
N ]/O\/\o)‘\@/NHBOC N ]/O\/\OJJ\©/NH2
| O=d
=S O =S O
17M o 19M (o)
HO\/\O)KO N O\/\O)J\©
|
Boc O
20M 0o S-18M (o]
N O\/\O o\/\o
H oo Oss 0
17N 0 19N (j\( (o]
HO _~ N (0] N
O X ~
L ) an
N Boc O N/
20N (o] S-18N (¢}
” O\/\O)k[Nj 'Tl OV\O)J\[N\]
o) ~ Oss_© Z
N 7 N
160v 0 160 o
BnO HO
OBn OBn
OCH; OCH;

381




Anhang

170 o 190 o)
HO\/\O N O\/\o
OBn Boc O OBn
OCHjy OCHjs
S-190 0 S-180v 0
N 0o O o
H o Osg_ 0
OBn O// OBn
OCHj OCH,
S-180 0 19F 0
O\/\O N o\/\o
Ot//é O OH Boc O CN
o
gj OCH,
20F 0 S-18F 0
H oo Oss_ 0
CN g 3 CN
19E 0 20E 0
N O\/\O)k©\ H O\/\O)K©\
Boc (6] NO, (0] NO,
S-18E o) 19C 0
\I
» 9 NO, Boc (@) _N
20C 0 S$-18C 0
N o\/\o | AN N O\/\O A
H o _N Oss 0 N
19D o) 20D 0
N 00 | SN N o0 | SN
Boc (0] 7 H (@] =
S-18D o) 19i 0
N 00 | SN N o0
Oss_ © _ Boc O OBn
201 S-18lv 0

OBn

7
i3

Y

0
1
~n-zZ
go
Q
O g

OBn

382




S-18I 0 16Pv )
N O "~o BnO OocH,
0§ o OH

o O~ocH,
16P o 17p o
HO OocH, HO o OocH,
O~"ocH, O~"ocH,
19pP 0 20P o)
’Tj O\/\OJ\Q/O\/\OCH:; ” O\/\OJ\Q/OV\OCHQ,
o}

Boc O
S-18P 0 16Qv o
o o O._~_-0OCHjs
’Tl \/\O \/\OCH3 BnO
O=

S, O
o} OCHj
O\/\OCH3 ~N
16Q o 17Q o
HO O._~_OCH; HO_~¢ O._~_OCHj
O._~_OCHj O._~_OCHs

19Q o) 20Q o)
N O\/\O)KQ/OV\/OCHs H O\/\O)KQ/OWOCHS

S$-18Q 0 S-18R 0
’Tl O\/\O)k(;/O\/\/OCH3 'Tl OV\O)‘\Q/O\/\OH

S5-18S 0 21A OCHjg
N O\/\OKQ/OWOH /@:OCHS
|

O=
S~ © HO\/\” OCHjs
O _~_©CH
22A OCHjs3 21Bv O
OBn
Q“WO\/\N OCH;
O:é le} H H2N

383




Anhang

21B (0] 22Bv 0o
\/\N
H g
22B o 21Cv
dOH HoN OBn
N ]/O\/\N @)
O=¢ H
s, 0
(0]
21C 22Cv
HOwNQ(OBn Q‘L““/O\/\N@YOBn
: 0 o8 0o H o
O/
22C 21D NO,
O\/\N OH HO\/\N/©/
) H o H
o/
22D /©/N02 22F /©/NH2
QWOWN O
O://S o) H O://S H
O
21E Ho\/\/n 22E . H
~ N
NO, O=g [ \©\NO
4 2
22G H 21H HO\/\/H
SRAa ! oy
Os=s_ 0 |
o NH, Boc
21) 22H

384




H
211 HO_~_N OCHs 221 H
N o_~_N OCH,
g
OCH3; //S (e}
OCHs | OCHs
3
H
21) Hoo_~_N 22) (\/Lﬂ/ H
OCHs O:/é o] \©\
OCH, / 1 OCHs
3
23A OCHg 24A OCH;
OCHs /©:OCH3
HO~o OCH, N (O\/\o OCH,
O:S le}
d/ ?
23B @ S-25B /@
HO\/\O E T O\/\O
0oC
S-26B /@ S-24B /@
N O\/\o ’T‘ O\/\o
H oo Oss 0o
23C /©/CI 5-25C ij /©/C'
HO o
~"0 N ~"o
Boc O
5-26C ©/C' 5-24C J@/CI
(NjYO\/\O (NjYOV\O
H o O:/' 5
23D Ny 5-25D N |
HO\/\O | = %Owo X
I|30(: (@]
5-26D N | 5-24D N |
N O\/\O N QYO\/\O NN
H o O://é o)
23E SN S-25E

HOV\O =

fp
§

(@]
/N
—2Z

|
Boc O

385




Anhang

S-26E = |N S-24E /@xj
N R N O\/\o A
H o Os5 0
23F : _NO, S-25F C/NOz
HO\/\O (Nj\ro\/\o
Boc O
S-26F /©/N02 S-24F /©/N02
QYO\/\O NN OO0
"o Oss_ ©
27A %) 28A 0
HO\/\” OCH3; N O\/\N OCH,
Ny H
OCH, J © OCH;
OCHjs é OCHg
27B o 28B 0
= 05 o H =
S-29B 0 S-30B 0
Boc O H = H (@] H P
S-28B o) $-29G 0
\ OV\H | N 'Tl O\é/\N | SN
O://S o) > Boc O CH3 =
Ogj
S-30G 0 S-28G 0
N O N SN N ON SN
H o ¢ | O=¢ SR
3 = 5 (0] CH3 P
S-29H (j\r 0 S-30H Qr 0
o N 0 X
YN N N ﬁ”u*@
Boc O CHj Pz O CHs Pz
S-28H 0 S-291 0
N OWAN SN N O N OCH,
0;' O CHy | _— Boc O CHs I oCH,
OCHjs

386




S-301 q/ 0 S-28I Qr 0
O~ OCH, O~ OCHj
N : N N Y N
H o cn, M Osg O GHy "
3 OCH3; O// 3 OCHjs
OCHjs OCHjs
5-29) o] S-30J Qr o]
o) OCHjs o OCHjs
N N N N
l|30c O CH H H O \C‘Z?\ H
’ OCHs ° OCHj
OCHjs OCHjg
5-28) Q( (o] S-29F Q( o]
o OCHj o~
N N N N
O:é (o) \(‘;\ H éOC (0] H
g 3 OCHj, OBn
OCHs OCH;
S-30F o] S-28Fv (o]
T G N O
O=
© OBn ’/S © OBn
OCHjs OCHj,
S-28F 0 27D o
N o~ N HO\/\H O _~_0OCHs
0= H
O//S © OH
OCHj, O._~_-OCHjz
5$-29D o] S-30D 0
N O\/\N O _~_0OCH; ’T‘ o~ N O~ ©OCHs;
Boc O H ot//S o H
O._~_OCH; O._~_OCH;
5-28D 0 27C 0
N O ™~n O~ ©OCHs; HOV\H O\/\OCH:;
ot//é o H
O~ OCH; OocH,
5$-29C o] S-30C o]
o~ o~ O~ O~
N N OCHg N N OCH3
éoc (0] H H o H
O~"ocH, O~"ocH,
5-28C o} 16R o] \Q
l}l O\/\H OV\OCH:; Ho)b/o
o\/\oc:H3
L0 [ [Opede O
HO__~ o O o
w LY




Anhang

S-30E 0 VO S-28E 0 VO
N O~y o N O~y o
H o H o:// o H
32A H 31A Y 0
N on N "0 ocHs
=& O=
08’8 o} O//S o . OCH;§
3: 3: 3
S-33A H 0 S-34A " 0
N N~o OCHs N N~o OCH,
|
o)
Boc © OCHs OCHs
OCH, OCHj
S-31A H 0 S-31B H 0
N N\/\O OCHjs ’T‘ N\/\O | SN
0= le} Boc O =
g OCH,
OCHs
S-31B H o) S-31B H 0
N N\/\O | SN ’Tj N\/\O | SN
Hoo _ Oss 0 _
S-33C H 0 S-34C " 0
N No~o OCHs N N\E/\O OCHs
| H H
O CH
Boc O CHs OCHs 3 OCHs
OCH;3 OCHs
S-31C H 0 S-33D H o)
H
N N\E/\o OCH, N NY\ o OCH,
O= o
O//S (@] CH3 OCH3 Boc O CH3 OCH3
OCHjs OCHjg
S-34D Q(H o) S-31D Q(H o}
N OCHs N OCHs
YL XY 6
O Ch, OCHj g 3 OCHj
OCH, OCH,
S-33E H S-34E H
N_ _CH
N N._ _CHj, N Y 3
Boc O CHs, O CH,
S-31E H S-37A 0
O: | | |
S O CHg Boc O CHs OCH,
OCHj

388




S-38A 0 S-35A 0
OCH
” O\/\'Tl OCHj3 'T‘ OV\'Tl 3
O=s 0O CH
© CHs OCH, g 3 OCHj
OCHjs OCHjs
S-37B CHs o) S-38B CHy 0
|
Boc O OCHs © OCHs
OCHjs OCHjg
S-35B CHy o) 32Bv H
N
N N0 OCH, N ~"">NHBoc
O= O=
O//S © OCHs O//S o
OCH; %
32B H 35C H 0
N
N (N\/\NH2 N ~"N SN
0= 0= Ho |l
\/S (0] \/S (6] Pz
/ O/ ?
H
36D HO N OCHs 35D H
Y N O OCH;
(e} o
OCHj3 ://S fo) 0) OCH
OCHs o] den 3
3
H H :
36E . N y OCH, S-37E H H
oc \/ﬁof N N\/\[(N OCHj,
OCH3 Boc O o) OCH
OCH; den 3
3
S3 R oo 3% O\( 0 oon
3 3
OCH3 d/ OCH3
OCHs OCH;
27F o
HO\/\N
H NHBoc
28K 28L 0

389




Anhang

28M

390




