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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

Das Ziel der aktuellen HIV-Therapie besteht in eimé&glichst vollstdndigen Unterdriickung
der Virusvermehrung, wodurch das Fortschreiten temunschwachekrankheit Aids
verhindert werden soll. Eine dauerhafte Inaktiugyudes HI-Virus oder die komplette
Elimination aus den infizierten Zellen ist bishecht moglich. Die Grinde hierfur sind vor
allem in einer hohen Mutationsrate des Virus zthenc

Derzeit stehen insgesamt 21 Arzneistoffe fur eindirerovirale HIV-Therapie zur
Verfugung. Sie greifen an drei Targets (ein extialdger und zwei intrazellulare
Angriffspunkte) des HIV-Replikationszyklus an undssen sich in vier Substanzklassen

einteilen (Tabelle 1).

intrazellularer Angriffspunkt pxtrazellularer Angri ffspunkt
NRTI NNRTI PI Fusionsinhibitor
Abacavir Delavirdin Amprenavir Enfuvirtid
Didanosin Efavirenz Atazanavir
Emtricitabin Nevirapin Darunavir
Lamivudin Fosamprenavir
Stavudin Indinavir
Tenofovir DF Lopinavir-
Zalcitabin Nelfinavir
Zidovudin Ritonavir
Saquinavir
Tipranavir
Tabelle 1: Antiretrovirale Arzneistoffe, die detzeur Behandlung der HIV-Infektion

zugelassen sind (Stand: September 2007); * Vertr@bder Firma Roche im
Juni 2006 eingestellt; **in Europa nicht zugelasse*** nur als
Kombinationspraparat mit Ritonavir zugelassen (Heledame: Kaletr8)

Die Reverse-Transkriptase (RT), ein viruseigenegyfn das die virale RNA in eine
doppelstrangige DNA umschreibt, war das erste Tafgedas HIV-Therapeutika entwickelt
wurden: die Nukleosidanaloga bzw. nukleosidischervdRse-Transkriptaseinhibitoren
(NRTI). Mit Zidovudin (Retrovif), ein Vertreter dieser Gruppe, kam 1987 das erste
antiretrovirale Medikament auf den Markddffmann et aJ. 2007). Als ,falsche Bausteine®
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konkurrieren sie mit physiologischen Nukleosiden dim Substratbindungsstelle. Thr Einbau
in die DNA flhrt schlief3lich zum Abbruch der DNA{&hese.

Mit der Entdeckung der HIV-1 Protease (PR) im Jh889 (Navia et al, 1989) stand ein
weiteres Target-Enzym fir die Entwicklung von améilen Arzneistoffen zur Verfigung. Die
HIV-1 Protease spaltet die aus der Transkriptiod Giranslation der viralen Erbinformation
hervorgegangenen viralen ,Vorlauferproteinglag und gag-polfolyproteine) in einzelne
Strukturproteine (Matrix, Kapsid und Nukleokapsidpwie die Enzyme Integrase und
Reverse-Transkriptasevdn der Helm 1996). Die HIV-1 Proteaseinhibitoren (PI) hemmen
diesen fur die Bildung neuer, intakter Viruspartiwechtigen Schritt durch Bindung an das
aktive Zentrum des EnzymEron, 2000).

Glykoprotein gpd1
in der Membranhdille —

t Glykoprotein
" gpi20

Protein der .
Wirtszelle / R

Lol RMNA mit
LY & Proteinhlille
, (Mukleokapsid)

M atrix

Reverse Transkriptase Kapsid

Abbildung 1: Schematische Darstellung und Aufbaws dél-Virus (modifiziert nach
www.hiv-info.de)

Neben den NRTI wurden Vertreter einer Arzneistaffipe entwickelt, die ebenfalls an der
Reverse-Transkriptase angreifen: die nicht-nuktisshen Reverse-Transkriptaseinhibitoren
(NNRTI). Sie docken direkt an eine Bindungsregion die sich nahe des aktiven Zentrums
der Reversen-Transkriptase befindet und hemmen-kashpetitiv das Enzym. Dadurch wird

die katalytisch aktive Bindungsstelle aufgrund eiKenformationsanderung blockiert und

die Aktivitat des Enzyms deutlich verlangsamt.

Mit Enfuvirtid (Fuzeoff, Roche) befindet sich seit 2003 der erste undamhisleinzige

Vertreter einer weiteren Stoffklasse, der Fusidmbitoren (FI), auf dem Markt. Sie
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verhindern in einem frilhen Stadium der Virusvermabgrdas Eindringen des HI-Virus in die
CD4'-Zelle, die Wirtszelle des Virug{dfield et al, 2005).

Ebenfalls an der Wirtszelloberflache ist eine negarWirkstoffklasse aktiv, die Corezeptor-
Antagonisten. Zum Eintritt in die Zelle benutzt désus zwei Rezeptoren auf der Oberflache,
den CD4-Rezeptor und einen Corezeptor. Die Corergptwerden in der Zellmembran in
der Umgebung von CD4 exprimiert. Zwei von ihnenitzes eine Schlusselfunktion fir das
HI-Virus: der CCR5- und der CXCR4-Corezepttaraviroc (Celsentr?, Pfizer), ein CCR5-
Corezeptor-Antagonist, bindet selektiv an den C@&®Zeptor. Diese Substanz kodnnte
demnéchst die Phase 3 der klinischen Prifung wentassowohl die FDA als auch die EMEA
haben eine Zulassung empfohlen, sie wird nochdgrddhr 2007 erwartet.

Die Integrase (IN) ist neben der Reverse-Transksiptund der Protease das dritte fur die
Virusvermehrung wichtige HIV-Enzym. Es integrierie dgebildete virale DNA in die
humane DNA. Raltegravir (Isentres§, Merck Sharp & Dohme) undlvitegravir (Gilead)
sind die zwei aussichtsreichsten Kandidaten eieaen vielversprechenden Wirkstoffgruppe,
die HIV-Integrase-Hemmer (INI). Sie befinden sidrzeit in der Phase 3 bzw. Phase 2B der

klinischen Prifung.
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Abbildung 2: Replikationszyklus von HIV innerhalbineg Zielzelle (CD3-Zelle)
(www.tibotec.com)
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In den Anfangsjahren der medikamentosen HIV-Beharglitraten unter der Monotherapie
mit NRTI und Pl sehr schnell Resistenzen gegen vbefligbaren Arzneistoffe auf
(CONCORDE-Studie, 1994). Die Kombination antiretraler Therapeutika zeigte sich einer
Monotherapie deutlich Uberlegen, nicht zuletzt Rissistenzentwicklungen verzdgert werden
konnten. Dies belegten Mitte der Neunziger Jahrhrare Studien eindrtcklich, allen voran
die europaisch-australische DELTA-Studie (1996) di@lamerikanische ACTG 175-Studie
(Hammer et al.1996).

Die Grundlage der heutigen HIV-Therapie bildet die Jahre 1996 etablierte hochaktive
antiretrovirale Therapie (HAART, englisch: highlgtae antiretroviral therapy). Mit ihr
lieRen sich erhebliche Erfolge in der Behandluny-dbsitiver Menschen erzielen, denn seit
ihrer Einfihrung sterben deutlich weniger HIV-Inée an den Folgen von Aids. Somit hat
sich die Prognose der HIV-Infektion dank HAART dalit verbessert.

Die HAART basiert neben den bereits oben erwdhn®&uadien unter anderem auf
Ergebnissen der Multicenter Aids Cohort Studie (MA@Vellors et al, 1996), bei der 1604
HIV-positive Studienteilnehmer tber einen durchsithechen Zeitraum von mehr als zehn
Jahren hinsichtlich ihrer Therapie und des Kranslrerlaufes beobachtet wurden. Keiner der
Probanden bekam zum Zeitpunkt der Studienaufnahnee antiretrovirale Behandlung. Im
weiteren Verlauf der Beobachtung erhielten jedodh%4 der Patienten antiretrovirale
Medikamente. Dabei stellte sich heraus, dass daeviAktivitat und die Anzahl der CD4
Zellen wichtige Parameter fir den weiteren Verlderf Infektionserkrankung sind. Die in der
Literatur haufig als Viruslast bezeichnete Konzatidin an HI-Viren im Blut sollte méglichst
gering sein, wahrend die CDZellzahl moglichst hoch sein sollte. Als Zielwexrird fir die
Viruslast eine Verringerung auf unter 500 HIV-RNApien pro Milliliter Blut angestrebt.
Die Anzahl der CD4Zellen hingegen darf einen Wert von ca. 200 je rieliker Blut nicht
unterschreiten. Aus der MAC-Studie ergab sich eutlicher Vorteil fir Patienten mit initial
niedriger ViruslastNlellors et al, 1996). Des Weiteren wirkte sich eine verring&feislast
als Ergebnis einer antiretroviralen Therapie edengehr giinstig auf den Krankheitsverlauf
der HIV-Infektion aus.

Ziel der HAART st es, durch eine Kombination melreantiretroviraler Arzneistoffe mit
unterschiedlichen Angriffspunkten die Zahl der Viren infizierten Organismus mdglichst
schnell und deutlich zur Verbesserung der Prograssenken. Gleichzeitig konnen dadurch
die Resistenzbarriere erhdht und Resistenzentwigkln gegen die eingesetzten Wirkstoffe
verzogert werden. Den Empfehlungen der HAART zwdodgliten zu Beginn der Therapie

zwei  Nukleosidanaloga entweder mit einem nicht-aokidischen  Reverse-
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Transkriptasehemmer oder einem Proteaseinhibitd@mbiniert werden (Abbildung 3)
(Mosthaf 2001). Dieses dreifach Therapieregime kann intesen Verlauf der Behandlung
durch den Einsatz eines zuséatzlichen Proteaseiatsboder eines Fusionshemmers zu einer

vierfach Kombinationstherapie erweitert werden.

Hochaktive antiretrovirale Therapie (HAART)

2X
Nukleosidanaloga (NRTI)

+

1x 1-2x
nicht-nukleosidischer oder Proteaseinhibitor (PI)
Reverse-Transkriptasehemmer (NNRTI)

Abbildung 3: Therapieschema der HAART (modifiziexth Mosthaf, 2001)

Im Falle einer erfolgreichen Therapie gelingt esfigisogar, die Anzahl der Viren im Blut
unter die Nachweisgrenze zu reduzieren. Eine Eafidik des Virus ist damit aber nicht
erreichbar, wie man feststellen mussteffmann et al.2007). Auch nach einer mehrjahrigen
HIV-Suppression mit nicht mehr nachweisbaren HIVARMengen steigt innerhalb weniger
Wochen nach dem Absetzen der antiretroviralen Theraie Viruslast wieder an. Die
Hoffnungen auf eine vollstandige Eliminierung dds\itus durch eine intensive Hemmung
der Virusvermehrung tUber mehrere Jahre haben st erfullt. Vielmehr weil3 man heute,
dass selbst bei diagnostisch nicht mehr nachweisb&NA-Kopien die Replikation des
viralen Erbgutes in ruhenden CDBZellen des lymphatischen Systems weiter vorangetre
Diese ruhenden CD4ellen, die weder wachsen noch sich teilen, stelén massives
Problem in der HIV-Therapie dar. Einige wenige Zidite Zellen in diesen therapeutisch
nicht oder nur schwer zuganglichen Reservoirs wia dymphsystem oder dem ZNS reichen
vermutlich aus, um eine Infektion auch nach Jahveuer zu reaktivierenHoffmann et al.
2007).

Den Erfolgen der HAART mit einer verbesserten Posgnfir die HIV-Infektion stehen aber
einige nicht unerhebliche Nebenwirkungen gegeniM#rzunehmender Therapiedauer treten
bei HIV-Patienten vermehrt Stoffwechselverdndermngend -stérungen auf. Eine
Mitochondrienschadigung (mitochondriale Toxizitg8rinkman et al. 1999), hervorgerufen
durch NRTI und PI, wird hierflr ursachlich angenoemm@Galli et al., 2002). Unter der
HAART konnen sich diese Nebenwirkungen als Ubelkeirbrechen, Durchfall,



EINLEITUNG 6

Niereninsuffizienz,  Hyperlipoproteinamie, Lactatimse, Hepatomegalie, erhdhte
Leberenzymwerte, Stérung des Glucosestoffwechb&hin zum Diabetes mellitus) oder am
klinisch auffallendsten als Lipodystrophiesyndromf3én Nolan 2003). Bei letzterem
kommt es zu einer quasi ,Fettverteilungsstérung“t mingewohnlich starken
Fettansammlungen in Brust- und Nackenbereich auf @leen Seite und verstarktem

Fettabbau in der Wangen- und Stirnregion auf dden Seite.

Handelsname TLA INN Hersteller Jghreskosten
(in Euro)***
Nukleosidische Reverse-Transkriptaseinhibitoren (NFI)
Combivir® CBV Zidovudin+Lamivudin GlaxoSmithKline 7745
Emtriva® FTC Emtricitabin Gilead 36496
Epivir® 3TC Lamivudin GlaxoSmithKline 36496
HIVID ® DDC Zalcitabin Roche auRer Vertrielp
Kivexa® KVX Lamivudin+Abacavir GlaxoSmithKline 8796
Retrovif® AZT Zidovudin GlaxoSmithKline 407p
Trizivir® TZV Zidovudin+Lamivudin+Abacavir GlaxoSmithKline 13890
Truvad& TVD Emtricitabin+Tenofovir DF Gilead 9347
Videx® DDl Didanosin Bristol-Myers Squibb 4098
Viread” TDF Tenofovir DF Gilead 5820
Zerit® D4T  Stavudin Bristol-Myers Squibb 36)1
Ziager? ABC Abacavir GlaxoSmithKline 5141
Nicht-nukleosidische Reverse-Transkriptaseinhibitoen (NNRTI)
Rescriptof DLV Delavirdin Pfizer nur Impoit
Sustivd EFV Efavirenz Bristol-Myers Squibb 5113
Viramuné NVP Nevirapin Boehringer Ingelheim 5205
Proteaseinhibitoren (PI)
Ageneras® APV Amprenavir* GlaxoSmithKline 5596
Aptivus® TPV Tipranavir* Boehringer Ingelheim 144p9
Crixivan® IDV Indinavir* Merck Sharp& Dohme 4368
Inviras€ SQV Saquinavir* Roche 8340
Kaletrd® LPV Lopinavir+Ritonavir Abbott 940Pp
Norvir® RTV Ritonavir Abbott 1348
Prezistd DRV Darunavir* Janssen-Cilag 118p6
Reyata? ATV Atazanavir* Bristol-Myers Squibb 9330
Telzir® FPV Fosamprenavir* GlaxoSmithKline 834
Viracepf NFV Nelfinavir Roche 631
Fusionsinhibitoren
Fuzeof? ENF Enfuvirtid Roche 24724
Kombination von zwei NRTI mit einem NNRTI
Atripla® Emtricitabin+Tenofovir DF+Efavirenz  Gilead+Bristolydrs Squibb nur Imporf

Tabelle 2: Antiretrovirale Arzneimittel (Stand: $ember 2007; modifiziert nach
Hoffmann et al., 2007); * Kosten inklusive der eomdénen Ritonavir-
Boosterung; ** Booster-Dosis; *** Jahrestherapiekea in Deutschland (in
Euro, nach Roter Liste 2007)
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Diese auf3erlich sichtbare, korperliche Veranderfiigt bei den Patienten sehr haufig zu
einer Verschlechterung der Compliance bis hin zlhrAch der Therapie.

Als problematisch erweist sich auch der Einflusstioemter zellularer Transporterproteine
auf zahlreiche HIV-Pharmaka. Diese Proteine, diehaals Membran-Efflux-Pumpen
bezeichnet werden, transportieren die Arzneistotieh erfolgter Resorption und Passage
durch Zellmembranen wieder aus den Zellen hinaws senken damit den (therapeutisch
notigen) intrazellularen Wirkstoffspiegel. In deol§fe kommt es zu einer verminderten
Wirksamkeit, verbunden mit Resistenzentwicklung®iese Abwehrstrategie der Zellen
gegen Fremdstoffe (Xenobiotika) wird als MultidrRgsistance (MDR) benannt, die
entsprechenden Proteine als Multidrug-Resistanseceéegted Proteine (MRP). Zu solchen
Efflux-Pumpen z&hlt das P-Glykoprotein (P-gp), dids die Proteaseinhibitoren als Substrate
fungieren Klinker, 2001). Die Exprimierung von P-gp in verschiedeegithelialen Zellen
des Gastrointestinaltraktes, der Leber und dereNsergt somit flr eine verringerte (orale)

Bioverflugbarkeit der Pl. Ebenso wird das Vorhandanson P-gp in den Epithelzellen der

Blut-Hirn-Schranke fir die schlechte ZNS-Gangigkkst Pl verantwortlich gemacht.

Abbildung 4: Die Raumstruktur der HIV-1 ProteaseKmmplex mit dem Inhibitor Ritonavir
(www.chem.ucsb.edu)
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Ferner ist die Gruppe der Nukleosidanaloga Subfiratas in den Lymphocyten auftretende
Multidrug-Resistance-associated Protein-4 (MRPebignfalls ein Transporterprotein. In ihm
wird die Ursache fur die zellulare Resistenz vomppyocyten gegentiber den NRTI gesehen.
Das ZNS und das Lymphsystem kénnen daher leichtieds-Reservoir dienen.

Die HIV-1 Protease wurde durdlavia et al.(1989) charakterisiert und in ihrer rAumlichen
Struktur aufgeklart (Abbildung 4). Sie stellt sttutell ein Homodimer dar, da sie aus zwei
identischen, nicht miteinander kovalent verknUpft@minosaureketten besteht, die aus
jeweils 99 Aminosauren aufgebaut sind. Sie istudén retroviralen Proteasen die kleinste
und gehort zur Familie der Aspartyl-Proteasen. Awig ihres dimeren Baus existiert eine
C,-Symmetrie im aktiven Zentrum des Enzyms.

Die HIV-Protease spielt in der Virusvermehrung eimeatscheidende Rolle. Nach
autokatalytischer Abspaltung aus einegag-polfolyproteinkomplex trennt sie in neu
entstehenden Viruspartikeln die groRen viralen ismrmolekile (,Vorlauferproteine®) in
verschiedene, funktionsfahige Proteine auf (Abbityi6). Sie spaltet digag-Polyproteine in
die Strukturproteine Matrix (MA), Kapsid (CA) und ukleokapsid (NC). Die
gag-potPolyproteine werden von ihr in die Enzyme Revérsmskriptase und Integrase
sowie in die Strukturproteine Matrix und Kapsid gegpalten on der Helm 1996). Die
envProteine werden durch zellulare Mechanismen (Bsate der Wirtszelle) in die viralen
Membran-Glykoproteine gp120 (SU) und gp41 (TM) gdigm. Die Strukturproteine werden
dann zusammen mit den Enzymen in einem weiteremnitGctler sogenannten Reifung
(englisch: maturation), zu intakten Viren zusamnediagt. Werden aber die
Proteinspaltungen durch Hemmung der viralen Preteaserbunden, kdnnen keine intakten,
also ,reife” Viren entstehen vén der Helm 1996). Die HIV-Protease besitzt eine
Schlusselrolle in der Virusvermehrung und ist dadlerTarget fir die antiretrovirale HIV-
Therapie pradestiniert.

Derzeit sind 10 Proteaseinhibitoren verfigbar, lok¢ der Behandlung der HIV-Infektion
eingesetzt werden kdénnen (Abbildung 6 sowie Tabdlleind 2). Die ersten Vertreter dieser
Substanzklasse war&aquinavir(Invirase®), Ritonavir (Norvir®) und Indinavir (Crixivan®).
Sie wurden in der 2. Hélfte der 90er Jahre eingeffibAZ, 1996;Moyle & Gazzard 1996;
Hammer et al.1997;Cameron et a).1998;Stellbrink et al. 2000).Saquinavirund Ritonavir
gingen aus Entwicklungen ausgehend von PepstatideAy ersten HIV-1 Proteasehemmer
(Seelmeier et g1.1988), hervorlindinavir wurde aus Renininhibitoren entwickelt aufgrund
der Verwandschaft von Renin als menschliche Asp&rytease mit der HIV-1 Protease

(von der Helm 1996). Es folgten weitere Proteaseinhibitoren Wiglfinavir (Viracepf),
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Amprenavir (Ageneras®) und Lopinavir (in Kombination mitRitonavir= Kaletra®). Mit
Atazanavir(Reyata?) kam 2004 der erste ,Once-Daily“-P| auf den Maukid erleichterte
mit einer einmal taglichen Tabletteneinnahme digiksnentdse Therapie fur HIV-Patienten
erheblich. Fosamprenavir(Telzi®) ist ein Calciumphosphatester damprenavirsund als
Prodrug besser l6slich und besser resorbierbar engleich zuAmprenavir Mit Tipranavir

(Aptivu$’) gelangte 2005 schlieRlich der erste und bisherigé nicht-peptidische Pl auf den
Markt.

HMN-1 Genom
vif vpu nef
5" pol anv 3
1 1 l |
. lPﬁl AT | ™M
LTR ' : LTR
i 11 tat
Transcript!nn
Tran5latlnn e
RT IN Y
ma | ca [nchs gag-polP olyprotein sU m
gag-Polyprotein \p160) snv-Polyprotein
(p55) UirﬂlElPl‘ﬂtEﬂEE {gp160)
virale | Protease M'ﬂ ca | [FR RT m zellLlﬁl‘ElPl‘DtEﬂSE
pi7  p24 pl0 pb6/p51 paz
WA ca |[NC I:l su
p17 p24  p7 pé ap120 gp41

Abbildung 5: Aufbau des HIV-1 Genoms und Funktien IV-Protease (modifiziert nach
student.ccbcmd.edu). Die gag- und pol-Gene werdén ane Einheit
transkribiert und in die zwei Polyproteine gag ugdg-pol translatiert. Die
HIV-Protease spaltet das gag-Polyprotein (p55) i@ Strukturproteine Matrix
(MA; pl7), Kapsid (CA; p24) und Nukleokapsid (NC7) psowie das
gag-pol-Polyprotein  (p160) in die Enzyme Reversm$kriptase (RT,;
p66/p51) und Integrase (IN; p32). Das env-Gen wirdlas env-Polyprotein
(gp160) transkribiert und translatiert, das von lakirer Protease in das
Oberflachen-Glykoprotein (SU; gp120) und das Trasmsioran-Glykoprotein
(TM; gp41l) gespalten wird. Die HIV-Gene vif, vppuy tat, rev und nef
kodieren fur regulatorische Proteine. An den ,loregminal repeat“-Regionen
(LTR) wird das virale Genom in die zellulare DNAge=baut.
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Abbildung 6: Ubersicht Uber die derzeit zugelassenddlV-1 Proteaseinhibitoren
(Stand: September 2007)

Der jiingste Vertreter aus dieser WirkstoffklasBarunavir (Prezistd, 2007 in Europa
zugelassen), ist das Ergebnis einer Weiterentwigkiuon Amprenavir Durch Einfiihrung

eines zweiten Tetrahydrofuranrestes an den bemitandenen, konnte eine festere Bindung
im aktiven Zentrum des Enzyms erzielt werden.
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Bis auf Tipranavir ist ihnen allen eine peptidanaloge Struktur gesaim Damit sind eine
Reihe von Problemen verbunden. Denn die Pl werdéativ schlecht resorbierK(inker,
2001), ihre Bioverfugbarkeit liegt lediglich zwisai ca. 4 % bebaquinavir(Fachinformation
Inviras€®) und ca. 65 % belndinavir (FachinformationCrixivan®). Ferner werden die
Substanzen intensiv vom CytochromsfEnzymsystem in der Leber und der Darmmukosa
metabolisiert. Und schliel3lich unterliegen sie&dbstrate des P-Glykoproteins der zellularen
Multidrug-Resistance. Diese unbefriedigenden Rdgoren und ein ausgepragter First-Pass-
Effekt fihren zu hohen Dosierungen der PI, die gorem breiten Nebenwirkungsspektrum
begleitet werden.

Die hohe Affinitdt der Pl zum CytochromdgSystem hat auf3erdem zahlreiche, zum Tell
gravierende, Interaktionen mit anderen Pharmaka amch Nahrungsmittelbestandteilen
(z. B. Grapefruitsaft) zur Folge. Diese erhéhtedbefvon Wechselwirkungen muss vor allem
bei der medikamenttsen Therapie von Begleiterknag&n Beachtung finden.
Arzneistoffwechselwirkungen sind jedoch nicht immenerwinscht, sie kdnnen auch
therapeutisch sinnvoll genutzt werden. Die meifémnwerden heute mit einer zusatzlichen
niedrigen Dosis vomitonavir (100—200 mg) kombiniert (Tabelle Bitonavirist zum einen
ein potenter Inhibitor des CytochromsRlsoenzyms 3A4, Uber das fast alle PI
verstoffwechselt werden, zum anderen hemmt es déiylkoprotein vermittelten Transport
der PI aus den ZellerKlinker, 2001). Dadurch wird sowohl der Abbau des zwein
vermindert als auch dessen Abtransport aus dererZelerringert. Die Kombination von
Ritonavir mit einem weiteren PI fihrt somit zu einer teilgesierheblichen Steigerung der
intrazellularen Wirkstoffkonzentration des wirksamiel, verbunden mit einer Verlangerung
der HalbwertszeitKempf et al. 1997). Dieser Effekt wird in der Literatur als g8sterung*
bezeichnet. Er erlaubt neben einer erhdohten Bitigedrkeit eine Verringerung der
Einnahmehaufigkeit auf ein- bis zweimal taglich,deren Folge die Compliance in vielen
Fallen deutlich verbessert wird. Mitaletra® (Lopinavir 200 mg +Ritonavir 50 mg), einer
fixen Kombination zweier Pl in einer Filmtabletteurde bereits ein Fertigarzneimittel auf
den Markt gebracht, das den ,Booster-Effekt” ausnullls kritisch bei der Boosterung
erweist sich jedoch die Nephrotoxizitat vBitonavir bei langerer Anwendundpgray et al,
1998). Neben gastrointestinalen Nebenwirkungen, eréktionen und der hohen
Tablettenanzahl haben alle Pl ihre Probleme inLdegzeitbehandlung — sie sind alle mehr
oder weniger in die Lipodystrophie und Dyslipidamievolviert (Nolan 2003;
Hoffmann et a].2007).



EINLEITUNG 12

Auch die beiden neuesten Vertreter dieser Stofflidagdas nicht-peptidischigépranavir und
das peptidischBarunavir, zeigen einerseits eine gute Wirksamkeit gegeeitseP| resistente
Virenstamme, haben andererseits aber mit den g@leicHProblemen (schlechte
Bioverfugbarkeit, hohes Neben- und Wechselwirkuogsptial) zu kampfen, wie sie aus der
Anwendung der herkdbmmlichen Pl bekannt sibode & Stahlmann2006 & 2007).

Ein weiterer nicht unerheblicher Nachteil aller @aéim Markt befindlichen Inhibitoren sind
die hohen Kosten, die durch eine langwierige Sysgheind vor allem durch das
Vorhandensein mehrerer Chiralitdtszentren verutsaelhden (Tabelle 2 und Abbildung 6).
Fur eine weltweite Bekadmpfung der HIV-Infektion undamit verbunden der
Immunschwachekrankheit Aids mussen daher neue wrd allem preiswertere HIV-
Therapeutika entwickelt werden. Gerade in den ad@inksten betroffenen Regionen, den
armsten Landern der Erde, muss zukinftig der Zugangntiretroviralen Medikamenten
erheblich erleichtert werden.

Eine Alternative zu den gegenwartigen, mit Ausnahwun Tipranavir peptidischen
Hemmern, liegt somit in der Entwicklung von niclggpidischen HIV-Proteaseinhibitoren.
Sie sollten ein geringes Metabolisierungs- und rakeonspotential besitzen, das heif3t
maoglichst keine Wechselwirkung zum CytochrogsfEnzymsystem aufweisen.

Erste Beispiele fur nicht-peptidische HIV-1 Protgakibitoren stellten die cyclischen
Harnstoffe, von DuPont Merck (Wilmington, Delaware, USA) entwickelt, und ihre
azaanalogen Derivate, voAbbott (Abbott Park, lllinois, USA) entwickelt, dar. In

Abbildung 7 sind die drei aussichtsreichsten Végtrdieser Gruppe abgebildet.

HO. OH OH
CHg3
/
o)
j)\
N N
\
iy iy N iy,
DMP 323 DMP 450 A-98881
(cyclisches Harnstoffderivat) (cyclisches Harnstoffderivat) (azacyclisches Harnstoffderivat)

Abbildung 7: Die cyclischen Harnstoffe und ihre @zalogen Derivate als erste Klasse
nicht-peptidischer HIV-1 Proteaseinhibitoren



EINLEITUNG 13

Ilhrer Entwicklung lag die Ausnutzung deZ,-Symmetrie des aktiven Zentrums der
HIV-1 Protease zugrundeH¢dge et al. 1996; Sham eta). 1996). Dies erklart den
symmetrischen Aufbau dieser Verbindungen.

Leider erwiesen sie sich in der Phase | der klmesc Prifung als zu schlecht oral
bioverfiigbar. DMP 323 als bester Vertreter der ersten Generation wieg aichlechte
Resorption sowie eine ausgepragte Metabolisierineg das Cytochrom4By-System auf. Der
hoffnungsvollste Vertreter der zweiten GeneratiDMP 450, zeigte eine starke Plasma-
Eiweil3-Bindung, die keinen ausreichenden Blutspiéifyeeine antivirale Wirkung gegen die
HI-Viren zur Folge hatte. Die Weiterentwicklung s ersten Klasse nicht-peptidischer Pl

wurde bis auf weiteres eingestellig Lucca & Lam1998).

0
CHs
OH OH CHs
(L0 (X1
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Phenprocoumon Warfarin

PNU-103017 Tipranavir

N
~so,
<j H3C :
CN é

Abbildung 8: Die  4-Hydroxy-2-pyrone als zweite  Ks nicht-peptidischer
HIV-1 Proteaseinhibitoren (hervorgegangen aus deslem Antikoagulantien
Phenprocoumon und Warfarin)

In Screening-Untersuchungen wurde fir die als orAletikoagulantien eingesetzten
Arzneistoffe Warfarin  (Coumadiff, Bristol-Myers Squibb) und Phenprocoumon
(Marcumaf®, Roche) eine HIV-Protease hemmende Aktivitit geém die zu einer neuen
Klasse nicht-peptidischer PI fuhrtd Haisrivongs et al. 1994; Aristoff, 1998). Von den
4-Hydroxy-2-pyronen (Abbildung 8) als zweite Klassecht-peptidischer Pl mit einer
verbesserten oralen Bioverfugbarkeit scheiterterodalen Antikoagulantien Phenprocoumon
und Warfarin (1. Generation) an mangelnder Wirksatm{ haisrivongs et al.1994;Aristoff,
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1998).PNU-103017 ein Vertreter der zweiten Generation mit gesttggaVirksamkeit, wies

in Klinischen Studien eine zu hohe Plasma-EiweifldBng auf Thaisrivongs et a). 1996;
Aristoff, 1998). BeiTipranavir, ein 4-Hydroxydihydropyron, konnte durch eine \fegerung
der Plasma-Eiwei3-Bindung die Bioverfluigbarkeit westert werdenAgistoff, 1998). Seit
2005 ist dieser Vertreter der dritten GenerationBuaropa zugelassen und unter dem
HandelspraparatAptivu§® (Boehringer Ingelheim) auf dem Markt. Um ausreiate
Plasmaspiegel zu erreichen, muss auch er wie disteneP| durch eine zusétzliche Dosis
Ritonavir ,geboostert” werden. Beunruhigend sind allerdimys in den RESIST-Studien
(Hicks et al, 2006) beobachteten erhdohten Transaminase- undiwepte. Ein erhdhtes
Risiko von Hepatotoxizitaten und Dyslipidamien unteiner Tipranavir-Therapie wird
vermutet.

Gerade die Entwicklung neuartiger nicht-peptidischeeitstrukturen stellt eine groRRe
Herausforderung an das Wirkstoffdesign dar. Basdereauf der Entdeckung der
topochemischen Dimerisierung von 4-Aryl-1,4-dihyglyadinen wurden die entstehenden
photodimeren Addukte vonHilgeroth (2002) als dritte Klasse nicht-peptidischer
HIV-1 Proteaseinhibitoren  eingefuhrt (Abbildung 9Kapitel 2 und Abbildung 11,
Kapitel 3.1). Sie zeigen eine kompetitive Hemmureg #IV-1 Protease Hilgeroth et al,
1999[d]). Bioanalytische Untersuchungen ausgewdlgbstanzen der ersten Generation
bewiesen, dass diese kaum metabolisiert werdenkemte signifikanten Plasma-Eiweil3-

Bindungen aufweiserH{lgeroth & Langner 2000).
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2 Ziestellung der Arbeit

Unsere Arbeitsgruppe verfolgt in Analogie zu demlisghen Harnstoffen die Entwicklung
von nicht-peptidischen HIV-1 Proteaseinhibitoreri dar Grundlage de€,-Symmetrie des
aktiven Zentrums der HIV-1 Protease. Es handelbh $ierbei um dimere Addukte der
1,4-Dihydropyridine (Abbildung 11, Kapitel 3.1). eSisind durch eine topochemische
Photodimerisierung von 1,4-Dihydropyridinen zugé&etgl(Hilgeroth, 2002).

Von Vertretern der ersten Generation der kafigdenet,4-Dihydropyridine sind hydrophobe
Wechselwirkungen der aromatischen Substituenteren@h und N-Benzylreste) mit den
hydrophoben Aminosauren (lle, Val, Leu) der Bindsmgionen S1/S1' und S2/S2'
anzunehmen. Molecular-Modelling-Untersuchungenteeigm Vergleich mit den cyclischen
Harnstoffen fur ein erstes kafigdimeres Derivat Wasdwirkungen der aromatischen Reste
mit den hydrophoben Bindungsregionen und der Hyyghrethylgruppen mit den
NH-Funktionen der Aminosauren lle50/11e50" bzw. Asp&p25' des aktiven Zentrums der
HIV-1 ProteaseHilgeroth et al, 1999]c]).

31

Abbildung 9: Das kéfigdimere 1,4-DihydropyridBl als Vertreter der ersten Generation
der dritten Klasse der nicht-peptidischen HIV-1 ®aseinhibitoren

Als Vertreter der ersten Generation weist das Kafigre Derivat31l (Abbildung 9) bei
kompetitivem Hemmmechanismu@-vitro-Aktivitaten im mikromolaren Bereich auf
(K; = 7,8 uM) Hilgeroth et al, 1999[d]).

Die kafigdimeren 1,4-Dihydropyridine zeichnen siidem durch eine Reihe von Vorteilen

aus: Das Fehlen von Chiralitatszentren und eindaehe 3-Stufen-Synthese mit guten
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Ausbeuten fuhren zu einem geringen Kostenaufwanddée Synthese. Ferner zeigten die
Substanzen in bioanalytischen Untersuchungen eamgngg in-vitro-Metabolisierung und
keine signifikante Plasma-Eiweil3-Bindurigilgeroth & Langner 2000).

Substituenten: -OH
-OCHj
-OBn
-N (Pyridin-Substituent)

Abbildung 10: Variation und Position der Substitteenin den aromatischen Strukturen der
kafigdimeren 1,4-Dihydropyridine (die Pfeile maride die
Substituentenpositionen in den Aromaten)

Die vorliegende Arbeit verfolgt das Ziel der EntWliong von kafigdimeren
1,4-Dihydropyridinen der zweiten Generation alsttdriKlasse der nicht-peptidischen
HIV-1 Proteaseinhibitoren. Eine Einfihrung von ftiokellen Gruppen in die aromatischen
Reste der 1,4-Dihydropyridin-Dimere (Abbildung 18) verbunden mit einer Erhéhung der
Bindungsaffinitdten zu den Aminosaureresten imvaktiZentrum der HIV-1 Protease.

Fur die Hemmung der viralen Protease durch die gdéfiere der ersten Generation
zeichneten bisher hydrophobe Wechselwirkungen weatliich, vor allem zwischen den
aromatischen Resten der dimeren 1,4-Dihydropyridind den hydrophoben Aminosauren
der Bindungsregionen S1/S1' sowie S2/S2'. Zur \&sdreing der Wirksamkeit sollten nun
Substituenten in die aromatischen Teilstrukturemgeditihrt werden, die zu einer besseren
Bindung an die Aminosauren der Bindungstaschen 1S1&2/S2' und S3/S3' beitragen.
Hierbei ist insbesondere an Wechselwirkungen mit édeninosauren Asp29/Asp29' und

Asp30/Asp30' gedacht, die sich in der Ubergangsregler genannten Bindungstaschen
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befinden. Es sollten solche Substituenten eingefiverden, die zur Ausbildung von
Wasserstoffbrickenbindungen geeignet sind, in retstee Hydroxygruppen daneben aber
auch Etherstrukturen wie Methoxy- und Benzyloxygmem. Des Weiteren wurde die
Darstellung von Heteroaromaten substituierten kiitiigren 1,4-Dihydropyridinen verfolgt.
Aus diesem Grund wurden (formal) N-Benzylreste  durch N-Picolylreste
(N-Methylpyridylreste) ersetzt, die als Wasserstaftiienakzeptoren fungieren sollten. Zur
Spezifizierung, welcher der hydrophoben aromatiscligubstituenten der kéafigdimeren
Zielverbindungen, der an Position vier der monomer@ihydropyridin-Untereinheit
(Phenylgruppe) oder der Uber einen Methylenlinkem aStickstoff gebundene
(N-Benzylgruppe), an welche der hydrophoben Bindwemenen S1/S1' oder S2/S2' der
HIV-1 Protease bindet, sollten die Wasserstoffbeidkndungen ausbildenden Substituenten
in beide aromatischen Substrukturen eingefuhrt ererdEs ergeben sich somit zwei Reihen
unterschiedlich substituierter Zielverbindungen WAdung 10), die dargestellt werden

sollten: dieN-Benzyl-Reihe und die Phenyl-Reihe.
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3 Syntheseder HIV-1 Proteaseinhibitoren

3.1 Synthesekonzept

Die Darstellung der Zielverbindungen basiert auheel 3-Stufen-Synthesekonzept
(Abbildung 11). In einer ersten Reaktionsstufe Igtfdie Synthese der 1,4-Dihydropyridine.
Sie konnen Uber eine Cyclokondensation aus einetiehdd, einem Propiolsédureester und
einem Amin {-substituierte 1,4-Dihydropyridine) oder Ammoniuratat (N-unsubstituierte

1,4-Dihydropyridine) in Eisessig dargestellt werd¢Kapitel 3.2). Die so erhaltenen
monomeren 1,4-Dihydropyridine werden anschlielBamceinem zweiten Reaktionsschritt
photochemisch umgesetzt. Hierbei kommt es zu &@maerisierung der 1,4-Dihydropyridine.

Es entstehen als Hauptprodukte photostabile kafigoe Strukturen.

1. Stufe
CH3COOH
100 T

monomeres 1,4-Dihydropyridin

2. Stufe [hev

3. Stufe
LiAlH,4
THF
-8C
Zielverbindung
(kafigdimeres 1,4-Dihydropyridin, kafigdimeres 1,4-Dihydropyridin
mit Alkoholgruppen) (mit Estergruppen)

Abbildung 11: 3-Stufen-Synthesekonzept zur Daosigltder HIV-1 Proteaseinhibitoren
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Als Strahlungsquelle dienaultra-Vitalux®-Lampen, die ein dem Sonnenlicht vergleichbares
Spektrum aufweisen\(= 270 nm). Die Bestrahlung wird entweder in der please oder in
Lésung durchgefihrt (Kapitel 3.3). In einer abseRénden dritten Reaktionsstufe findet
mittels komplexer Hydride (LiAlh) eine Reduktion der Esterfunktionen zu den
entsprechenden Alkoholgruppen-haltigen Zielverbimghn statt (Kapitel 3.4).
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3.2 Cyclokondensation

(Darstellung der monomeren 1,4-Dihydropyridine)

Synthesen zur Darstellung von 1,4-Dihydropyridirsamd schon seit langem bekannt. Die
Pyridin-Synthese nadHantzsch(1882), sowie ihre Modifizierung na&@eyer(1891) und ihre
spatere Weiterentwicklung durcliKnoevenagel & Ruschhaup{1898) zéhlen zu den
Klassikern. Diese sehr vielseitige und bewahrtehde¢ fiihrt allerdings Ublicherweise zu
1,4-Dihydropyridinen mit Substituenten in 2- unéP6sition Hantzsch 1884; 1885[a] & [b]).
Fur die Darstellung der kafigdimeren  Zielverbindeng als  potentielle
HIV-Proteaseinhibitoren sind jedoch 2,6-unsubstitiei 1,4-Dihydropyridine erforderlich.
Chennat & Eisner(1975) sowie leicht abgewandelusis & Dubur (1982) beschrieben eine
ebenfalls sehr vielseitige und einfache Methode Rarstellung solcher Dihydropyridine.
Hierbei reagieren aromatischer Aldehyd und Ammorscetat mit Propiolsaureestern in
Eisessig zu den entsprechenden 1,2,6-unsubstimnieRrodukten (Abbildung 12). Die
Darstellung unserer N-unsubstituierten monomeren 1,4-Dihydropyridine gfel im

wesentlichen diesen beiden jingeren Vorschriften.

Rl
/g l
o 3 o R O 3
- —R3 R R
R3-0_ _O O« _O—R 5 o~
" . w
l I CH3COOH N
100 T H
® ©
NH; CH3COO NH-Dihydropyridin

Abbildung 12: Darstellung der N-unsubstituierten mameren 1,4-Dihydropyridine (nach
Chennat & Eisner, 1975; Lusis & Dubur, 1982)

Chekavichus et al.(1982) verwendeten statt des Ammoniumsalzes Atelivate und
erhielten so sehr einfach und elegant ohne zusk¢aN-Alkylierung auf direktem Weg die
entsprechenden N-substituierten 1,4-Dihydropyridine. Fur die Syrdgbe unserer
N-substituierten Derivate wurden anstelle des Ammnmisalzes bzw. der Aniline primare
Amine eingesetztHilgeroth, 1994 & 2000). Diese Modifizierung nattilgeroth konnte bis
auf wenige Ausnahmen problemlos auf die DarsteBomeghoden Ubertragen werden mit
einheitlicher Produktbildung und in nahezu quantiem Ausbeuten (Abbildung 13). Sie
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ermdglicht eine groRRe Strukturvariabilitat verbumaheit einer leichten Zugénglichkeit fur die

Synthese der Ausgangsverbindungen (monomere 1ydmipyridine).

CH3COOH N
100 T §
NH2 2

N-substituiertes Dihydropyridin

Abbildung 13: Darstellung der N-substituierten momsen 1,4-Dihydropyridine (nach
Chekavichus et al., 1982; modifiziert nach Hilgérd2000)
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3.2.1 Die Heteroaromaten substituierten monomeienvBte

Die Verbindungen9 und 10 waren aus den entsprechenden Pyridin-analogenhydiés
(3-Pyridylaldehyd und 4-Pyridylaldehyd), Benzylamind Propiolsaureethylester in Eisessig
zuganglich (Abbildung 14). Das Dihydropyridi konnte aus Benzaldehyd, 3-Picolylamin
und Ethylpropiolat dargestellt werden. Die Real#ion  wurden
dunnschichtchromatographisch verfolgt und nach Stddden Erhitzen am Ruckfluss zeigte

eine tiefblaue Fluoreszenz eine erfolgreiche Prdaldking an.

Xl
fur 7 N
o —Sy >
CH3COOH
100 T
HaC.__O _C Hye” YO 0" CH,
T T fur 8,9, 10 N
CH3COOH N3
100 T |1,
X
| \>|(3
=X
x| X2 | x| x4
7|l c |c c | N
8 | c |c N | c
9o |lc [N ] c|c
10| N|]c |[c|c

Abbildung 14: Synthese der Heteroaromaten substiem monomeren 1,4-Dihydropyridine

Die Ausbeuten der Produkte lagen mit bis zu 41 @86gh deutlich unter denen der anderen
monomeren 1,4-Dihydropyridine. Zu Beginn der Umsegen, wahrend der
Reagenzienzugabe, konnte stets eine heftige Raaktibd intensiver Warmeentwicklung
beobachtet werden. Aufgrund des stark exothermekt®@asbeginns findet eine verstarkte
Nebenproduktbildung statt. Dies lield sich insbesomd  durch die
Dunnschichtchromatographie bestatigen. Versuchespéteren Reaktionsansatzen, durch
Kihlung und eine zeitlich verzégerte bzw. verlamggaZufihrung von Ausgangsstoffen die
Nebenproduktbildung zuriickzudrangen und die Ausienti verbessern, blieben erfolglos.
Uberraschenderweise gelang die Synthese VYoaus Benzaldehyd, 4-Picolylamin und
Ethylpropiolat nicht (Abbildung 14). Die direkte B#ellung nach der abgewandelten
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Vorschrift vonHilgeroth (2000) fuhrte zu keiner Produktbildung, was digfabeitung des
Reaktionsansatzes und anschlieBende massenspekisohee sowie H-NMR-
spektroskopische Untersuchungen bestatigten. Daraufvurde nach einem neuen
Syntheseweg fir diese Verbindung gesucht. Als Adteve schien die Darstellung des
entsprechenderN-unsubstituierten Dihydropyridins nacBhennat & Eisner (1975) mit
anschlielBendeN-Alkylierung mittels Natriumhydrid $ausin et aJ. 1978; Lusis & Dubug
1982) und 4-Picolylbromid aussichtsreich. Ddid-Dihydropyridin 6 war aus Benzaldehyd,
Ammoniumacetat und Methylpropiolat nach flnfstumadig Erhitzen am Rickfluss
problemlos zuganglich. In einem zweiten Reaktionstcerfolgte dann dieN-Alkylierung
von 6 mit 4-Picolyloromid-HBr in Dimethylpropylenharnsto(DMPU) bei 50 °C unter
Argon-Atmosphare. Uber die Bildung des Dihydropirihions mittels Protonenabstraktion
durch Natriumhydrid konnté erfolgreich alkyliert werden (Abbildung 15).

ch/o ° © O\CH3 >
+ CH3COOH
| | | | 100 T

®
NH; CH;COO

+
Br
NaH
a / )
DMPU Br
Argon N
g ITI@
AN L H

Abbildung 15: Darstellung von tber das Zwischenprodukt

Nach Aufarbeitung des Reaktionsansatzes und as8emlder saulenchromatographischer
Reinigung kristallisierte das gewiinschte Produkifanm weil3er Prismen aus. Die Synthese

von 7 gelang auf diesem Weg mit guten Ausbeuten.
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3.2.2 Die Methoxy substituierten monomeren Derivate

Aus einer  Eintopf‘-Reaktion mit Benzylamin, 4-Metkybenzaldehyd und
Propiolsaureethylester in Eisessig ging via Cyclalensation das Produkt hervor. Analog
gelang die Darstellung vonl2 aus 4-Methoxybenzylamin, Benzaldehyd und
Propiolsaureethylester. Beide Substanzen konnteh eiastiindigem Erhitzen am Rickfluss

in Ausbeuten von > 80 % gewonnen werden (AbbildLé)y

Rl

H™ o
HaC_ OO O _-O~_-CHs
+ —>
\[ T CH3COOH
NH, 100 T
Aol

= R2

11 | ocHs | H

12 H | ocHs

Abbildung 16: Die Methoxy substituierten monomekghDihydropyridine
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3.2.3 Die Hydroxy substituierten monomeren Derivate

Die Hydroxy substituierten monomeren Derivad® und 14 waren aus den entsprechenden
4- und 3-Hydroxybenzaldehyden, Benzylamin und Risaureethylester leicht zugénglich
(Abbildung 17). Ihre Analoga mit 4- bzw. 3-Hydroxgiizylamin als Amin-Komponente und
Benzaldehyd als Aldehyd-Komponente bereiteten je@®@ahwierigkeiten in der Synthese. Da
die 4- und 3-Hydroxybenzylamine nicht k&uflich awerben waren, wurden unterschiedliche
Anséatze zu ihrer Darstellung untersucht. Ein ergtesatz beruhte auf der Reduktion von
Nitrilen zu Aminen. Die in der Literatur hierzu lobsiebenen Synthesen lassen sich im
wesentlichen auf drei Methoden (der Hydrogenolgsedickfihren:

»  die Reduktion durch katalytische Hydrierung (zP8-Kohle und BGas),

»  die Reduktion mittels komplexer Hydride (z. B. L),

» und die Reduktion durch Alkalimetalle in wasse#dreiAlkoholen (z. B. Na in Ethanol,

bekannt al88ouveault-Bland€Reduktion).

HaC O O.__-CHs
CH3COOH
100 T

13 OH H
14 H OH

Abbildung 17: Die Hydroxy substituierten monometghDihydropyridine

Die katalytische Hydrierung mit Edelmetallkatalysan (z. B. Palladium oder Platin auf
Kohle) oderRaneyNickel-Katalysatoren ermdglicht eine Reduktion Wéitrilen zu Aminen
(Becker et al. 1996[a]), wobei neben primaren auch sekundare tartiare Amine
(Paal & Gerum 1909; von Braun etal. 1923) sowie Azomethine S¢hiffsche Basen;
Mignonag 1920) haufig als Nebenprodukte beschrieben wurbBeinch eine Hydrierung in
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Gegenwart von Ammoniak lassen sich diese unerwieschiNebenprodukte zwar
zurickdrangen, aber nicht immer ganz vermeideBchyoegler & Adkins 1939;
Juday & Adking1955;Johnston et al.1996).

Nach der Bouveault-BlandReduktion (Natrium in  wasserfreien  Alkoholen;
Bouveault & Blang 1904) lassen sich ebenfalls Nitrile mit guten Bewgten zu primaren
Aminen reduzieren. Jedoch liegen dieser Reduktietisode sehr drastische
Reaktionsbedingungen zugrunde.

Die Umsetzung von Nitrilen mit komplexen HydrideniewLiAlH, fihrt Gber die
Zwischenstufe des Imins zu primaren Aminen. Die ikédnen mit komplexen Hydriden
besitzen einige Vorteile. Sie laufen im allgemein@ter milden Bedingungen, schnell und in
hohen Ausbeuten ab; selbst sehr reaktionstrageindenbgen konnen reduziert werden
(Becker et al 1996([b]). Diese Methode schien unter den genandie am besten geeignete
zu sein.

Daher sollte 4-Hydroxybenzonitril mit LiAllHzum 4-Hydroxybenzylamin reduziert werden.
Die Reaktion wurde dinnschichtchromatographiscifolgirund es konnte auch ein Produkt
mit schwacher Intensitat detektiert werden. Trotmfangreicher Variationen der
Reaktionsbedingungen, langer Reaktionszeiten und Zdgabe an Reduktionsmittel im
Uberschuss gelang es nicht, das Reaktionsgleickhewu Gunsten der Produktbildung zu
beeinflussen. Die Reduktion blieb auf einer Zwisgreduktstufe, dem Imin, stehen, wie die
Beobachtung des  Reaktionsverlaufes  per  Dunnscluictdmatographie  und
massenspektrometrische Untersuchungen bestatigteas zZu erwartende
4-Hydroxybenzylamin konnte weder isoliert noch rghiesen werden. Als Ursache hierftr
wird eine Salzbildung zwischen dem komplexen Hyd{igAIH ;) und der aromatischen
Hydroxygruppe (Phenol) angenommen.

Einem zweiten Ansatz zur Darstellung der 3- und ydxybenzylamine lag die
Etherspaltung naclZeisel (1885 & 1886) von Alkylarylethern durch lodwasseffsaure
zugrunde. Wassrige lodwasserstoffsdure sollte unighitzen am Ruckfluss die
Methoxybenzylamine quantitativ in die gewunschteyditéxybenzylamine und Methyliodid
spalten. Auch diese Methode fiihrte nicht zum amgletdn Erfolg.

Die praparativen Schwierigkeiten bei der Synthess theiden in diesem Kapitel
beschriebenen Hydroxy substituierten Monomere ldsven Ausgangsstoffe und Probleme
bei der Reduktion der Hydroxy substituierten Kaingere (Kapitel 3.4.1) machten den
Einsatz von Schutzgruppen nétig. Im weiteren Vdrlaier Synthesearbeiten sollten

Benzylgruppen die phenolischen Hydroxygruppen woera reaktiven Angriff schitzen. Die
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Darstellung entsprechender Benzyloxy substituieri@erivate war daher das Ziel
(Kapitel 3.2.4).

3.2.4 Die Benzyloxy substituierten monomeren Degava

Probleme bei der Darstellung der Hydroxy substitaiemonomeren Derivate (Kapitel 3.2.3)
sowie bei der Reduktion der Hydroxy substituierkgifigdimere (Kapitel 3.4.1) fuhrten zu
Uberlegungen, Schutzgruppen in die Synthesesteategizubinden. Sie bewahren und
schitzen Ublicherweise durch Derivatisierung eetdpende funktionelle Strukturen vor
einem reaktiven Angriff. Bei den zuvor genanntenhw@erigkeiten erwiesen sich
insbesondere die Phenolgruppen mit ihrem aciders®vstoffatom als sehr reaktionsfreudig
und damit problematisch. Eine Blockierung der phisnben Hydroxyfunktionen durch
Schutzgruppen sollte zuklnftige reaktive Angriffeerbinden.

Eine Zusammenstellung Uber die zahlreichen, urtiedlichen Schutzgruppen in der
organischen Chemie, ihre Einsatzmdglichkeiten ugeenzen sowie Methoden zu ihrer
Einfuhrung und Entfernung finden sich b@&reene & Wuts(1991) sowie beiKocienski
(1994). Ether, z. B. in Form von Methyl- oder Belgzyppen, sind die in der Literatur
favorisierten und am haufigsten eingesetzten Sghuppen fir Phenol¢Greene & Wuts
1991;Kocienskj 1994). Sie lassen sich oftmals unter milden Bgulgen (via nukleophilem
Angriff oder durch Hydrierung von Benzylethern) fenben Bhatt & Kulkarniy 1983). Der
Einsatz von Benzylschutzgruppen fir die Hydroxyssinierten Derivate (Phenole) erschien
vielversprechend, besonders aufgrund der einfach&iglichkeit, Benzylether durch
Hydrierung am Palladium-Katalysator reduktiv zulspa(Freifelder, 1978).

Aus 4- und 3-Benzyloxybenzaldehyd, Benzylamin unlyBpropiolat in Eisessig waren die
Monomerel5 und 16 ohne Probleme in guten Ausbeuten zugénglich (Aloibd) 18).

Die entsprechenden 4- und 3-Benzyloxybenzylamineemw&auflich nicht erwerbbar. Sie
wurden aus den zuvor genannten Aldehyden Uber emegeistufigen Reaktionsweg
hergestellt (Abbildung 18). Zuerst erfolgte nacheei,Eintopf‘-Methode vonwang & Lin
(1998) die Umwandlung der Aldehyde in die entspeacten Nitrile unter Verwendung von
Hydroxylaminhydrochlorid, Phthalsdureanhydrid undriethylamin in  wasserfreiem
Acetonitril. Nach mehrtagigem Erhitzen am Ruckflksistallisierten die Produkte aus einer
Petroleumbenzin-Ethylacetat-Mischung als farbloseléln (4-Benzyloxybenzonitrill) bzw.

weille Plattchen (3-Benzyloxybenzonitri) in nahezu quantitativen Ausbeuten aus.
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Anschliel3end konnten die so erhaltenen Nitrile duReduktion mit Hilfe des komplexen
Hydrides LiAlH; bei Temperaturen von 4 °C in das gewiinschte 4-Bexybenzylamin 3)

und 3-Benzyloxybenzylamind) tberfiihrt werdenKreudenreich et al.1984). Nun standen
die entsprechenden Amine zur Verfigung und zusammah Benzaldehyd und

Ethylpropiolat gelang die Darstellung der beidennormaeren Dihydropyridinel7 und 18

nach der bewahrten modifizierten Vorschrift problesnHilgeroth, 2000).

100 €

H (@]
H3sC_ O~ _-O Og_-O~_-CHs3
+ B ——
\|F T CH3;COOH
NH,
r

R4

THF| LiAIH,
4<C
R3 1. NH,OH-HCI R3
2. (CaHs)3N 0
3. Phthalsdureanhydrid
= 4 - 4
N R CH5CN R
80 T H
R | RZ | R® | R?
15 [OBn| H H H
16 H [oBn| H H
17 H H |OBn| H
18 H H H | oBn

Abbildung 18: Synthese der Benzyloxy geschitzdeDihydropyridine
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3.3 Photochemische Dimerisierungsreaktionen

(Darstellung der dimeren 1,4-Dihydropyridine)

In der Literatur ist mehrfach Uber die Lichtempfiodkeit von 1,4-Dihydropyridinen
berichtet wordenHinkel et al, 1931; Berson & Brown 1955; Akimoto et al. 1988). Schon
lange bekannt ist die Photoreaktivitat dsfedipins (ein Koronardilatator, Adalaf®,
Bayer AG Leverkusen), ein Dimethyl-2,6-dimethyl-4-(2-npitzenyl)-1,4-dihydropyridin-
3,5-dicarboxylat, das unter der Einwirkung von ltiemomatisiert und zum Nitrosoderivat
Dimethyl-2,6-dimethyl-4-(2-nitrosophenyl)-pyridingdicarboxylat reagiert Schlossmann
1972; Ebeletal, 1978) (Abbildung 19). Diese Licht induzierte &ntmolekulare
Redoxreaktion findet sowohl in der Festkorperphasks auch in Losung statt
(Thoma & Klimek 1985[a] & 1985[b]). Fir die in Position zwei ursgchs substituierten
1,4-Dihydropyridine, zu denen dakfedipin und seine Analoga zahlen, sind allerdings kaum
Dimerisierungsprodukte bekannt. Die Substituenten 2- und 6-Position am

Dihydropyridinring verhindern aus sterischen Grimdae entsprechende Dimerisierung.

NO, NO
O O (@] O
H3C _CHjs hev H3C Z _CHjs
| | _Hzo
A
H5;C N CHs H3C N CH3

Nifedipin-Derivat
Nifedipin (unter Lichtexposition entstehendes
Umwandlungsprodukt)

Abbildung 19: Nifedipin und das unter Lichtexpasitientstehende Umwandlungsprodukt
(Ebel et al., 1978)

Hilgeroth (2000) hingegen beobachtete beim Aufbewahren voB-u@substituierten
1,4-Dihydropyridinen am Tageslicht Farbveranderungger Kristalle. Weiterfihrende
Untersuchungen, vor allem auf der Basis der Rostgekturanalyse und défC-Festkorper-
NMR-Spektroskopie, lieferten als Ergebnis die Bildusolcher photodimerer Addukte
(Hilgeroth & Heinemann1998) (Abbildung 20)Hilgeroth konnte fur eine ganze Reihe von
verschieden substituierten  4-Aryl-1,4-dihydropymieln ~ zeigen, dass sie einer

festkorperchemischen Photoreaktivitat unterliegén. bestrahlte Proben der monomeren
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2,6-unsubstituierten  1,4-Dihydropyridine mitltra-Vitalux®-Lampen, die ein dem

Sonnenlicht vergleichbares Spektrum aufweisk® 270 nm). Interessanterweise war die
Photoreaktivitat der Verbindungen aul3erordentlickhh Die Licht induzierten Festkorper-
Dimerisierungen fuhrten entweder zanti-dimeren oder zusyndimeren Produkten

(Abbildung 20), wobei letztere zu den entsprechand&figdimeren weiterreagierten

(Hilgeroth et al, 1998; 1999[a] & 1999[b]). Die kafigdimeren Verdimgen erwiesen sich

dann als photostabil.

R =CHj
hev
solid-state
Monomer
R=CyHs| N°V
solid-state
anti-Dimer Kafigdimer

Abbildung 20: Beispiele fur photodimere Addukte HdrDihydropyridine, die bei einer Licht
induzierten Dimerisierung in der Festkorperphaseng{esch: solid-state)
entstehen (Hilgeroth et al., 1999[a])

Neben der beschriebenen Festphasen-Dimerisierungdewuin der Literatur auch
Untersuchungen zur Photodimerisierung der Substanza Lésung publiziert

(Hilgeroth et al, 2000). In Analogie zu den festkdrperchemischerd&kten konnte ebenfalls
die Bildung vonsyn undanti-Dimeren beobachtet werden (Abbildung 22).

Diese Erkenntnisse bildeten die Grundlage  fur  die hotgchemischen

Dimerisierungsreaktionen in dieser Arbeit.
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3.3.1 Festkorper-Dimerisierung (,solid-state*)

Ausgewahlte Verbindungen wurden auf die Mdglichkeder photochemischen

Festkorperdimerisierung untersucht.

Die monomeren Dihydropyridingl, 12, 13 und 14 wurden in einer Bestrahlungskammer
unter reproduzierbaren Bedingungen bestrahlt (AA¥xperimenteller Teil, Kapitel 7.2.1).

Als Strahlungsquelle dientenUltra-Vitalux®-Lampen, die ein dem Sonnenlicht

entsprechendes SpektrumX 270 nm) definierter Zusammensetzung produzieren.

fur 11, 12
hev
solid-state
far 13, 14
hevu
+>
solid-state
R3
Monomer syn-Dimer
hev
Monomere: solid-state
Rl RZ R3
11 OCH3 H H
12 H H OCHj3
13 OH H H
14 H OH H
Kéfigdimere:
R? R? R3
19 OCH; H H
20 H H OCHj3
21 OH H H
22 H OH H Kafigdimer

Abbildung 21: Photochemische Dimerisierung im Fégi&r (,solid-state)
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Der Verlauf der photochemischen Umsetzung wurdensicimchtchromatographisch verfolgt.
Bei einer erfolgreichen Dimerisierungsreaktion inestkorper lasst sich wahrend der
mehrwochigen, ununterbrochenen Bestrahlung einbvEginderung der Kristalle — je nach
Derivat von gelb bis braun nach weil3 bis farblosbeobachten. Ferner zeigen die
Dunnschichtchromatogramm-Flecken der Dimerisierprayfukte keine Eigenfluoreszenz,
im Gegensatz zu den monomeren 1,4-Dihydropyridindie, unter dem Einfluss von
ultraviolettem Licht intensiv blau fluoreszieren.

Der Dihydropyridinring sowie die beiden Carbonylgpen in 3- und 5-Position bilden
zusammen ein konjugiertes System ausind n-Elektronen, ein Chromophor (Fluorophor),
das ein Absorptionsmaximum im Wellenlangenbereich 850-425 nm aufweist. Die breite
Absorptionsbande in diesem Wellenlangenbereich abktrakteristisch fir derartige
Dihydropyridinstrukturen  Bohlmann & Bohlmann 1953; Berson & Brown  1955;
Schlossmann 1972; Thoma & Klimek 1985[a]). Durch die Lichtabsorption des
Dihydropyridinchromophors wird das konjugierteund n-Elektronensystem zur Fluoreszenz
angeregt. Fur die Ruckkehr der Elektronen aus demegungszustand in den Grundzustand
wird die Anregungsenergie bei diesen Molekilen ornfr von Fluoreszenzlicht emittiert
(Rucker et a].1992). Im angeregten Zustand erfolgt des Weitéiedie 2,5-unsubstituierten
monomeren 1,4-Dihydropyridine durch eine [2+2]-@gddition eine Dimerisierung in der
Festkorperphase (Abbildungen 20 und 21). Anstedieldd-Dihydropyridingruppen enthalten
die kafigdimeren Addukte Piperidinstrukturen, dieu zeiner ,Auflésung” des
Fluoreszenzchromophors, verbunden mit einem VedesFluoreszenz, fihren.

Bleibt die Festkdrperdimerisierung jedoch aus, sonit es unter Beibehaltung ihrer
fluoreszierenden Eigenschaften zu keiner merklickanbveranderung der Kristalle. Die
entsprechenden Dihydropyridine erwiesen sich dépleotostabil im Festkorper.

Die beiden Monomerél und 12 waren photoreaktiv und unterlagen einer photochkeinen
Dimerisierung in der Festphase, wie dunnschichtolatographische, massen-
spektrometrische undH-NMR-spektroskopische Auswertungen belegten. $oigtungen
von Hilgeroth (2000) zum Verlauf der festkérperchemischen Pleatiktion zeigten, dass in
einem ersten Reaktionsschritt synrdimeres Zwischenprodukt entsteht. Dieses sethtlsc
weiterer Bestrahlung zu einem kafigdimeren Produkt (Abbildung 21). Die so erhaltenen
Kafigdimere erwiesen sich dann als photostatillgeroth et al, 1998 & 1999[b]).

Fur die beiden monomeren HydroxyderivaBund 14 konnte hingegen keine Dimerisierung
im Festkorper beobachtet werden. Trotz mehrwocHigstrahlung blieben sie photostabil in

der Festphase und es kam zu keiner Photoreaktiams Aiesem Grund wurden
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Untersuchungen mittels Rontgenstrukturanalyse uteklildynamiksimulationen tber das

Ausbleiben der Dimerisierung bei diesen beiden Wellngen durchgefiihrt (Kapitel 4).

3.3.2 Dimerisierung in L6sung

Fur diejenigen Verbindungen, die sich als photaostamd ungeeignet fir eine
Festkorperdimerisierung erwiesen, wurde nach dateren Darstellungsmdglichkeiten
dimerer Addukte gesucht. Eine Dimerisierung in Liggschien die geeignete Variante zu
sein. Aufgrund der ungehinderten Beweglichkeit deonomeren Ausgangsprodukte in
Losung mit einer zueinander nicht festgelegten tRwosisollten Dimerisierungsreaktionen
begiinstigt und damit weitaus leichter dimere Preelakiganglich sein. So war zu erwarten,
dass die Substanzen, die in der Festphase keinmeerBierung unterlagen, in Loésung
dimerisieren. Diese Vermutung konnte bei den Suzstal3 und 14 bestatigt werden
(Abbildung 22). Die im Festkorper photostabilen bedungen wurden hierflr in
wasserfreiem Tetrahydrofuran geldst und dann alsuhg in die Bestrahlungskammer
eingebracht. Eine Kontrolle des Reaktionsverlaeféslgte per Dinnschichtchromatographie.
Die Dimerisierung der Hydroxygruppen enthaltendesnameren Verbindungei3 und 14
gelang problemlos in Losung.

Neben den zwei genannten Substanzen wurden zdidresitere Verbindungen einer
Losungsdimerisierung unterworfen (Abbildung 22)e Bestrahlung der Substanzen erfolgte
unter den gleichen Bedingungen wie bei der Festdimerisierung (AAV 3,
experimenteller Teil, Kapitel 7.2.1). Auch bei daisungsbestrahlung konnte wéahrend der
mehrwochigen Lichtexposition bereits makroskopisote erfolgreiche Dimerisierung durch
eine Aufhellung der Dihydropyridinlosung von gells tbraun nach hellgelb bis farblos
beobachtet werden. In Analogie zur Festkérperbelsing wurden kéfigdimere Produkte
erhalten. Daneben ist aber auch das Auftretenavtirdimeren Produkten denkbar. Die nicht
eingeschrankte Beweglichkeit der monomeren Eduktd.dsung, ihre nicht zueinander
festgelegte Lage, konnte nebesynverknipften Produkten auch die Bildung von
anti-verknupften dimeren 1,4-Dihydropyridinen ermégéoh(Abbildung 22).
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Monomer

hev
THF

hev

THF

R4

anti-Dimer

Kéafigdimer syn-Dimer
Abbildung22: Photochemische Dimerisierung in Losung
Kéafigdimere:
R! R2 | R® R4
19 |OCHs | H H H
20 H H H OCH,
21 OH H H H
22 H OH H H
23 | OBn H H H
24 H OBn H H
25 H H OBn | H
26 H H H OBn
Xt X2 x3 x4
27 N C C C
Kafigdimer 28 C N C C
29 C C N C
30 c C c N
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3.4 Darstellung der Zielstrukturen

3.4.1 Reduktion mittels komplexer Hydride

In einem abschlielenden Reaktionsschritt wurdenzdier erhaltenen Kafigdimere in die
entsprechenden Zielstrukturen Uberfihrt. Hierfir ssten die vier Estergruppen der
kafigdimeren Verbindungen zu den entsprechendemohfdlstrukturen (Hydroxymethyl-
gruppen) reduziert werden. Eine in der Literaturwdierte und haufig eingesetzte
Reduktionsmethode fir Ester beruht auf der Anwegduan komplexen Hydriden. Sie
eignen sich hervorragend fir die Reduktion von Gaylverbindungen und gestatten selbst
die Umsetzung der reaktionstragen Carbonylderivage Ester, Amide und Carbonsauren.
Ferner zeichnen sie sich durch hohe Ausbeuten uritden Bedingungen auch bei kleinsten
Reaktionsansatzen alBecker et al.1996[b]).

Verwendung fur die Reduktionen fand Lithiumalummioydrid in einer 1,0 molaren Losung
in Tetrahydrofuran. Vorsicht schien vor allem hafglich der Reaktionstemperatur geboten.
Reduktionen mit komplexen Hydriden verlaufen stagkotherm. Hilgeroth (2000)
beobachtete flrN-unsubstituierte 1,4-Dihydropyridine eine Dimeresiyng zu den
monomeren Edukten anstelle der Reduktion beim Erhitmit Lithiumaluminiumhydrid
sowohl in Tetrahydrofuran als auch in niedrig sretiam Diethylether. Aus diesem Grund
wurden die Umsetzungen bei tiefen Temperaturen~®fC durchgefihrt. Die Reduktionen
verliefen nun deutlich langsamer, dafir aber ethbki zu den gewlnschten
Hydroxymethylgruppen enthaltenden Zielstrukturenbl§#dung 23). Die Kontrolle des
Reaktionsverlaufes erfolgte durch die Dunnschialoictatographie. Die entstandenen
Produkte wurden isoliert und konnten durch massskispmetrische sowie'H-NMR-
spektroskopische Untersuchungen identifiziert werde

Bei den Hydroxy substituierten Kafigdimer2h und 22 gelang eine vollstandige Reduktion
jedoch nicht. Es kam zu einem Ausfall des komple@aizes, verbunden mit einem
»-Reduktionsstopp” auf der gebildeten Zwischenstudée phenolischen Hydroxygruppen
werden im Vergleich zu den Estergruppen von Litraluminiumhydrid bevorzugt unter
Salzbildung angegriffen. Das so entstandene Litaiuminiumphenolat-Salz besitzt dann
eine verminderte Loslichkeit. Auch Variationen @Reaktionsbedingungen fihrten nicht zum
Erfolg. Eine  Erhdhung der Reaktionstemperatur, weden mit  einer
Laslichkeitsverbesserung verbietet sich aufgrund diemit einhergehenden Dimerspaltung

bzw. Zersetzung der Kafigdimere. Tetrahydrofuraeiltsbereits das Losungsmittel der Wahl
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dar, da die Kafigdimere in Diethylether eine nodriggere Ldslichkeit besitzen. Auch der
Einsatz des komplexen Hydrides im Uberschuss korkeie befriedigendes Ergebnis

herbeifiihren.

RZ
Rl Rl
i, LIAIH,
THF
-8TC
R4 R3 R4
Kéfigdimer fUr-21, 22 Zielverbindung
LiAIH,
THF
-8<C
LiAIH,
THF
-8<C
Kéfigdimer Zielverbindung
Zielverbindungen:
RV [ R2 | R | RY xt [ x2 x3 | x4
32 |OCH;| H H H 42 N c C C
33 H H | ocH, 43 C N C C
34 | OBn H H 44 C c N C
35 H OBn H H 45 C C C N
36 H H OBn | H
37 H H H OBn

Abbildung 23: Darstellung der Zielverbindungen duRReduktion mit komplexen Hydriden
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Die in diesem Kapitel erwdhnten Schwierigkeiten lkr Reduktion der Hydroxy
substituierten Kafigdimeren sowie die Problemeen darstellung der Hydroxy substituierten
monomeren 1,4-Dihydropyridine (Kapitel 3.2.3) figmwtzum Einsatz von Schutzgruppen fur
die phenolischen Strukturen in der Synthesestrate§enzylgruppen stellen eine in der
Literatur favorisierte Schutzgruppe fir Phenole @@@eene & Wuts1991;Kocienskj 1994)
und erwiesen sich als sehr erfolgreich im weiterdarlauf der Synthesearbeiten
(Kapitel 3.2.4).

Die Reduktion der Benzyloxy substituierten Kafigeman mit Lithiumaluminiumhydrid
hingegen verlief glatt in Bezug auf die Esterfuakétn (Abbildung 23). Nach einer
Reaktionszeit von maximal drei Stunden waren diderf§suppen quantitativ in die
entsprechenden Alkoholfunktionen reduziert word&emerkenswerterweise fuhrte eine
deutlich dartber hinausgehende ReaktionsdaueribemeTeil der Verbindungen zu einer

zusatzlichen reduktiven Entfernung d@Benzylschutzgruppen (Abbildung 24).

LiAIH,
THF
-8TC
- Zwischenprodukt
i THF
35 L|AIH4l_8 P

Abbildung 24: Beobachtete Debenzylierungen durchgtexe Hydride am Beispiel v8b
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Dies scheint um so interessanter, da in der Literdhs Vermdgen komplexer Hydride zur
Etherspaltung Ublicherweise verneint wirdetker et al. 1996[b]). Es gibt lediglich
vereinzelt Publikationen tber Etherspaltungen dwidhumaluminiumhydrid in Gegenwart
von Lewissauren und bei erhéhten TemperatuBdrait & Kulkarni 1983;Kocienskj 1994).
Allerdings erfolgte die Debenzylierung durch dasifpdexe Hydrid nicht einheitlich und nicht
guantitativ, wie Untersuchungen des Reaktionsaasgier Dunnschichtchromatographie und
Massenspektrometrie  bewiesen. Nach spatestens udA8et stellte sich ein
Produktgleichgewicht ein, das sich durch weitereakiensdauer und Zugabe an
Lithiumaluminiumhydrid im Uberschuss nicht beeisfen lieR. Ein Produktgemisch,
bestehend aus Dibenzyloxy und Monobenzyloxy gegtdnit Kafigdimeren und den
ungeschitzten Hydroxyderivaten, war die Folge (khlrig 24). Die Ursache fur das
~Stehenbleiben” der Reduktion ist wahrscheinlichder gleichen Annahme zu suchen, wie
sie bereits bei den beiden Hydroxy substituiertéfigdimeren2l und 22 in diesem Kapitel
diskutiert wurde: Ein bevorzugter Angriff der (esatsdenen) phenolischen Hydroxygruppen
durch das komplexe Hydrid mit Bildung des Lithiuomainiumphenolat-Salzes; Ausfall des
komplexen Salzes durch eine verringerte Loslichkeiterbunden mit einem
»-Reduktionsstopp” fur die Ausgangs- und Zwischejpitde.

Nach der Aufarbeitung der Reaktionsansatze wurdestrAngungen unternommen, aus den
erhaltenen Produktgemischen die einzelnen Verbigelureu isolieren. Bei zwei der vier
Hydroxy substituierten kafigdimeren Derivate gelaagolgreich eine Trennung durch
fraktionierte Kristallisation. Die kafigdimeren Zwerbindungen39 und 41 konnten einzeln
isoliert werden. Die beiden anderen Zielsubstard8und 40 lieRen sich tber diese Methode
jedoch nicht sauber aus ihren jeweiligen Produkigenen trennen. Sie mussten einem
weiteren Reaktionsschritt, der Methoden der Deblerzypg beinhaltet, unterworfen werden
(Kapitel 3.4.2).
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3.4.2 Versuche zur Schutzgruppenentfernidpgbenzylierung)

Nach der Reduktion der Esterfunktionen in den Kdifrgeren zu den gewulnschten
Alkoholgruppen-haltigen Zielverbindungen war bendgenzyloxy substituierten Derivaten
noch eine Entfernung deO-Benzylschutzgruppen erforderlich. Zwar konnte, wie
Kapitel 3.4.1 bereits diskutiert, schon wéahrend Beaktion mit Lithiumaluminiumhydrid
eine Uber die Reduktion der Esterfunktionen hinahegde teilweise Debenzylierung an den
entsprechenden Verbindungen beobachtet werdere dextief jedoch nicht quantitativ und
einheitlich. In  deren Folge wurde ein  Gemisch  aus ibebzyloxy,
Monobenzyloxymonohydroxyaryl und Dihydroxyaryl stibserten Produkten erhalten
(Abbildung 24, Kapitel 3.4.1). Bei einigen Verbindien @9 und 41) gelang eine saubere
Isolierung aus den Produktgemischen durch fralemaiKristallisation, bei andereB8 und
40) hingegen nicht.

Daher musste fur die beiden Kafigdimesé und 36 eine geeignete Methode fir eine
O-Debenzylierung zur Darstellung der entsprecherftielverbindunger88 und40 gefunden
werden. In der Literatur sind zahlreiche Variantem Entfernung der Benzylethergruppe
beschrieben Bhatt & Kulkarni 1983; Greene & Wuts 1991; Kocienskj 1994). Die
schonendste Methode bietet die katalytische Hyanigr mit Palladium als Katalysator der
Wabhl. Die reduktive Abspaltung der Benzylschutzgreip von34 durch Hydrierung an einem
Palladium-Kohle-Katalysator in Tetrahydrofuran bliallerdings erfolglos (Abbildung 25).
Auch nach 14-tagiger ununterbrochener Hydrogenolysekonnte per
Dunnschichtchromatographie keine Umsetzung beobtchérden. Daraufhin wurde ein
zweiter Hydrierungsversuch mit Palladiumhydroxids &fatalysator unternommen. Eine
dunnschichtchromatographische Kontrolle des Reag&tierlaufes zeigte dieses Mal die
Existenz zweier Reaktionsprodukte an. Die vollsig@dydrogenolyse des Ausgangsstoffes
34 war nach 48 Stunden beendet. Eine anschliel3endsemspektrometrische Untersuchung
bestétigte das Vorhandensein der zwei ReaktionsgtedHierbei handelte es sich in beiden
Féallen jedoch nicht um die gewtinschte Zielverbirgl8® Im Massenspektrum konnten zwei
Peaks detektiert werden, die den Verbindungé® und 47 zugeordnet wurden
(Abbildung 25). Neben der erwiinschten Entfernung lskiden O-Benzylgruppen wurden
parallel auch dieN-Benzylgruppen im Molekul angegriffen. Ein Gemisitdr Verbindungen
46 und47 war schlief3lich die Folge.

Eine Alternative zur Kkatalytischen Hydrierung bietedie Transfer-Hydrierung
(Brieger & Nestrick 1974; Entwistle et al. 1985). Sie ist weniger anfallig fur eine
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Katalysatorvergiftung, und wo die klassische Hydmgyse mit Wasserstoffgas versagt,
erweist sie sich haufig als erfolgreickKocienskj 1994). Palladium wird ebenfalls als
Katalysator eingesetzt, Methanol oder Ethanol sitié Ublicherweise verwendeten
Losungsmittel und Cyclohexemdénessian et al.1981), CyclohexadienF€lix et al, 1978)

oder AmmoniumformiatBieg & Szejal985) dienen als Wasserstoffdonatoren.

H>
Pd(OH), / Kohle
C,HsOH

H;

Pd / Kohle |\ C2HsOH

Abbildung 25: Debenzylierungsversuche durch katadiie Hydrierung am Beispiel v&@4

Die Methode nachrelix et al. (1978) mit 1,4-Cyclohexadien als Wasserstoffquédied fur

die  Verbindung 34  Anwendung (Abbildung 26). Die Reaktion  wurde
dunnschichtchromatographisch verfolgt und zeigehrié Stunden das Ende der Umsetzung
mit der Bildung von zwei Reaktionsprodukten an. Diassenspektrometrische Analyse des
Produktgemisches identifizierte die beiden Verbimgkn46 und 47, wie sie bereits bei der
katalytischen Hydrierung von34 mit Palladiumhydroxid erhalten worden waren
(Abbildung 25). Ein  Vergleich der zwei Reaktionsgethe durch die
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Dunnschichtchromatographie bestatigte das ErgelBes.der Transfer-Hydrierung findet
neben de©-Debenzylierung auch ein paralleler Angriff an déBenzylgruppen statt.

Cyclohexadien
Pd / Kohle

Abbildung 26: Debenzylierungsversuche durch Trardigrierung am Beispiel vog4

Ferner kommen in der Literatur zahlreiche Lewissauiiir eine Spaltung der Benzylether
zum Einsatz. Typische Reagenzien sind Bortrichlqidlliams et al, 1989), Eisen(lll)-
chlorid (Park et al, 1987) oder Zinn(IV)-chloridHori et al., 1989), teilweise in Kombination
mit Schwefel-Nukleophilen wie z. B. Thioethanol od&hioanisol. Overman & Fukaya
(1980) verwendeten Bortrifluorid in Verbindung mithioethanol zur Entfernung einer
O-Benzylgruppe in Gegenwart eindk-Benzylgruppe, wobei letztere erhalten blieb.
Allerdings handelte es sich um aliphatische Berihglistrukturen. Sie werden deutlich
leichter von Bortrifluorid gespalten als die aromseten Benzylether, die neben einer
verlangerten Reaktionszeit teilweise zu unvollsigenl Umsetzungen fuhren, wialji et al.
(1979) berichteten. Sie untersuchten die Anwendhtvion Bortrifluorid-Etherat-Komplexen
in Thioethanol zur Spaltung von sowohl Aryl- alschuAlkyl-Benzyl-Ethern.Kiso et al.
(1980) hingegen beschrieben eine effiziente MethmdeEntfernung der Schutzgruppen aus
aromatischen Benzylethern. Unter Verwendung vomdiisol und Trifluoressigsaure gelang
die quantitative Spaltung von Aryl-Benzyl-EthernBz. in Form desO-Benzyltyrosins
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innerhalb von drei Stunden bei 25 °C. Dieses ThsmTrifluoressigsaure-System erlaubt
die Spaltung von aromatischen Benzylethern durcherei sogenannten ,Push-Pull*-
Mechanismus: Hierbei kommt es zur elektrophilen iidd des Protons (harte S&ure nach
Pearson der Trifluoressigsdure an das Sauerstoffatomtéh&ase nachPearson der
Etherbindung. Diese Addition verursacht einen HEtektnzug (englisch: pull) vom
Benzylkohlenstoff in Richtung des Ethersauerstobsirch den nukleophilen Angriff des
Schwefelatoms (weiche Base naPrarson im Thioanisol an den elektronenverarmten
Kohlenstoff (weiche Saure nadbearson der Benzylgruppe erfolgt ein Elektronenschub
(englisch: push) ebenfalls vom BenzylkohlenstofRichtung des Ethersauerstoffs, der den
Elektronenzug unterstutzt und damit die Spaltung Eeherbindung herbeiftihrt. Mit der
Vorschrift nach Kiso et al. (1980) konnen aromatische Benzylether viel leichéds
aliphatische Benzylether gespalten werden. Ferfegbthdie Bildung von Nebenprodukten,
wie sie beim alleinigen Einsatz von Trifluoressig®i ohne Schwefel-Nukleophil héaufig
beobachtet wurden, ausi¢o et al, 1978).

Diese Reaktion verdeutlicht das einfache, aber sk&ktive Zusammenspiel zwischen einem
weichen Nukleophil (Thioanisol) und einem harteeKalophil (Trifluoressigsaure) an einem
Substrat (Benzylether).

Nach der vielversprechenden Methode ¥iso et al.(1980) wurde ein®©-Debenzylierung
an den Verbindunge®4 und 36 versucht (Abbildung 27). Die Substanzen wurden amer
Thioanisol-Trifluoressigsaure-Mischung versetzt uméhrere Tage bei Raumtemperatur

unter Argonatmosphéare geruhrt.

Thioanisol

CF;COOH
Argon

Abbildung 27: O-Benzylschutzgruppen-Entfernung luein Thioanisol-Trifluoressigsaure-
System a4 (,Push-Pull“*-Mechanismus, nach Kiso et al., 1980)
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Die Kontrolle des Reaktionsverlaufes erfolgte dutehDunnschichtchromatographie. Bereits
nach 48 Stunden war die Umsetzung B@drbeendet. Das entstandene Produkt wurde isoliert
und konnte durch massenspektrometrische stiiMR-spektroskopische Untersuchungen
als die gewlnschte Verbindu®§ identifiziert werden. Demnach verlief die Abspalguder
O-Benzylgruppen erfolgreich quantitativ, wo hingegdie N-Benzylgruppen, wie erhofft,
unter diesen Bedingungen stabil blieben (Abbild2@y Fur die Verbindundg6 jedoch
konnte auch nach 14-tdgiger Reaktionsdauer keineetimng beobachtet werden. Auch
Variationen der Reaktionsbedingungen wie erhohtapegatur und Einsatz der Reagenzien
im deutlichen Uberschuss fiihrten zu keiner Prodlckthg, wie die Kontrolle per
Dunnschichtchromatographie bewies. Vermutlich werdar para-substituierte Benzylether
vom Thioanisol-Trifluoressigsaure-System angegniffevie es das in der Literatur von
Kiso et al.(1980) beschrieber@-Benzyltyrosin und die Verbindurig#l zeigen.



SYNTHESE DERHIV-1 PROTEASEINHIBITOREN 44

3.4.3 'H-NMR-spektroskopische Besonderheiten der kafigdime

Alkoholzielstrukturen

In den H-NMR-Spektren der nach Reduktion mit Lithiumaluimimhydrid erhaltenen
Alkohole bilden die Protonen der HydroxymethylgrappCHysOHx ein ABX-System. Dies
konnte allerdings nur in Spektren beobachtet werdenin deuteriertem Dimethylsulfoxid
aufgenommen wurden. Kopplungen von OH-Protonenbemiachbarten CH-Protonen lassen
sich haufig nur dann beobachten, wenn Ldésungsmigelvendet werden, in denen der
Protonenaustausch deutlich verlangsamt abldrétcker et al. 1992). Fir das in diesem
Kapitel Dbeispielhaft abgebildete Spektrum der Medong 38 betragen die
Kopplungskonstanten der entsprechenden Protddgs = 10,5 Hz und®Jchyon = 4,5 Hz

(Abbildungen 28 und 29).

21 38

Abbildung 28: Die Zielverbindun88 und ihre Estervorstuf2l mit der Darstellung der fir
die Diskussion relevanten aromatischen Protoneaulpl

Fur die kafigdimeren Zielverbindungen fallt in d&H-NMR-Spektren des Weiteren eine

deutlich unterschiedliche Verschiebung der Sigrade aromatischen Protonen der beiden
Substituenten am C-6 und C-12 des Kafiggrundkor@ers Die chemisch &aquivalenten

Protonen 2'- und 6'-H bzw. 3'- und 5'-H des eineylrAstes sowie 2"- und 6"-H bzw. 3"- und
5"-H des zweiten Arylrestes sind Uberraschendeeveiagnetisch nicht aquivalent. In den
entsprechenden Spektren treten fir diese ProtomerSignale auf, die jeweils ein Integral

besitzen, das zwei Protonen entspricht. In derg#tafieren Estervorstufen hingegen sind die
chemisch &aquivalenten Protonen auch magnetischvalgnot. In den’H-NMR-Spektren

dieser Verbindungen existiert fur die Protonen &%, 2"- und 6"-H der beiden
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Arylsubstituenten ein gemeinsames Signal, mit eiméegrationshéhe von vier Protonen
sowie fir die Protonen 3'-, 5'-, 3"- und 5"-H emeites Signal, ebenfalls mit einer vier
Protonen entsprechenden Integrationshdohe. Besoddetkch wird diese Beobachtung beim
Vergleich des'H-NMR-Spektrums der Verbindung8 mit dem *H-NMR-Spektrum ihrer
Estervorstufe (Verbindungl). In den Abbildungen 29 und 30 sind di¢-NMR-Spektren der
entsprechenden Substanzen dargestellt.

| CHagOHy

CHagOHy
He |Hz Hs Hs

He'| H»  Hsy  Hs

i

L B e A R i L s s T T T T

9 8 7 6 S 4 3 2 1 ppm

Abbildung 29: *H-NMR-Spektrum der Verbindung 38 (aufgenommen mit 500 MHz in
DMSO-d6)

Als Ursache flir die magnetische Nichtaquivalenz deweiligen ortho-standigen
aromatischen Protonenparchen (2'- und 6'-H, bzZwud 6"-H) sowie demeta-stdndigen
aromatischen Protonenpéarchen (3'- und 5'-H bzwudd 5"-H) der 6-,12-Arylreste wird eine
eingeschréankte Drehbarkeit der beiden aromatis&iage in den kafigdimeren Alkoholen

angenommen, die zu der beobachteten Differenziedtengrotonensignale fuhrt.
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H, Ha.
H, Hj»
He Hs:
Hg Hs»
-
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Abbildung 30: *H-NMR-Spektrum der Verbindung 21 (aufgenommen mit 400 MHz in
DMSO-d6)



UNTERSUCHUNGEN ZUMV ERSAGEN DERFESTKORPERDIMERISIERUNG 47

4 Untersuchungen zum Versagen der Festkorper-
Dimerisierung (der Hydroxy substituierten monomeren

Derivate)

4.1 Rontgenstrukturanalyse

Die monomeren 2,6-unsubstituierten 4-Aryl-1,4-ditoygyridine unterliegen bereits unter
dem Einfluss von Tageslicht im kristallinen Zustafimh Festkérper; englisch: solid-state)
einer photochemischen Dimerisierungilgeroth & Heinemann 1998). Dabei reagieren sie
entweder zuanti-dimeren oder zisyndimeren Produkten, wobei letztere unter fortgdsetz
Bestrahlung zu Kafigdimeren weiterreagieren (Ahblmilg 20, Kapitel 3.3).

Im Gegensatz dazu wurden flr die 2,6-substituiettdrDihydropyridine, deren bekanntester
Vertreter dasNifedipin ist, kaum Dimerisierungsprodukte beschrieben. Die2- und
6-Position vorhandenen Substituenten verhindern stesschen Grinden eine Bildung
derartiger dimerer Addukte. Die Lichtempfindlichkeder 1,4-Dihydropyridine vom
NifedipinTyp hingegen beruht auf einer Licht induziertamtramolekularen Redoxreaktion
unter Aromatisierung des PyridinringesSchlossmann 1972; Ebeletal, 1978;
Thoma & Klimek 1985[a] & [b]) (Abbildung 19, Kapitel 3.3).

Die Lichtempfindlichkeit  zahlreicher unterschiedilic substituierter = monomerer
4-Aryl-1,4-dihydropyridine und der Reaktionsverlahfer Dimerisierung wurden schon von
Hilgeroth (2000) untersucht und mehrfach publiziertHilgeroth et al, 1998;
1999[a] & 1999[b]). Auch in dieser Arbeit konnteedPhotoreaktivitat in der Festphase und
die Dimerenbildung am Beispiel der monomeren Vetbngenll und 12 bestétigt werden
(Kapitel 3.3.1).

Die beiden Hydroxy substituierten monomeren 1,4yDibpyridine13 und 14 erwiesen sich
bei der Bestrahlung im Festkérper jedoch als phalas Es ist bekannt, dass in einem Pool
von photosensitiven Molekilvariationen immer wiedgnotostabile Derivate auftreten
kbnnen Ramamurthy & Venkatesan1987). Zur Untersuchung und Aufklarung der
Photostabilitdt wurden fur beide Verbindungen jésveine Rontgenkristallstrukturanalyse
angefertigt (Experimenteller Teil, Kapitel 7.1.6Die Kristalle der zu untersuchenden
Verbindungenl13 und 14 konnten aus Ethanol gewonnen werden. Die entspneeime

Kristalldaten und ausgewéhlte Parameter der Klsstakturbestimmungen sind in Tabelle 3
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zusammengefasst. Die Substah4 kristallisiert im monoklinen Kristallsystem in der
Raumgruppe BM. Die Verbindungl3 hingegen kristallisiert im triklinen Kristallsystein
der Raumgruppe P mit zwei MolekiilenA und B in der asymmetrischen Einheit. Im
Molekul B ist derN-Benzylring einer Fehlordnung unterworfen, die gr darstellung von
zwei moglichen Grenzlagen zum Ausdruck kommt. In bikdung 31 sind die
Molekulstrukturen vonl3 (mit den beiden Molekile® und B) und 14 dargestellt mit
Atombezeichnungen und Auslenkungsellipsoide fu#dWahrscheinlichkeit.

Die vollstandigen Daten der Messbedingungen, HKHstand Atomparameter sowie
Bindungslangen und -winkel der Verbindunge&d8 und 14 sind beim Cambridge
Crystallographic Data Centeninterlegt CCDC, 2005).

Verbindung 13 14
Summenformel eH2sNOs Co4H25NOs
Molare Masse (gemof) 407,45 407,45
Kristallsystem triklin monoklin
Raumgruppe P1 P2/n

a (A) 10,7367(9) 12,101(2)
b (A) 10,9125(8) 14,078(1)
c (A 19,654(1) 12,395(2)
a (%) 76,950(8) 90

B (°) 76,785(9) 93,222(14)
v (°) 84,335(7) 90
Volumen der Elementarzelle { 2181,1(3) 2108,3(5)
Z 4 4

Dx (gecm™) 1,241 1,284
n(Mo-K,) (mn) 0,087 0,090
Anzahl der Einzelreflexe 8596 4606

Rint 0,077 0,116
20max (°) 52 54

R1/wR2 0,073/0,167 0,093/0,233
Min/max Ap (e*A™) -0,20/0,28 -0,21/0,25

Tabelle 3: Kristalldaten und ausgewéhlte Parameker Rontgenkristallstrukturanalyse

Die 1,4-Dihydropyridinringe von allen drei Molekalg13A, 13B und 14) sind durch eine
Boot- bzw. Wannenkonformation charakterisiert, di@ N1-Atom abgeflacht ist und zur
Halbsessel- bzw. Umschlagkonformation tendiert. nEer ist den beiden

symmetrieunabhangigen Molekileb3A und 13B sowie Molekil 14 die Lage der
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Hydroxyphenyl- undN-Benzylsubstituenten bezogen auf den Dihydropyridghgemeinsam.

Die Hydroxyphenylringe sind pseudoaxial Gber desgrechenden Dihydropyridinringebene,
die Ringe derN-Benzylgruppen auf der entgegengesetzten Seiteerjunieser Ebene

angeordnet. Die Ebenen der Hydroxyphenylsubstiarenthalbieren hierbei die
entsprechenden 1,4-Dihydropyridinringebenen nahenit Abweichungen von den
halbierenden Ebenen durch die Atome N1, C3, C6, {fi8 jedes Molekil) von

10,7(1)° @3A), 7,3(1)° @3B) und 4,0(1)° 14).

Abbildung 31: Molekulstrukturen vori3A, 13B und 14 mit Atombezeichnungen und
Auslenkungsellipsoiden fir 50 % Wahrscheinlichkédie fehlgeordneten
Atome des N-Benzylringes v8B sind zur Unterscheidung mit ,.b“ und ,c*
beschriftet.

Bei allen drei Molekilen befinden sich die zwei étgtuppen nahezu in der Ebene der
Dihydropyridinringe mit Winkeln von 5,9(1)° bis 111)° zwischen den Ebenen durch die
Estergruppen (Atome O1, C12, O2 bzw. O3, C15, O4AY uwerjenigen durch die
Dihydropyridinringe (Atome C1, C2, C4, C5, N1). Bisvurde auch vorkossheim et al.
(1988) bei den 2,6-Dimethyl substituierten 1,4-Ritgpyridinen  publiziert.
Interessanterweise unterscheiden sich aber die o@gdyuppen hinsichtlich ihrer
Orientierung in den Molektlen (Abbildung 31). Innd8trukturenl3A und 13B weisen die
Carbonylgruppen an C2a und C2b jeweils eandi-periplanare und an C4a und C4b eine
synperiplanare Konformation auf. Die zugehérigen Tawswinkel betragen fur C3-C2—
C12-01 -177,5(3)°13A) und —168,3(4)° A3B) bzw. fir C3—C4-C15-03 -2,9(5)13A)
und -3,3(5)° 13B). In der Verbindundl4 hingegen besitzen beide Carbonylgruppen eine
anti-periplanare Anordnung mit Torsionswinkeln von —#[8)° (C3-C2-C12-01) bzw.
174,7(5)° (C3—-C4-C15-03).
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Die Konformationen der Carbonylgruppen in den Mdlek 13A und13B entsprechen den in
der Literatur veroffentlichten Ergebnissen fur d&rukturverwandten 2,6-Dimethyl
substituierten Derivate Fbssheim et al. 1988), von denen die eine Carbonylgruppe
anti-periplanar, die andersynperiplanar angeordnet sind. Im Gegensatz dazit stel
Verbindungl4 mit ihrer einheitlichanti-periplanaren Orientierung der Carbonylgruppen eine

Besonderheit in der Reihe der Dihydropyridine dar.

Abbildung 32: Vergleich der Strukturen von MoleRkBA (gestrichelt) undl3B (schwarz).
Die Zeichenkoordinaten der Atome C1-C5 und N1 keldelekiile wurden
durch ein Least-Squares-Verfahren aneinander angspa

Die bedeutendsten Abweichungen der Strukturen deleliile 13A und 13B betreffen die
Konformation der Ethylgruppe am O2-Atom und diegDtierung de®-Benzylringes um die
Bindung C18-C19 (Abbildung 32). Im Molek@BA liegt eineanti-periplanare Orientierung
der Ethylestergruppe vor (Torsionswinkel C12—-02—-&1B4 = -172,9(3)°), im Molekil3B
eineanti-clinale Orientierung (Torsionswinkel C12-02—-C134G1-97,2(5)°).

Die Fehlordnung debl-Benzylringes im Moleklll3B lasst sich durch die zwei mdglichen
Grenzpositionen mit den entsprechenden Torsion®kinkon 89,2(8)° (N1-C18—-C19-C20b)
bzw. 115,6(6)° (N1-C18-C19-C20c) beschreiben. (d&enzylring in13A liegt mit einem
Torsionswinkel von -131,4(4)° (N1-C18-C19-C20) ah8ék der Grenzlagen des
N-Benzylsubstituenten vol3B (Abbildung 32).

Im Kristall der Verbindundl3 sind die beiden Molekilé& und B in der asymmetrischen

Einheit der Elementarzelle anndhernd zentrosymsuétrizueinander angeordnet. Diese
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Molekilpaare bilden durch Translation entlang [1§6herierte Stapel (Abbildungen 35-37).
Die Molekule eines Paares sind jeweils durch zwigetstarke Wasserstoffbriickenbindungen
(Abbildung 33) zwischen den Hydroxygruppen des rimdolekiles und dem Carbonyl-
Sauerstoffatom des Partnermolekiles verknipft (B5a—-0O3b und O5b—-H5b---0O3a). Die
Hydroxygruppe des MolekuleB ist dartiber hinaus an einer schwachen Wassensioki®
zur Hydroxygruppe eines zentrosymmetrisch erzeugeMolekiles eines Nachbarstapels
beteiligt (O5b—H5b---O5b"). Das Hydroxy-Wasseratofh H5b geht somit eine 3-Zentren-
Wasserstoffbriickenbindung ein (Abbildung 33).

Abbildung 33: Das System der Wasserstoffbriickenbigeh (gestrichelt) im Kristall der
Verbindung 13. Das mit ,”” bezeichnete Molekllpaar wird Uber ein
Symmetriezentrum aus dem anderen generiert.

Molekul 14 bildet eindimensionale Molekulstapel aus transiathh entlang [001] generierten
Molekulen (Abbildungen 37-39). Im Kristall sind di®loleklle Uber eine mittelstarke
Wasserstoffbriicke (Abbildung 34) zwischen der Hygigyuppe des einen Molekiles und
dem Carbonyl-Sauerstoffatom des Nachbarmolekildsmeen (O5-H5---O1).
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Abbildung 34: Das System der Wasserstoffbriickenbigeh (gestrichelt) im Kristall der
Verbindungl4 (ohne H-Atome, in Richtung [101] H-verbriickte Mdlkette)

Als Folge der Zentrosymmetrie liegt eine antipalallPackung benachbarter Molekdlstapel
vor. Die Kiristallpackungen sind sowohl in der Vewhing 13 als auch beil4 durch
Wasserstoffbriickenbindungen entlang der Nachbaaissaqoilisiert (Tabelle 4).

D-H---A D-H (A) H---A (R) D---A () D-H---A (°) Symmetriecode

13 O5a-H5a---O3b 0,83(4) 2,00(4) 2,817(4) 174(5) ¥ X,
O5b-H5b---O3a  0,84(4) 2,07(4) 2,898(4) 171(4) VX, Y
O5b—H5b---05b'0,84(4) 2,77(4) 2,858(5) 88(3) -X,1-y,1-z

14 0O5-H5---01 0,82 2,03 2,849(5) 175 0,5+x, 0,565+ z

Tabelle 4: ausgewahlte Daten und Parameter der Afatsffbriickenbindungen in den
Kristallpackungen der VerbindungdB und14

Abbildung 35: Projektion der Kristallstruktur von ekbindungl3 in x-Richtung (ohne
H-Atome, Wasserstoffbriicken gestrichelt dargeytellt
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Abbildung 36: Projektion der Kristallstruktur vone¥bindungl3 in y-Richtung mit den
kirzesten Abstdnden (dinne Verbindungslinien) petenreagierender
Doppelbindungen (ohne H-Atome, Wasserstoffbriickstrighelt dargestellt)

Abbildung 37: Raumliche Darstellung der Kristallgangen der Verbindungel® und 14 mit
eingezeichneten Wasserstoffbriicken (gestricheléeer) und Beispielen fur
am engsten benachbarte, potentiell reagierende Bliyppdungen (dinne
Verbindungslinien; ohne H-Atome)
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Abbildung 38: Kristallpackung der Verbindudg in einer Projektion langs der z-Richtung
(ohne H-Atome, Wasserstoffbriicken gestrichelt dseije

Abbildung 39: Kristallpackung der Verbindudg in einer Projektion langs [10-1] (ohne
H-Atome, Wasserstoffbriicken gestrichelt dargejtellt
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4.2 Grunde fur ein Versagen der Festkdrper-Dimanisig

Um die Photostabilitdt der beiden Verbindunge® und 14 in der FestkOrperphase zu
verstehen, wurden unterschiedliche geometrischeaniger in den Kristallpackungen
bestimmt und analysiert. Aus der Literatur ist bekadass der kirzeste Abstand zwischen
potentiell reagierenden Doppelbindungen benachbiltéeklle in der Festphase nicht mehr
als 4,2 A betragen sollt€phen & Schmigt1964;Cohen et al.1964;Schmidt 1964). Liegen
hingegen die Doppelbindungen deutlich weiter voaeder entfernt, so findet keine

Dimerisierung statt, die Verbindungen erweisen giahn als photostabiS¢chmidi 1964).

Verbindung Atome Abstand (A)

s C4a—C5b 4,014(5)
C4b—C5a 4,042(5)

" C4-C5' 6,888(6)
C5-C4 6,875(6)

Tabelle 5: Die kurzesten Abstande potentiell reayider Doppelbindungen
benachbarter Molekule in den Kristallpackungen Werbindungeri3 und14

Die kurzeste Entfernung zwischen potentiell reagiden Doppelbindungen im Kristall der
Verbindung 14 liegt mit 6,9 A deutlich tiber dem in der Literatpostulierten Grenzwert
(Abbildung 37 und Tabelle 5). Dies erklart die bachitete Photostabilitat vod4 im
Festkorper und das Ausbleiben von Dimerisierungiykten. In der Kristallpackung der
ebenfalls photostabilen Verbindund3 betragen die kirzesten Abstande potentiell
reagierender Doppelbindungen 4,014(5) A fur died¢oC4a---C5b sowie 4,042(5) A fur
C4b---C5a (Abbildungen 36, 37 und 40 sowie TallleFiur 13 ist somit das
Abstandskriterium formal erfillt und eirenti-Dimerenbildung scheint theoretisch maoglich,
dennoch findet auch fir diese Substanz keine Fegmtkdimerisierung statt. Neben dem
Abstand besitzt naclRamamurthy & Venkatesafl987) das Kriterium der minimalen
translatorischen Bewegung, das zu Dimerisierungem Festkérper fuhrt, einen
entscheidenden Einfluss auf mogliche Festkorpetiman. Diesem Kriterium folgend
wurden weitere geometrische Parameter bestimmtdieniage der potentiell reagierenden
Doppelbindungen zueinander zu beschreiben. Es haside hierbei um die folgenden drei
Winkel:

» den Rotationswinkebg) zwischen den Doppelbindungen C4a=C5a und C4b=C5Db,
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» den vier Winkeln ) innerhalb des Vierecks, das durch die Atome der
Doppelbindungen C4a=C5a---C4b=C5b beschrieben wird,

» den zwei Winkeln ) zwischen der Ausgleichsebene durch die vier Kadtle#fatome
der potentiell reagierenden Doppelbindungen Cd4aa, C&4b, C5b und der
Ausgleichsebene durch die Dihydropyridinringaton#a CC5a, N1a, C3a fur Molekul
13A bzw. C4b, C5b, N1b, C3b fur MolekliBB.

Nach Ramamurthy & Venkatesan(1987) wird eine parallele Ausrichtung der

Doppelbindungen zueinander als vorteilhaft betretcft = 0°). Ferner favorisieren sie eine

Anordnung der vier Doppelbindungsatome in Form iRechteckstg = 90°) anstelle eines

Parallelogrammed9{ # 90°) und schliel3lich sollten idealerweise die zwasgleichsebenen

durch die beiden Dihydropyridinringe senkrecht 2Awsgleichsebene durch die vier Atome

der Doppelbindungen stehefs € 90°), vergleichbar mit dem Aufbau einer Treppefes

Eine derartige raumliche Anordnung der entspreckerdoppelbindungen zueinander wird

als exzellent fir eine glnstige Beeinflussung voestkorperdimerisierungsreaktionen

angesehen.

Wahrend in der Verbindun@3 der Winkel8; mit 2,5° nur geringfligig vom postulierten

Idealwert 1 = 0°) abweicht, differieren die beiden anderen k&lrt, mit ca. 70° bzw. 110°

und 63 mit ca. 73° bzw. 76° deutlich von den jeweils atgebten 90° (Tabelle 6). Allerdings

sind in der Literatur fur photoreaktive 4-Aryl-1¢4hydropyridine Abweichungen fir diese
geometrischen Parameter in vergleichbaren GroReaongen bekannt Hilgeroth et al,

1999). Sie konnen demnach durchaus toleriert werded erklaren nicht allein die

Photostabilitdt der Substat3im Festkorper.

Winkel 8; (°) Winkel0, (°) Winkel 63 (°)
C4a=Cb5a und C4b=C5b 2,5
C5a=C4a:--C5b 70,8(2)
C4a=Cba:--C4b 109,1(2)
C5b=C4b---Cba 69,6(2)
C4b=C5b---C4a 110,5(2)
Ausgleichsebene durch die Atome:
C4a, Cbha, C4b, C5b und C4a, C5a, N1a, C3a 73,0(1)
C4a, Cba, C4b, C5b und C4b, C5b, N1b, C3b 75,9(1)

Tabelle 6: Ausgewahlte geometrische Parameter, dike Lage potentiell reagierender
Doppelbindungen benachbarter Molekile in der Kitipeckung der
Verbindungl3 beschreiben
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Fur eine Dimerisierung in der Festphase sind bevei@enzen in den Parametern
entsprechende Verschiebungen der Moleklile im Hriseforderlich, um die von
Ramamurthy & Venkatesaf1987) postulierte gunstige, rdumliche Anordnungezreichen
und damit das Kriterium der minimalen translatdrest Bewegung zu erfillen. Die beiden
Molekile 13A und 13B missen sich hierfir entlang der Vektoren D1 und D2
aufeinanderzubewegen (Abbildung 40). Die berecimetentfernungen betragen fur
D1=1,36 Aund fiir D2 = 1,44 A.

Abbildung 40: Projektion zweier benachbarter Molek& und B der Verbindungl3 auf die
Ausgleichsebene durch die Atome C1b, C2b, C4b,n@6Kennzeichnung der
fur die Diskussion relevanten Atome und der Absténadischen den Atomen
der potentiell reagierenden Doppelbindungen (geb#lt) sowie der fiur die
Reaktion erforderlichen Verschiebungen D1 und Dek(vrpfeile)

Findet solch eine Bewegung entlang der genanntekioxén statt, so verringern sich die
Abstande zwischen den Molekilen und damit auch cvweis den Atomen benachbarter
Molekule. DieVan-der-WaalsRadien der beteiligten Atome limitieren dabei préshende
maogliche Verschiebungen. Die Distanz zwischen Atormweier Molektle darf nicht kleiner
werden als die Summe ihr&an-der-WaalsRadien. Diese Problematik wird besonders an
den Atompaaren O4---H11 und C6---C18 der benaehbsilekilel3A und 13B deutlich
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(Abbildung 40). In der Kristallpackung betragt diatfernung der beiden Atome O4a---H11b
2,93 A, fir die Atome O4b---H11a 2,82 A und fur desmpaar C6a---C18b 4,380(5) A sowie
ihr Analogparchen C6b---C18a 4,428(5) A. Eine Mleedmng entlang der Vektoren D1
(1,36 A) und D2 (1,44 A) fuhrt zu einer Verringegudieser Atomabstande deutlich unter die
Summe der Van-der-WaalsRadien der betreffenden Atome. Diese liegen mit
GroRenordnungen von 2,74 A fir O4.--H11 und 3,4AC6---C18 Bondi 1964) nur
geringfligig unter den tatsachlichen Distanzwerten Kristall. Des Weiteren fuhrt eine
Bewegung in Richtung D2 zu einer kritischen Ann#éhegr desN-Benzylringes an den
Phenylring des Nachbarmolekuiles (Tabelle 7).

Die diskutierten sterischen Behinderungen verbiaten fiir eine Festkorperdimerisierung
erforderlichen Verschiebungen der Molekile im KiiistEine theoretisch mdgliche, fur eine
Dimerisierung geeignete gegenseitige Lage der fietemeagierenden Doppelbindungen
kann aus diesem Grund nicht erreicht bzw. eingenemmverden. Somit resultiert die
beobachtete Photostabilitat vd8 aus dem raumlichen Aufbau und der sterischen Anorg

der Molekiile in der Kristallpackung.

Atomn Abstand (A)

A B C
C18 4,148(4) 4,130(4)
C19 4,364(5) 4,408(4)
c20 3,443(6) 3,448(7) 3,296(6)
c21 3,664(8) 3,81(1) 3,42(1)
c22 4,816(9) 5,15(2) 4,65(2)
H18b 3,25 3,22
H20 2,66 2,57 2,47
H21 3,04 3,16 2,68
H22 4,99 541 4,73

Tabelle 7: Ausgewahlte kritische Abstande fir piédinreagierende Nachbarmolekile
(zwischen den N-Benzylatomen und der Ausgleicheebgurch die
Kohlenstoffatome des benachbarten Phenylringesy; NABenzylatome von
13A (bezeichnet mit ,a“ in Abb. 31+40) und Phenylringon 13B;

B = N-Benzylatome vonl3B (erste Position, bezeichnet mit ,b* in
Abb. 31+40) und Phenylring voh3A; C = N-Benzylatome voi3B (zweite

Position, bezeichnet mit ,.c* in Abb. 31) und Phemyy von13A (Bezeichnung
siehe Abb. 31+40)
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4.3 Molekuldynamiksimulation

Zusatzlich wurden Molekildynamiksimulationen firedbeiden Molekulel3A und 13B
durchgefuhrt. Die bei einer Bewegung entlang D1 hsisterisch behindernden
4-Hydroxyphenylsubstituenten und Carbonylesterfiamién an C4a und C4b kdénnten durch
Drehungen der Gruppen den sterisch kritischen iBosit ausweichen und eine gegenseitige
Behinderung vermeiden, mit der Folge, eine ent$mede Verschiebung in der
Kristallpackung zu erleichtern. Die freie Drehbarkkeser Substituenten und ihre mdglichen
raumlichen Alternativpositionen im Festkorper soilt mit den computergestitzten
Molekuldynamikuntersuchungen simuliert und evaluiererden (Experimenteller Teil,
Kapitel 7.1.7). Fur die Startkonformation der Malék kamen die aus der
Rontgenkristallstrukturanalyse erhaltenen geonuwtes Daten zum Einsatz, die zuvor
Energie minimiert wurden.

Die Orientierung des 4-Hydroxyphenylsubstituenteri3A wird durch den Torsionswinkel
Clla—C6a—C3a—C2a beschrieben, der sich in den Qemspoulationen nach einer
Equilibrierungszeit von 30 Picosekunden auf einencBschnittswert von etwa 60° einstellte,
verbunden mit einer Schwankung von ca +20° (Ahligi4l). Der durch die
Rontgenstrukturuntersuchung experimentell ermétiltert betragt 47,4(4)°. F3B wurde
der analoge Torsionswinkel C11b—C6b—-C3b-C2b mit°+8@d einer Streuung von * 25°
berechnet. Im Vergleich hierzu betragt der expenteléee Wert —52,4(4)°.

Die Carbonylesterfunktion ist durch den Torsiondkein C5a—C4a—Cl5a—0O4a in der
Verbindung13A charakterisiert, fur den ein Mittelwert von —5°tminer Abweichung von

+ 30° errechnet wurde (experimentell —2,9(5)°) (Adiing 41). Und schlie3lich konnte fir
das Pendant in der VerbinduagB C5b—C4b—C15b—04b ein Torsionswinkel von 0° £ 25°
(experimentell 3,9(5)°) simuliert werden.

Die Ergebnisse der molekildynamischen Computersitiaunlen zeigen, dass die untersuchten
funktionellen Gruppen (4-HydroxyphenylsubstituemduCarbonylesterfunktion am C4) in
ihrer (freien) Drehbarkeit eingeschréankt sind. Bigbstituenten sind lediglich in der Lage, in
geringem Maf3e um die Ausgangskonformation zu es@t. Ein vollstandiges Umklappen
bzw. eine ungehinderte Drehung in eine andere Kordton scheint nicht méglich und
konnte in den Molekildynamiksimulationen nicht bacitet werden. Die Konformation im
Kristall wird zum einen durch sterische Einflisser dNachbargruppen und zum anderen
durch die diskutierten Wasserstoffbrickenbindungestimmt (Kapitel 4.1 und 4.2).
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Abbildung 41: Molekuldynamiksimulationen der Tomswinkel der 4-Hydroxyphenyl-
substituenten und der Carbonylestergruppen am C4 dprergetisch
minimierten Molekilé& undB der Verbindund.3

Ferner wurden Molekuldynamikuntersuchungen auch gemeinsamen Molekllpaar
13A/13B durchgefihrt, mit ihrer kristallographischen Anoudg in der Elementarzelle
einschliellich konstruierter Nachbarzellen in ihthngebung. Fiur die Berechnungen wurde
ein Wurfel aus 3« 3«3 =27 Elementarzellen kanett. Jede Elementarzelle enthielt ein
Molekulparchen13A/13B, ausgehend von den kristallographisch gewonnenaterDder
Wahrend der

Molekulpaar im Zentrum dieses Wirfels beobachtete Euvor durchgefiihrte energetische

Rontgenstrukturanalyse. computergéstitzSimulierung wurde das
Minimierung des Molekilparchens im konstruiertenrf§lifiihrte zu keiner Verringerung der
Absténde zwischen den Molekilen respektive dennpielereagierenden Doppelbindungen.
Die anschlieRende Molekuldynamiksimulation zeigtakpsch keine Bewegung der beiden
Molekile13A und13B in der Kristallpackung.
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Die aus sterischen Grunden limitierten Konformagiorund aufgrund devan-der-Waals
Radien verbotenen Verschiebungen der Molekiile ifie eleale Anordnung im Hinblick auf
eine erfolgreiche Dimerisierung wurden durch dam@atermodell bestatigt.

Fur die photostabilen 4-(Hydroxyphenyl)-1,4-dihyoyadine 13 und 14 wurden
Rontgenstrukturanalysen durchgefiihrt, um die Topota der genannten Molekile im
Kristallverband zu untersuchen. Die Photostabilitét beiden Verbindungen im Festkorper
ist in unterschiedlichen Ursachen begrindet. Im y8rbBixyphenylderivat sind
Nachbarmolekiile zu weit voneinander entfernt in #eistallpackung angeordnet. Die
Absténde zwischen potentiell reagierenden Doppeélbigen benachbarter Molekile liegen
mit 6,9 A deutlich tber den in der Literatur puldizen Grenzwerten von 4,2 A fur
FestkorperreaktionenCphen & Schmidt 1964; Cohen et al. 1964; Schmidt 1964). Das
4-Hydroxyphenylderivat erfillt hingegen das Abstskriterium mit 4,0 A, allerdings kénnen
die fur eine Dimerisierungsreaktion in der Festgha®twendigen Verschiebungen der
Molekile im Kristall nicht stattfinden. Die aromsthen Gruppen und Carbonylester-
substituenten verhindern durch sterische Einflithese Bewegungen, die flr eine optimale
Ausrichtung der potentiell reagierenden Doppelbimghn zueinander nétig waéren
(Ramamurthy & Venkatesah987).
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5 Biochemische Testung ausgewahlter Verbindungen

5.1 Fluorimetrischein-vitro Assay

In der Literatur sind verschiedene Methoden zurtiBesung der HIV-Protease-Aktivitat
publiziert worden $chneider & Kent 1988; Darke et. al. 1988; Moore et al, 1989;
Nashed et aJ. 1989; Tomaszek et al. 1989; Hyland et al, 1989; Richards et al. 1990;
Tamburini et al, 1990; Toth & Marshall 1990). Sie lassen sich jedoch alle auf ein
einheitliches Prinzip zurtckfuhren: Die Inkubatioles Enzyms mit einem synthetischen
Substrat und der anschlieenden Bestimmung einessi@le des Substrates bzw. der
entstehenden Spaltprodukte. Je nach Methode igt kamtinuierliche (fluorimetrische-,
spektrophotometrische Methode) oder eine diskomrhiche (HPLC-Analyse, Radioassay)
Messung mdglich. In dieser Arbeit wurde fir die dtischen Untersuchungen an der
HIV-1 Protease ein fluorimetrischamn-vitro Assay nachloth & Marshall (1990) eingesetzt
(Abbildung 42). Dieses kontinuierliche Testsystemauwbt die schnelle und préazise Messung

mehrerer Proben hintereinander.

HIV-1 Protease

Substrat (Abz-NF*-6)
(fluorogenes Hexapeptid)

NO2
N-terminales Spaltprodukt P

(fluorogenes Tripeptid) C-terminales Spaltprodukt

(nicht-fluorogenes Tripeptid)

Abbildung 42: Grundprinzip des fluorimetrischen &gs nach Toth & Marshall (1990): das
fluorogene Hexapeptid Abz-NF*-6 wird durch die HI\Rrotease gespalten in
das fluorogene N-terminale und das nicht-fluorog€rerminale Tripeptid
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Fluorogene Substrate, d.h. Substrate die ein kovalgebundenes fluoreszierendes
Chromophor enthalten, sind aufgrund ihrer Selet@&ivund ihrer hohen Sensitivitat in der
Biochemie weit verbreitetRlcker et al. 1992). Neben dem genannten Assay sind in der
Literatur noch weitere auf der Fluorimetrie basiel® Testsysteme fir die HIV-1 Protease-
Aktivitat beschriebenWeidner et al. 1990; Matayoshi et al. 1990; Geoghegan et 311990).
Sie unterscheiden sich vor allem hinsichtlich degesetzten fluorogenen Substrate.

Als Substrat fir die HIV-1 Protease findet in dmesé&luoreszenz-Assay das fluorogene
Hexapeptid 2-Aminobenzoyl-Thr-lle-Nlg-nitro-Phe-GIn-Arg-NH (Abz-NF -6) Anwendung
(Abbildung 42). Es enthalt in der P1'-Position eingkzeptor, einpara-Nitrophenylalanin
(p-nitro-Phe) und anN-terminalen Ende des Peptides einen Fluoreszenatbom Form der
2-Aminobenzoylgruppe (Abz). Das Substrat wird duestlzymatische Hydrolyse von der
HIV-1 Protease zwischen Norleucin (Nle) updra-Nitrophenylalanin g-nitro-Phe) in zwei
Tripeptide gespalten (siehe Pfeile in Abbildung.42)as N-terminale Spaltprodukt
2-Aminobenzoyl-Thr-lle-Nle-OH (Abz-TIN-OH) besitztwie das Substrat Abz-N/®
fluoreszierende Eigenschaften. Beide Peptide zefgjesorptionsmaxima bei 337 nm und
breite Fluoreszenzmaxima zwischen 390 und 440Twoth(& Marshall 1990). Allerdings ist
bei gleichen Wellenlangen das Absorptionsmaximums Nieerminalen Produktes zehnmal
groRer und das Emissionsmaximum um das Sechsfabldbteam Vergleich zum Substrat
(Abbildung 43).

38.00 [ Anregungswellenlange = 337 nm

ABZ-TIN-OH

ABZ-NF*-6

Fluoreszenzintensitat

<350 400. 450. 500>
Emissionswellenldnge [nm]

Abbildung 43: Fluoreszenzspektren des Substratez-N&5-6 (c=0,1 mM) und des
N-terminalen Spaltproduktes Abz-TIN-OH (c = 0,1 mj¢messen im Assay-
Puffer bei einer Anregungswellenlange von 337 nnodfiziert nach
Toth & Marshall, 1990)
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Die enzymatische Spaltung des Substrates fuhriremeAnstieg der Fluoreszenzintensitat,
der am Fluorimeter kontinuierlich verfolgt werdeank. Bei 410 nm ist die Differenz der
beiden Intensitaten maximal und daher die Messdgkeaiti am grof3ten. Bestimmt wird die
Zunahme der Fluoreszenzemission in Abhangigkeit den Zeit als ein MalR fir die
Geschwindigkeit der enzymatischen Hydrolyse bzwr HéV-1 Protease-Aktivitat. Die
Reaktion wurde in einer Quarzglaskivette mit Magiteer unter imitierten physiologischen
Bedingungen £ =37°C, pH=6,25) durchgefihrt und an einem Fioeter
(Anregungswellenlangeia, = 337 nm, Emissionswellenlangée, = 410 nm) gemessen

(Experimenteller Teil, Kapitel 7.1.9).



BIOCHEMISCHETESTUNG AUSGEWAHLTERV ERBINDUNGEN 65

5.2 Auswertung und Ergebnisse der HIV-1 Proteaseanamny

Fur die in dieser Arbeit synthetisierten HIV-1 Rrasehemmer wurden die entsprechenden
Inhibitorkonstanten K (Dissoziationskonstante des Enzym-Inhibitor-Kompk® und die
ICso-Werte (Inhibitorkonzentration, die eine 50 %igentieung der enzymatischen Reaktion
verursacht) ermittelt. Zur Bestimmung dieser intwbschen Parameter wurde der
fluorimetrische Assay nachioth & Marshall (1990) angewendet. Hierbei wird der Anstieg
der Fluoreszenzintensitat in Abhangigkeit von deit Zind in Gegenwart verschiedener
Inhibitorkonzentrationen (I) gemessen. Die Zunahiee Fluoreszenzemission als Funktion
der Zeit verhdlt sich direkt proportional zur Gesoidigkeit der enzymatischen
Substrathydrolyse (V) und stellt somit ein Mal3 fdie proteolytische Aktivitat der
HIV-1 Protease dar. Die Messungen wurden unterBighingungen der Substratsattigung des
Enzyms durchgefuhrt, um eine konstante, maximalakiesgeschwindigkeit fur die
Substratspaltung (WY 2zu gewadhrleisten. Im Fluoreszenzintensitat-Zeggbamm
(Abbildung 44) steigt die Fluoreszenzemission i&een Zeitraum von ca. 90 Sekunden vom
Zeitpunkt der Enzyminkubation an gerechnet linear Banach ist fir die HIV-1 Protease
eine Substratsattigung nicht mehr gegeben, foldieht auch keine konstante, maximale
Substratspaltungsgeschwindigkeit vor. Die Zunahmer dFluoreszenzemission in
Abhangigkeit von der Zeit geschieht unter dieserdiBgungen nicht-linear. Der Graph
verlauft kurvenférmig und néhert sich asymptotigthem Maximal-Emissionswert an, der
der vollstandigen Substratumsetzung entspricht. B&ginn der Messung lasst sich im
Fluoreszenzintensitat-Zeit-Diagramm ein horizonmtalerlauf des Graphen beobachten, der
auf die Eigenfluoreszenz des Substrates (konstambstratkonzentration, [S] = konst.) und
das Fehlen des Enzymes zurtickzufihren ist. DiehtiaBenden sprunghaften Zunahmen der
Fluoreszenzintensitat markieren den Zeitpunkt degabe der HIV-1 Protease und sind auf
einfallendes Streulicht aus der Umgebung zurlcKmefi, das beim Zupipettieren des
Enzymes in die Quarzglaskivette von der Photoadlegetffneten Messapparatur erfasst
wird.

Fur jeden HIV-1 Proteasehemmer wurden Testreihenfizmf Messungen durchgefihrt. Die
erste Messung erfolgte ohne Zugabe des Inhibitans Bestimmung der maximalen
Umsetzungsgeschwindigkeit () der nicht-inhibierten Substrathydrolyse (Abbilduéd).

In den anschlieBenden vier Messungen wurde die rgkimgtik in Gegenwart
unterschiedlicher Konzentrationen des Inhibitojsb@stimmt. Jede Messung wurde dreimal

wiederholt und hieraus der Mittelwert bestimmt.
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Abbildung 44: Fluoreszenzintensitat-Zeit-Diagramfie die enzymatische Substrathydrolyse
in Abwesenheit und Gegenwart des Inhibit88s(in vier unterschiedlichen
Konzentrationen)
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In Abbildung 44 sind die funf Fluoreszenzintensiait-Diagramme fiir den potentesten,
kafigdimeren HIV-1 Proteaseinhibit@&9 exemplarisch dargestellt. Gut zu erkennen sind die
verschiedenen Anstiege der Graphen nach der Engabey die das unterschiedliche
Ausmald der Enzymhemmung widerspiegeln.

Die ICso-Werte der HIV-1 Proteasehemmer ergeben sich ansAdéangsgeschwindigkeiten
der enzymatischen Hydrolyse jf\bei unterschiedlichen Inhibitorkonzentrationeh {hter

Verwendung des folgenden Zusammenhan§ebdlz et a).1994):

Gleichung 1 Vv

— _ max ° ICSO

]+ ic,,

Mittels eines Computerprogramme®rigin® 6.0, Microcal Software, Inc., Northampton,
Massachusetts, USA) wurde Uber ein Zeitintervati 40 Sekunden im Bereich des linearen
Anstieges der Fluoreszenzintensitat eine Geradehdumeare Regression an die vorhandenen
Datenpunkte angepasst. Der ermittelte Anstiegspateanim) der Regressionsgeraden ist ein
Malf3 fur die Geschwindigkeit der Substratspaltuny @& besteht zwischen beiden Gréf3en
ein direkter linearer Zusammenhang. Der Anstiegigtnijir die nicht-inhibierte Reaktion am
gréfdten und nimmt mit zunehmender Inhibitorkonzaman entsprechend ab (Abbildung 44).
Daher lassen sich die Hydrolysegeschwindigkeiteni(vder oben genannten Gleichung 1
durch die entsprechenden Anstiege (m) der Regresgoaden ersetzen. Es gilt somit

folgende Gleichung 2:

Gleichung 2

Durch Auftragung des Kehrwertes des Anstieges getjeninhibitorkonzentration (1/m
versus [I]) in einemDixon-Diagramm, lasst sich der 4&Wert des zugehorigen Inhibitors
bestimmen (Abbildung 45). Die Umformung der zuvengnnten Gleichung 2 verdeutlicht

die lineare Beziehung zwischen der Inhibitorkonesian (I) und dem Kehrwert des

Anstieges ().
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Gleichung 3 _ [I]+IC50 _ [|]+

1
m I‘Tlmézlx ¢ |C50 I‘Tlmézlx ax

Durch die Datenpunkte iDixon-Diagramm wird mit Hilfe der linearen Regressiomeart
eine Gerade gelegt. Deren Anstieg (A) und ihr Stgumnkt mit der Ordinate (B) entsprechen,
wie aus der Gleichung 3 zu entnehmen ist, den metischen Termen:

mmax ¢ I C 50 rnma><

Diese beiden Terme lassen sich Ubgggsmeinander einsetzen und derart umstellen, dass di
ICso-Werte, die Inhibitorkonzentrationen bei der diez#naktivitdt um 50 % reduziert ist,

aus den Parametern A und B der Regressionsgerauétet werden konnen.

Gleichung 4

| I

IC,, =

>

Dass es sich bei den kafigdimeren Verbindungen uampetitive Hemmer der
HIV-1 Protease handelt, wurde bereits WHitgeroth et al.(1999[d]) untersucht und bestétigt.
Die Bestimmung der Inhibitorkonstanten;Kiir eine kompetitive Enzymhemmung ist nach
einer vonHenderson(1972) abgeleiteten Gleichung mdglich.

Gleichung 5 [I]

= Ki* Vinay (1+ [S]j +[E]
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Dixon-Diagramm fur den Inhibitor 39
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Abbildung 45: Dixon-Diagramm zur Bestimmung dekglQund K-Werte am Beispiel des
Inhibitors 39

Fur eine Konzentration des Inhibitors, die einebheximale Hemmung der enzymatischen
Reaktionsgeschwindigkeit bewirkt @€}, gilt:

Gleichung 6

und dieHendersorGleichung (Gleichung 5) vereinfacht sich dann zu:

Gleichung 7
IC, = [Ezt] + K{l+§}

m
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Wenn die Enzymkonzentration JEind die Substratkonzentration (S) im Assay soshe
Michaelis-MenterKonstante (k) fur das Enzym-Substrat-Paar bekannt sind, lasséndie
Inhibitorkonstanten (K fur die HIV-1 Proteasehemmer nach obiger Gleichwaus den

entsprechenden ¥gWerten bestimmen.

Gleichung 8 IC,, - [E/]

Im fluorimetrischen in-vitro Assay nach Toth & Marshall (1990) betrug die
Totalkonzentration an HIV-1 Protease =46,5 nM, das fluorogene Substrat Abz-MF
wurde in einer Konzentration von S =100 eingesetzt und dieMichaelis-Menten
Konstante flir das Enzym-Substrat-Paar liel3 sich dars Literatur mit kK, =37+ 8 uM
entnehmenToth & Marshall 1990).

Die Tabelle 8 enthalt fur ausgewahlte Verbindundenermittelten kWerte. Die Ergebnisse

werden im Kapitel 5.3 ausftihrlich diskutiert.
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R R? R® R* Ki [uM]
31 H H H H 7,8+2
32 OCHs H H H 23+8
33 H H H OCH; 5,7+1
34 OBn H H H 19+ 4
35 H OBn H H 13+ 1
36 H H OBn H 14+ 4
37 H H H OBn 25+5
38 OH H H H 8,3+ 2
39 H OH H H 0,6+0,1
40 H H OH H nicht bestimmt
41 H H H OH 9,8+ 0,8

R2
1
R4 Lo
x* X? X3 X4 Ki [uM]
42 N C C C 4,7+1
43 C N C C 1,8+ 0,4
44 C C N C 25+ 9
45 C C C N 47+ 16

Tabelle 8: Die KWerte der getesteten kafigdimeren HIV-1 Protedsbitoren
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5.3 Biologische Aktivitat und Struktur-Wirkungsbekungen

Die Tabelle 8 (Kapitel 5.2) gibt einen Uberblickeildas Substitutionsmuster der getesteten
Substanzen und sie zeigt deren biologische Akteitén Form ihrer kkWerte.

Die Kristallstruktur und der rdumliche Aufbau dePHL Protease wurden bereits 1989 von
Navia et al. (1989) aufgeklart und veroffentlicht. Sie gehodr Z=amilie der Aspartyl-
Proteasen und ist strukturell ein Homodimer. Miteewdentischen Aminosaureketten, die
nicht kovalent miteinander verknipft und aus jew&9 Aminosauren aufgebaut sind, stellt
sie unter den retroviralen Proteasen die kleingte 8edingt durch ihren dimeren Bau
existiert eineC,-Symmetrie im aktiven Zentrum der Protease.

Basierend auf Rontgenstrukturuntersuchungen vaostallisierten Inhibitor-HIV-1 Protease-
Komplexen konnten drei Bindungstaschen S1/S1', Z2i8d S3/S3' im aktiven Zentrum
lokalisiert werden. Insbesondere die Anstrengungehdem Gebiet der Entwicklung der
cyclischen HarnstoffderivateDOPont Merck Wilmington, Delaware, USA) bzw. der
azacyclischen HarnstoffeAbbott Abbott Park, lllinois, USA) als potentielle, nieh
peptidische HIV-1 Proteaseinhibitoren fuhrten zuuofi@rung der Struktureigenschaften
dieser Bindungsregionen (Abbildung 46). Aufgrund tigophilen Natur der Enzymtaschen
S1/S1' erwiesen sich einfache, aromatische Stretktuie z. B. Benzylgruppen als sehr gut
geeignet fir eine hohe Bindungsaffinit&lugiel et al, 1996 & 1997). Die S2/S2'-Taschen der
HIV-1 Protease zeichnen sich ebenfalls durch Ulesgand lipophile Eigenschaften aus, wie
Untersuchungen zu Struktur-Wirkungsbeziehungencgelischen Harnstoffe voham et al.
(1996) bewiesen. Molecular-Modelling-Studien zeigteerner, dass die Bindungstaschen
S2/S2' verhaltnismallig grof3 sind und sogar volusgn8ubstituenten von der Art einer
Naphthylgruppe darin Platz habdratm et al, 1994). Weitere Molecular-Modelling-Analysen
lieBen dariber hinaus verschiedene Wasserstoffenidgidnator- und -akzeptorfunktionen in
den S2/S2' bzw. S3/S3' Bindungsregionen erkennésseDkonnten Uberwiegend auf die
Aminosauren Asp29/Asp29', Asp30/Asp30' und Gly48A8I zurickgefuhrt werden
(Ghosh et al.1994;Sham et a).1996;De Lucca & Lam1998). Phenylgruppen mit Hydroxy-
oder Hydroxymethylsubstituenten in dpara- oder metafosition schienen fir eine hohe
Bindungsaffinitdt besonders pradestiniert zu s&uam einen ist durch sie die wichtige
hydrophobe Wechselwirkung mit den lipophilen S2/E8zymtaschen gewahrleistet, zum
anderen  konnen sie ihre hydrophilen  Substituenten die N&he der
Wasserstoffbriickendonator- bzw. -akzeptorgruppeigielien, die sich innerhalb der S2/S2'
bzw. S3/S3' Bindungsregionen befindeédhém et aJ. 1996; De Lucca & Lam 1998). In
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Abbildung 46 sind die potentesten Vertreter vom Tdgr cyclischen und azacyclischen
Harnstoffe dargestellt. Ihre Entwicklung wurde aliags in der Phase 1 der klinischen
Prifung bis auf weiteres eingestellt aufgrund emergeringen oralen Bioverfugbarkeit in
in-vivo-UntersuchungerDe Lucca & Lam1998).

HO OH HO OH

H3C CH
3\ / 3
o O
xL

”/I

DMP 323 A-98881
(cyclisches Harnstoffderivat) (azacyclisches Harnstoffderivat)

Abbildung 46: Die in-vitro wirksamsten Vertreter sauder Reihe der cyclischen und
azacyclischen Harnstoffderivate; ihre Entwicklung urde aufgrund
unzureichender Bioverfugbarkeiten bis auf weiteresder Phase 1 der
klinischen Prifung eingestellt

Hilgeroth (2000) verglich in Molecular-Modelling-Untersuclgen die Zielverbindun@2 als
Vertreter der kafigdimeren 1,4-Dihydropyridine rdgmin-vitro wirksamsten azacyclischen
HarnstoffderivatA-98881 (Abbildung 47) hinsichtlich Molekileigenschaftemduder Lage
gemeinsamer funktioneller Gruppen. Das Harnstoiffderwurde dabei in der am Enzym
gebundenen Konformation betrachtetofige et al. 1996; Sham et al. 1996). Im Ergebnis
dieser Analysen fanden sich gute Ubereinstimmunpeischen beiden Molekilen mit
ahnlichen Bindungseigenschaften an das aktive entr der HIV-1 Protease
(Hilgeroth et al, 1999|c]). Folglich sind fir die kafigdimeren Vémdungen gute
Wechselwirkungsmaoglichkeiten zum Targetenzym gegehend pradestinieren diese
Substanzklasse als neuartige HIV-1 Proteaseinindrito In Abbildung 47 sind die
vorgeschlagenen Bindungsverhéltnisse an die Regid®®&S1' und S2/S2' des aktiven
Zentrums der HIV-1 Protease fur die Verbindun2mundA-98881dargestellt.
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Abbildung 47: Vorgeschlagene Bindungsverhaltnissedi@ Regionen S1/S1' und S2/S2' des
aktiven Zentrums der HIV-1 Protease flur die VerhimgenA-98881 und 32
(basierend auf Molecular-Modelling-Untersuchungen)

Die Auswertung der KWerte (Tabelle 8, Kapitel 5.2) der unterschiedlishbstituierten
kafigdimeren 1,4-Dihydropyridine bietet einen Befégden nicht unerheblichen Einfluss der
Stellung der Wasserstoffbriickendonator- und -akzéptktionen im Aromatennieta oder
para) auf die inhibitorische Aktivitat der VerbindungdBei gleichem Substituenten weist die
metaPosition stets eine starkere Hemmung der HIV-1dase# auf im Vergleich zur
para-Position. Dies konnte durchweg fur alle Substiteanbeobachtet werden. In der
Literatur sind solche Effekte fur potentielle HIVPIoteaseinhibitoren bereits publiziert
worden. Lam et al.(1996) undHuang et al.(2004) beschrieben solch eine Sensitivitat der
metaPosition fur Substituenten in aromatischen Strukiugegeniber degrara-Position fur
die cyclischen Harnstoffe.

Ferner zeigen die Daten, dass fur die Einfuhrungereifunktionellen Gruppe in die
aromatischen Reste der Kafigdimere die Wahl demfheste anstelle deK-Benzylreste
ebenfalls fast immer mit einer gesteigerten Infobgwirkung verbunden ist. Lediglich die
Methoxygruppe weist an deN-Benzylresten glnstigere Hemmparameter auf alsean d
Phenylresten.

Die Einfuhrung von Wasserstoffbriickendonator- undkzeptorfunktionen in die
N-Benzylgruppen der Kafigdimere fiihrt zu keiner dieben Steigerung der Wirksamkeit im
Vergleich zur unsubstituierten VerbinduBg, wie die K-Werte in Tabelle 8 (Kapitel 5.2)
belegen. Fur dieN-Picolyl- und N-Benzyloxybenzylsubstituenten wurde sogar eine
Verringerung der Hemmparameter um den Faktor zvu&isbchs ermittelt. Lediglich die

para-Methoxybenzylfunktion zeigt eine leichte Verbessgy in der Hemmwirkung 3@,
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K =5,7+ 1 uM), wahrend digara-Hydroxybenzylfunktion eine marginale Verschlechtey
aufweist 41, K; =9,8+ 0,8uM). Die Verbindung40 war synthetisch zwar grundsatzlich
zuganglich, konnte jedoch nicht sauber und reimedmisoliert werden und stand folglich fr
die Bestimmung von zuverlassigenMessdaten nicht zur Verfigung. Fir eine ausreidaen
Affinitat der Inhibitorstrukturen zu den Bindungsthen S1/S1' der HIV-1 Protease zeichnen
somit hauptsachlich hydrophobe Wechselwirkungeantgrortlich.

Die Einfuhrung von Hydroxysubstituenten in die Pylesste zeigt deutliche Unterschiede
bezuglich der Position im Aromaten. Digara-Position bringt keine Verdnderung der
Hemmeffekte 88, K; = 8,3+ 2uM), sie liegen in der Grél3enordnung der unsubstiten
Verbindung 31. Die metaPosition hingegen brachte Uberraschenderweise dienteste
Verbindung unter allen getesteten hervor. Mit eirlgnx 0,6+ 0,1uM ist 39 um eine ganze
Zehnerpotenz (I8) wirksamer im direkten Vergleich mB1 und befindet sich damit im
Bereich der nanomolaren Hemmkonzentration. Der &emAustausch der Phenylgruppen
durch Pyridylgruppen fiihrt ebenfalls zu einer deb#dn Steigerung der Wirksamkeit, je nach
N-Stellung im Aromaten um den Faktor zwe#2( K;=4,7+1uM) bis funf @3
Ki=1,8+0,4uM). Fur die Methoxy- und Benzyloxysubstituenten igtdoch eine
Verringerung der HIV-1 Proteasehemmung gegebentzTaer in der Literatur als ,grof3e,
voluminése Enzymtaschen publizierten Bindungsregio S2/S2' Lam et al, 1994),
scheinen die Alkyloxy- und Aryloxystrukturen niclai einer Zunahme der Affinitaten
zwischen Inhibitor und aktivem Zentrum des Enzynetragen zu konnen. Wie die
Auswertungen des Assays beweisen, spielen in d&2SBzw. S3/S3' Bindungstaschen, wie
bereits bei den cyclischen Harnstoffen beschrie{&mam et aJ. 1996; De Lucca & Lam
1998), neben hydrophoben Interaktionen auch die ligtidgiten zur Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Strukturel¢emerder Proteasehemmer und den
Aminosauren im aktiven Zentrum der HIV-1 Protease entscheidende Rolle.

Die Ergebnisse unterstitzen die in der Literaturoffentlichten Annahmen uber die
chemische Art und stereochemische Anordnung getigr&ubstituenten und favorisierter
funktioneller Gruppen fir eine optimale Wechselwing im aktiven Zentrum der
HIV-1 Protease mit dem Ziel einer ausgepragtenbiehiing.

Die Analyse des Bindungsparameters;) (ider kéfigdimeren HIV-1 Proteaseinhibitoren
erlaubt allerdings eine weitere interessante Sefdlgerung. Wie bereits oben erwdahnt,
erweist sich diemetaPosition des Stickstoff im 3-Pyridylsubstituentels &orteilhafter
gegenuber depara-Position im 4-Pyridylsubstituenten. Gleiches §iit die Hydroxyphenyl-
und Benzyloxyphenylfunktion: dipara-Stellung im Phenylrest ist deutlich benachteiligt
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Vergleich zurmetaStellung, wie die Bindungsparameter belegen. EieglBstigung der
metaPosition im Gegensatz zpara-Position wurde in der Literatur auch fur die cgchen
Harnstoffe publiziertl(am et al, 1996;Huang et al. 2004). Dieser Unterschied hinsichtlich
der Position im Aromaten spricht flr eine Bindungr dsubstituierten Phenyl- bzw.
Pyridylgruppen an die S2/S2' Bindungsregionen undr fdie unsubstituierten
N-Benzylgruppen an die S1/S1' Bindungsregionen d&-HProtease, in Analogie zu den
cyclischen Harnstoffen Nugiel et al, 1996; De Lucca & Lam 1998). Dies wird ferner
dadurch belegt, dass die kafigdimeren 1,4-Dihydridipye in den aromatischen Strukturen
ein mit den cyclischen Harnstoffen vergleichbarasbsfitutionsmuster aufweisen. Des
Weiteren konntenHilgeroth et al. (1999[c]) in Molecular-Modelling-Studien fur ein
kafigdimeres Derivat 32) ahnliche Bindungseigenschaften wie fir die cgtien bzw.
azacyclischen Harnstoffe im aktiven Zentrum desylEre nachweisen (Abbildung 47). Far
die cyclischen und azacyclischen Harnstoffe wumleausfiihrlichen Bindungsstudien der
Bindungsmodus im aktiven Zentrum der HIV-1 Proteaadgeklart Lam et al, 1996;
Hodge et al. 1996;Sham et a).1996). Danach binden di-Benzylgruppen mitmeta bzw.
para-substituierten Wasserstoffbriickendonator- und eptarfunktionen an die S2/S2'
Bindungsregionen und die unsubstituieméBenzylgruppen an die S1/S1' Bindungstaschen.
Fur die zweite Halfte der dargestellten kafigdinmerBielverbindungen, bei denen die
Substituenten in di&-Benzylgruppen eingefuhrt wurden bzw. dNeBenzylgruppen formal
durch N-Picolylgruppen ersetzt wurden und die Phenylgrappeverandert blieben, konnte
Uberraschenderweise ein vergleichbarer Unterscfiieddie meta- und die para-Position
festgestellt werden. Diese Beobachtung deutet absn&uf eine Wechselwirkung der
substituierterN-Benzyl- bzw.N-Picolylgruppen mit den S2/S2' Bindungstaschenkiesms
hin. Folglich binden die unsubstituierten Phenyigren dieser Kafigdimere an die S1/S1'
Bindungsregionen.

In den azacyclischen Harnstoffen sind die Methowggen an der Ausbildung von
Wasserstoffbricken mit den Aminosaure Asp29/AspR§H30/Asp30' und Gly48/Gly48' der
Enzymbindungstaschen S2/S2' beteiligt und begierstgpmit eine festere Bindung des
Inhibitors an das aktive Zentrum der HIV-1 Proteasgas mit einer gesteigerten
Inhibitorwirkung einhergeht3ham et aJ. 1996). Die Einfiihrung der Methoxyfunktionen in
die Phenylgruppen der kafigdimeren 1,4-Dihydropwed (32) fuhrte jedoch zu einer
Verringerung der inhibitorischen Aktivitat im Vesgth zum unsubstituierten Derivadl).
Hingegen brachte die Einflhrung der Methoxyfunktion die para-Stellung des

N-Benzylsubstituenten eine leicht verbesserte Ibdiirkung hervor. Daher wird fir die
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para-Methoxybenzylfunktion eine Bindung an die S2/S@z¥mtaschen vorgeschlagen, wie
es auch fur die cyclischen Harnstoffe beschrieberdes{am et al, 1996).

Das bedeutet, die aromatischen Gruppen (mit den s¥¥steffbrickendonator- und
-akzeptorfunktionen) in den kafigdimeren HIV-1 Rrageinhibitoren kénnen je nach Art des
Substituenten und Substitutionsmusters entwederdign S1/S1' oder an die S2/S2'
Bindungsregionen der HIV-1 Protease binden. Es tiexis demnach kein starrer
Bindungsmodus sowohl fir did-Benzyl- bzw.N-Picolylgruppen als auch fir die Phenyl-
bzw. Pyridylgruppen, ganz gleich ob substituierterodinsubstituiert. Vielmehr ist der
Bindungsmodus, das heil3t welche aromatische Mddekikitur des Inhibitors mit welcher
Bindungsregion des Enzyms in Wechselwirkung tritfiir die kafigdimeren
1,4-Dihydropyridine von Derivat zu Derivat untergtiich.

Fur zukinftige Synthesearbeiten scheint die Kontlmnades wirksamsten Vertreters aus der
N-Benzylgruppe 33) mit den potentesten Substituenten aus der Re&hPlienylreste30, 43,

42) sinnvoll, verbunden mit dem Ziel einer (mdgliclerse synergistisch) gesteigerten
Wirksamkeit. Die spannende Aufgabe der Darstellung Testung dieser Verbindungen

bleibt nachfolgenden Forschungsarbeiten vorbehalten
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Die HIV-1 Protease zerlegt nach katalytischer Eajpmpaltung aus einem
gag-pol-Polyproteinkomplex die viralen ,Vorlauferprotein¢Precursormolekilegag- und
gag-pol-Polyproteine) in verschiedene, funktionsfahige ¥iRroteine (Enzyme und
Hullproteine). Diese viralen Proteine werden inedmnweiteren Schritt, der sogenannten
Reifung, zu intakten Viren zusammengeflgt. Werdéer adie Proteinspaltungen durch
Hemmung der viralen Protease unterbunden, konname kiatakten, also ,reife* Viren
entstehen. Aus diesem Grund stellt die HIV-1 Pseeain attraktives Target fur eine
antiretrovirale HIV-Therapie dar. Die HIV-1 Proteathibitoren hemmen diesen fir die
Bildung neuer, intakter Viruspartikel wichtigen $ith

Die derzeit auf dem Markt befindlichen HIV-1 Prateeemmer sind bis auf eine Ausnahme
peptidischer Natur. Damit sind jedoch eine Reihe@ Yyoblemen verbunden. Sie werden
schlecht resorbiert und ihre oralen Bioverfligbasgtesind unbefriedigend. Ferner werden die
Substanzen intensiv vom CytochromsFEnzymsystem in Leber und Darm metabolisiert und
schlieBlich unterliegen sie als Substrate des Rdplpteins der zellularen Multidrug-
Resistance. Die unzureichenden Resorptionen und agisgepragter First-Pass-Effekt
bedingen die hohen Dosierungen der peptidischete&seinhibitoren, die mit einem breiten
Nebenwirkungsspektrum einhergehen. Ein weiteretzZogage nicht unerheblicher Nachteil
liegt in den hohen Kosten fiur die Darstellung derbindungen, die durch eine aufwendige
Synthese verbunden mit dem Auftreten mehrerer lehirZentren begrindet sind. Eine
Alternative zu den gegenwartigen peptidischen Hemnn& daher in der Entwicklung von
nicht-peptidischen HIV-1 Proteaseinhibitoren zursrc

In der vorliegenden Arbeit sollten zunachst negartkafigdimere 1,4-Dihydropyridine als
dritte Klasse der nicht-peptidischen HIV-1 Protéaisditoren synthetisiert werden.
Vorrangiges Ziel war die Entwicklung der zweiten n@eation durch Einfiihrung von
funktionellen Gruppen in die aromatischen Teilstou&n der 1,4-Dihydropyridin-Dimeren
und damit verbunden eine Erhohung der Bindungstdfen zu den Aminosauren im aktiven
Zentrum der HIV-1 Protease. Es wurden solche Sulestien eingefiihrt, die zur Ausbildung
von Wasserstoffbriickenbindungen geeignet sind,rétee Linie Hydroxygruppen daneben
aber auch Etherstrukturen wie Methoxy- und Benzyoxppen. Weiterhin wurde die
Darstellung von Heteroaromaten substituierten kiitngren 1,4-Dihydropyridinen verfolgt.

Aus diesem Grund wurden forndiBenzylreste durcN-Picolylreste N-Methylpyridylreste)
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ersetzt, die als Wasserstoffbriickenakzeptoren éwegi sollen. Zur Spezifizierung, welche
der hydrophoben aromatischen Substituenten der Dihydropyridin-Dimeren, die
N-Benzylgruppen oder die Phenylgruppen, an welchdgdrophoben Bindungsregionen, die
S1/S1' oder die S2/S2' Bindungstaschen, der HIVeleBse bindet, wurden die
Wasserstoffbriickenbindungen  ausbildenden  Substénenin beide aromatischen
Substrukturen eingefuhrt. Es ergaben sich damit Rethen unterschiedlich substituierter
Zielverbindungen: diN-Benzyl-Reihe und die Phenyl-Reihe. Hieraus solimh Struktur-
Wirkungsbeziehungen  der  neuartigen  kéafigdimeren -Ditgdropyridine  als
HIV-1 Proteaseinhibitoren ableiten lassen kdnnen.

Die Darstellung dieser Verbindungen basierte auémi 3-Stufen-Synthesekonzept. Uber eine
Cyclokondensation aus einem Aldehyd, einem Profumkester und einem Amin oder
Ammoniumacetat erfolgte in einem ersten Reaktidm#sc die Synthese der
1,4-Dihydropyridine. Diese wurden anschlieRend imee zweiten Reaktionsstufe
photochemisch umgesetzt. Als Strahlungsquelle dientUltra-Vitalux®-Lampen
(A>270 nm), die ein dem Sonnenlicht vergleichbaresk8pm aufweisen. Die Bestrahlung
wurde entweder in der Festphase oder in Losunghdefidhrt. Hierbei kam es zu einer
topochemischen Photodimerisierung der 1,4-Dihydridme. Als Hauptprodukte entstanden
photostabile kafigdimere Strukturen. In einem dntReaktionsschritt fand schlief3lich mittels
komplexer Hydride eine Reduktion der Esterfunktioneeu den entsprechenden
Hydroxymethylgruppen-haltigen Zielverbindungen tstddie so erhaltenen kéafigdimeren
Addukte der 1,4-Dihydropyridine weisen ebenso was dargetenzym, die HIV-1 Protease,
eine C,-Symmetrie auf. Sie bieten damit eine ideale Vasat®ming zur Bindung an das
C,-symmetrische aktive Zentrum der HIV-1 Protease.

Ausgewahlte Verbindungen wurden unter den Bedingnnder Festkorperphase bestrahlt.
Bei den beiden monomeren 4-(Hydroxyphenyl)-1,4-dibpyridinen blieb jedoch
Uberraschenderweise eine Dimerisierung in der Rastp aus. Sie erwiesen sich bei der
Bestrahlung im Festkorper als photostabil. Daraufwurden Untersuchungen mittels
Rontgenstrukturanalyse zum Versagen der Festk@ieerisierung durchgefihrt. Somit
konnte die Topochemie der genannten Molekile instiiverband bestimmt werden. Fir die
Photostabilitdt der beiden Verbindungen wurden rgoteedliche Ursachen gefunden. Beim
3-Hydroxyphenylderivat sind die Nachbarmoleklile der Kristallpackung zu weit
voneinander entfernt angeordnet. Die Abstande pietemeagierender Doppelbindungen
benachbarter Molekiile liegen mit 6,9 A deutlich rilden in der Literatur publizierten

Grenzwerten von 4,2 A fiir Festkorperreaktionen. Daslydroxyphenylderivat erfiillt
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hingegen das Abstandskriterium mit 4,0A, allerdingkénnen die fur eine
Dimerisierungsreaktion in der Festphase notwendigenschiebungen der Molekile im
Kristall nicht stattfinden. Sterische Einflisse @eomatischen Gruppen und Carbonylester-
substituenten sowie die Ausbildung von Wasserstotlkenbindungen verhindern diese
Bewegungen, die fur eine optimale Ausrichtung deeptiell reagierenden Doppelbindungen
zueinander noOtig waren. Zusatzlich wurden fir dieiden Molekiule jeweils
Molekuldynamiksimulationen durchgefuhrt, die die ng@schrankte Drehbarkeit der
Hydroxyphenylsubstituenten und der Carbonylestétionen am Computermodell
bestatigten.

Alle synthetisierten Zielverbindungen wurden aufreihHIV-1 Proteasehemmung hin
untersucht. Die Testung der Substanzen erfolgtedaufGrundlage eines fluorimetrischen
in-vitro Assays. Die Auswertung der Inhibitorkonstanten) (Her Proteasehemmung der
kafigdimeren 1,4-Dihydropyridine zeigte fir die Biteg der Wasserstoffbriickendonator-
und -akzeptorfunktionen im Aromatemdta oderpara) einen bedeutenden Einfluss auf die
inhibitorische Aktivitat der Verbindungen. Bei gtbem Substituenten weisen die
Verbindungen mitmeta-Position stets eine starkere Hemmung der HIV-1dae auf im
Vergleich zu denen mitpara-Position. Dies konnte durchweg fir alle Substitean
beobachtet werden. In der Literatur sind solchel&# fir die cyclischen Harnstoffe bereits
publiziert worden. Ferner belegen die Daten, da@issdie Einflhrung einer funktionellen
Gruppe in die aromatischen Reste der KafigdimeeeWahl der Phenylreste anstelle der
N-Benzylreste ebenfalls fast immer mit einer gesteen Inhibitionswirkung verbunden ist.
Lediglich die Methoxygruppe weist an déhBenzylresten glunstigere Hemmparameter auf
als an den Phenylresten.

Aus der Reihe der an deN-Benzylresten substituierten Kafigdimere erweisthsdas
4-Methoxybenzylderivat als wirksamster Vertreter.der Gruppe der Phenyl substituierten
Kafigdimere zeigt das 3-Hydroxyphenylderivat dig@ge inhibitorische Aktivitat. Es ist
zugleich die potenteste Verbindung unter allen gieten. Mit einem K= 0,6+ 0,1uM ist
diese Verbindung39) um eine ganze Zehnerpotenz ¢ @virksamer im direkten Vergleich
mit der unsubstituierten Verbindungl. Durch Strukturvariationen ist es gelungen, die
inhibitorische Aktivitat der Kafigdimere zu steiger Erste Vertreter weisen bereits
Hemmkonzentrationen im nanomolaren Bereich auf.

Wie die Auswertungen des Assays beweisen, spieleshen Bindungstaschen des Enzyms
neben hydrophoben Interaktionen auch die Mdoglidekei zur Ausbildung von



ZUSAMMENFASSUNG UNDAUSBLICK 81

Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Struktureléemerder Proteasehemmer und den
Aminosauren im aktiven Zentrum der HIV-1 Protease entscheidende Rolle.

Die Analyse der Bindungsparameter j)(Kaus dem Enzym-Assay lasst eine weitere
interessante  Schlussfolgerung  zu. Die  aromatische@ruppen  mit  den
Wasserstoffbriickendonator- und -akzeptorfunktiomemlen Kafigdimeren kénnen je nach
Art des Substituenten und Substitutionsmuster etgwen die S1/S1' oder an die S2/S2'
Bindungsregionen der HIV-1 Protease binden. Estiexiskein starrer Bindungsmodus
sowohl flr die N-Benzyl- bzw. N-Picolylgruppen als auch fir die Phenyl- bzw.
Pyridylgruppen, unabhangig davon ob diese substttoder unsubstituiert sind. Vielmehr ist
der Bindungsmodus, das heil3t welche aromatischek¥tdtruktur des Inhibitors mit welcher
Bindungsregion des Enzyms in Wechselwirkung tritfiir die kafigdimeren
1,4-Dihydropyridine von Derivat zu Derivat untergatiich.

Um zuklnftig starker wirksame Verbindungen zu ddrgl scheint die Kombination des
potentesten Substituenten déBenzylgruppe mit den wirksamsten Vertretern ausRighe
der Phenylreste aussichtsreich. Diese Vereinigaregriem Molekdl fihrt moglicherweise zu
einer synergistisch gesteigerten Wirksamkeit, the enhibitorische Aktivitat der Substanzen
im nanomolaren Konzentrationsbereich erwarten .|d3atlber hinaus lassen sich weitere
Wasserstoffbriickendonator- und —akzeptorfunktiomae z. B. Aminogruppen in die
aromatischen Teilstrukturen der kafigdimeren 1,4ydropyridine einfihren. Die spannende
und interessante Aufgabe der Synthese und Testuiegerd Verbindungen bleibt

nachfolgenden Forschungsarbeiten vorbehalten.
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7 Experimenteller Tell

7.1 Methoden, Gerate und Chemikalien

7.1.1 Schmelzbereichbestimmung

Die Bestimmung der Schmelzbereiche erfolgte anneiBeetiusHeiztischmikroskop und sie

stellen unkorrigierte Werte dar.

7.1.2 NMR-Spektroskopie

Die Aufnahmen der'H-NMR-Spektren erfolgten an einenvarian Gemini 2000 fiir
Messungen mit einer Arbeitsfrequenz von 200 MHzrotlé) MHz bzw. an einenvarian
Inova Unity 500fir Frequenzen von 500 MHz. Die Angaben der cheheis Verschiebung

in ppm gelten fir die Symmetrieachse der Signaléee Beziehen sich auf das
Restresonanzsignal des jeweiligen deuterierten ngmsuittels. In Klammern sind fur jedes
Signal stets die Multiplizitat, die integrierte Rsnenanzahl, die Kopplungskonstanten J in Hz
sowie die chemische Zuordnung angegeben. Bei urfsch&ignalen mit einer scheinbar
geringeren Multiplizitat ist diese in Anfihrungszieen gesetzt. Als Losungsmittel dienten
deuteriertes Chloroform (CDg}loder deuteriertes Dimethylsulfoxid (DMSO-d6).

7.1.3 Massenspektrometrie

Die Aufnahme der El-Massenspektren erfolgte anmeidéD 402 (AMD INTEDRA. Sie

wurden mit einer lonisierungsenergie von 70 eV gesan. Die ESI-Massenspektren wurden
an einemFinnigan LCQ ClassiqThermo Electrop aufgenommen. Die Substanzen wurden
mit einer Spritzenpumpelarvard Apparatus 24njiziert. Grundlage der Messungen bildete
die Elektrospray-Massenspektrometrie, wobei dieshtion in einem Elektronenspray bei

4,5 kV positiv und negativ erfolgte.
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7.1.4 Elementaranalyse

Die elementaranalytischen Daten wurden an ei@&fhS-932Analysenautomaten der Firma

Leco-Corporationrgewonnen.

7.1.5 Chromatographie

7.1.5.1 Dunnschichtchromatographie

Die Dunnschichtchromatographie diente der Verfotgdes Reaktionsverlaufes und erlaubte
eine erste Einschatzung zur Identitat und Reinfait isolierten Zwischenverbindungen und
Produkten. Zur Verfigung standen Aluminiumfoliem B&@menMacherey-NageundMerck

die mit Kieselgel 60 {4 beschichtet waren.

Die in geeigneten LOsungsmitteln gelosten Substanzgirden mittels Glaskapillaren
aufgetragen und in Chromatographiekammern unterrf@nmséattigung entwickelt. Als mobile
Phase kamen folgende Laufmittel zum Einsatz:

Laufmittel 1: reines Toluol

Laufmittel 2: Toluol/Methanol 85:1

Laufmittel 3: Toluol/Methanol 85:15
Laufmittel 4. Toluol/Methanol 75:25
Laufmittel 5: Toluol/Methanol 50:50
Laufmittel 6: Cyclohexan/Essigester 80:20
Laufmittel 7: Cyclohexan/Essigester 75:25

Laufmittel 8: Chloroform/Essigester/Methanol 7525:

Die Detektion der Chromatogramme erfolgte nach mgegangener Trocknung durch
Fluoreszenzléschung oder durch  Eigenfluoreszenz  d¥&erbindungen. Die
Fluoreszenzléschung bzw. Eigenfluoreszenz fandniareéDunkelkammer unter Bestrahlung

der Chromatogramme mit ultraviolettem Licht der Wielingen 254 nm oder 366 nm statt.

7.1.5.2 Saulenchromatographie

Die Saulenchromatographie wurde zur Trennung undidReng einiger Zwischenprodukte
eingesetzt. Es kam ausschliel3lich das Feuchtsarfahven unter Normaldruck mit

Kieselgel 60 der Firm&lerckmit einer KorngrofRe von 63—200 pm zur Anwendung.
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Die eingesetzten Elutionsmittel entsprachen denem Riinnschichtchromatographie. Die
Polaritdt der Elutionsmittel wurde zur Verbesserumigs Trenneffektes teilweise

diskontinuierlich verandert.

7.1.6 RoOntgenstrukturanalyse

Die Kristalle der zu untersuchenden Verbindungéhund 14 wurden aus ethanolischer
Losung gewonnen. Die entsprechenden Kristalldated ausgewdahlte Parameter der
Kristallstrukturbestimmungen sind in Tabelle 3 (Kap4.1) zusammengefasst. Alle
Rontgenstrukturdaten wurden bei Raumtemperatur runterwendung von Graphit-
monochromatisierter Mo-&Strahlung X =0,71073 A) auf einemSTADI4Vierkreis-
diffraktometer der Firma Stoe & Cie GmbH (Darmstadt, Deutschland) im
w/26-Scanningmodus gemessen. Die Strukturauflésundgesfonit direkten Methoden in
SHELXS-97 Eheldrick 1990) und wurde verfeinert durch full-matrix leaguares Methoden
Uber E in SHELXL-97 Sheldrick 1997). Die Anordnung der Wasserstoffatome eréoigich
geometrischen Kriterien, ihre Verfeinerung mit Hiles Riding-Modells mit Ausnahme der
Wasserstoffatome H5A0 und H5BO der Verbinddy) fur die die Koordinaten verfeinert
wurden. Die geometrischen Parameter wurden mit SHER7 (Sheldrick 1997) und
PLATON (Spek 2001) berechnet, die rdumliche Darstellung derleide erfolgte mit
XP/PC KP/PC 1990). Die vollstdndigen Daten der Messbedingangeéristall- und
Atomparameter sowie Bindungslangen und -winkel \derbindungenl3 und 14 sind beim
Cambridge Crystallographic Data Centkinterlegt CCDC, 2005).

Die Substanzl4 kristallisiert im monoklinen Kristallsystem in d&aumgruppe RA. Die
Verbindung13 hingegen kristallisiert im triklinen Kristallsystein der Raumgruppe P mit
zwei MolektlenA undB in der asymmetrischen Einheit. Im Molel&ilist derN-Benzylring
einer Fehlordnung unterworfen, die in der Darstgllvon zwei moglichen Grenzlagen zum
Ausdruck kommt (Abbildungen 31 bis 39, Kapitel 4.1)

7.1.7 Molekuldynamiksimulation

Die Molekuldynamiksimulationen fir die Verbindung&8 und 14 wurden mit dem MOE
(Molecular Operating Environment)-ComputerprogramiOE, 2004) der Chemical
Computing Group Corporation (Montreal, Quebec, Kanada) durchgefuhrt. Als

Simulationsbedingungen wurde ein Vakuum bei einemperatur von 300 K ohne
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Aufheizungszeit gewahlt, die Messungen erfolgteriiRemtosekunden-Schritten Uber eine
Zeitdauer von 250 Picosekunden. Die Equilibrierungr nach ca. 30 Picosekunden
abgeschlossen. Als Kraftfeld kam das Tripos-ForeddFzur Anwendung, mit einem
Energiegradienten fiir die Konvergierung der ForiggdFEngine von 0,001 kcalemdiA™
und abstandsabhéangigen, elektrostatischen Parameter

Als Startstrukturen fur die Molekuldynamiksimulaten von 13 und 14 wurden die
geometrischen Daten der Rdntgenstrukturanalyse erelet. Diese wurden zuvor einer

Energieminimierung unterzogen.

7.1.8 IR-Spektroskopie

Die ATR-Spektren wurden an einem FTIR-SpektromBt& 28der FirmaBruker gemessen.
Die Angabe der IR-spektroskopischen Daten erfolgie Wellenzahlv in cm® fur die

Valenzschwingungen ausgewahlter charakteristisGngppen.

7.1.9 Fluorimetrischen-vitro Assay

Assay-Puffer: MES (c = 0,1 M; pH = 6,25), Natriumchlorid (c =3@,M), BSA (c = 0,1 %)
Die Pufferlosung wurde vor der Durchfihrung des assfrisch hergestellt. MES und
Natriumchlorid wurden in bidestilliertem Wasser Istindig gelost und mit
Natriumhydroxidlésung (c=1M und c =10 M) auhen pH-Wert von 6,25 eingestellt.
Anschliel3end wurde dieser Pufferlosung 0,1 % BSdezatzt.

Substrat: Anthranilyl-HIV-Protease-Substrat

Sequenz: Abz-Thr-1le-Nl@-nitro-Phe-GIn-Arg-NH

Summenformel: ¢zHesN13011

Molare Masse: 940,1 genidl

Als Substrat fur die HIV-Protease fand ein fluonoge Hexapeptid, das Anthranilyl-HIV-
Protease-Substrat der FirrBachem(Torrance, Kalifornien, USA), Anwendung. Es enthal
am N-terminalen Ende des Peptides ein fluorogenes CGopbor (Fluorophor) in Form der
2-Aminobenzoylgruppe (Abz) und wird durch die HIVPiotease zwischen Norleucin und
para-Nitrophenylalanin in zwei Tripeptide gespalten.sdmorogene Tripeptid (Abz-Thr-lle-
Nle) zeigt eine starkere Fluoreszenzemission asudspringliche Hexapeptid. Das Substrat
wurde bei —15 °C gelagert und vor der Durchfuhruleg Assays bei Raumtemperatur in
DMSO in einer Konzentration von ¢ = 10 mM (Epperigefal3) gelost. Diese Losung wurde
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als Substrat-Stock-Losung eingesetzt. Damit ergjitit eine Substratkonzentration im Assay
von ¢ =100 uM (Quarzglaskiivette). Didichaelis-MenterKonstante fir das Enzym-
Substrat-Paar betragt laut Literatuy K 37+ 8 uM (Toth & Marshall 1990).

Enzym: HIV-1 Protease

Molare Masse: 10759 gemibl

Verwendung fandrgc HIV-1 Protease (affinity purified) (expressedBscherichia col der
FirmaBachem(Torrance, Kalifornien, USA). Das Enzym wurde b&B °C gelagert und vor
der Durchfihrung des Assays 30 Minuten in Crashtifbewahrt. Die HIV-1 Protease
wurde unverdinnt im Assay eingesetzt. Die Konzéotmaan Protease im Eppendorfgefald
betrug ¢ =46,5 uM (analytisches Datenblatt demgirBachem und somit im Assay
¢ = 46,5 nM (Quarzglaskuvette).

Inhibitor:
Fur die zu testenden Inhibitoren wurden VerdUnntgigen mit vier verschiedenen

Konzentrationen hergestellt. Als Lésungsmittel ¢eeDMSO.

Durchfilhrung des Assays

Grundlage der Messungen bildet der fluorimetrischeitro Assay nachrloth & Marshall
(1990). Die Bestimmungen der HIV-1 Proteaseaktivé&olgten in einer Quarzglaskivette
mit Magnetrihrer unter imitierten physiologischeadiigungen £ = 37 °C, pH = 6,25) an
einem Fluorimetef-4500der FirmaHitachi. Die Anregungswellenlange betrig, = 337 nm
und die Emissionswellenlange, = 410 nm.

980 ul Assay-Puffer mit 0,1 % BSA wurden auf 37 “@mperiert und in eine
Quarzglaskiuvette mit Magnetrihrer pipettiert. Ddanacfolgte die Zugabe von 10 ul der
Substrat-Stock-Losung. Anschlie3end wurden weit€ @l einer Inhibitorlésung oder 10 pl
reines DMSO (fur die nicht-inhibierte Messung) higefugt. Die Konzentration an DMSO
im Assay Uberschritt dabei 2 % nicht. Die fluorinsthe Messung wurde gestartet und nach
ca. 60 Sekunden erfolgte das Hinzupipettieren vagunl Her Enzymlosung. Durch die
enzymatische Substratspaltung kommt es zu einealfua der Fluoreszenzemission in
Abhangigkeit von der Zeit. Dies ist ein Mal3 fur deschwindigkeit der Substrathydrolyse
und damit fur die HIV-1 Proteaseaktivitat. Sie uhégt unmittelbar nach der Enzymzugabe
fur ca. 40 Sekunden dem Zustand der Substratsatigu
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Die Auswertung und Bestimmung der inhibitorischemateter (IG- und K-Werte) erfolgte
mit Hilfe des Computerprogramme3rigin® 6.0 (Microcal Software, Inc., Northampton,
Massachusetts, USA) nach Literatur bekannten Qleigln und Zusammenhéngen (Kapitel

5.2). Fur jede Inhibitorkonzentration wurden dreeddungen durchgefihrt.

7.1.10 Chemikalien und Losungsmittel

7.1.10.1 Vorbehandlung der eingesetzten Losunggmitt

Alle eingesetzten Losungsmittel wurden vor Verwerglunach den in der Literatur
(Becker et al.1996[c]) angegebenen Vorschriften getrocknetfusdh destilliert.

7.1.10.2 Kommerziell erworbene Chemikalien

Folgende Chemikalien wurden entweder kommerzigbeoen (Bezugsquelle in Klammern)
oder aus den Bestanden des Institutes fir Pharndeziévartin-Luther-Universitat Halle-

Wittenberg bezogen.

Ammoniumacetat

BenzaldehydKluka)

Benzylamin Fluka)
3-Benzyloxybenzaldehyds{gma-Aldrich
4-Benzyloxybenzaldehyds{gma-Aldrich
Dimethylpropylenharnstoff (1,3-Dimethyl-3,4,5,6+8tydro-2(1H)-pyrimidinon)Kluka)
3-HydroxybenzaldehydH{uka)
4-HydroxybenzaldehydH{uka)

Hydroxylamin-HCI

Lithiumaluminiumhydrid (1,0 molare Lésung in THHuka)
Lithiumaluminiumhydrid (Pelletd;rluka)
4-MethoxybenzylaminKluka)

Natriumchlorid Grissing

Natriumhydrid

Natriumhydroxid Grissing

Natriumsulfat Grissing

2-(N-Morpholino)ethansulfonsaur&igma-Aldrich
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Phosphor(V)-oxid $igma-Aldrich
Phthalsaureanhydrid
3-Picolylamin Sigma-Aldrich
4-Picolylbromid-HBr Sigma-Aldrich
PropiolsaureethylesteFiuka)
Propiolsauremethylestefluka)
3-Pyridylaldehyd $igma-Aldrit)
4-Pyridylaldehyd $igma-Aldrich
Rinderserum-AlbuminBachen
Thioanisol Lancaste)
Triethylamin Eluka)

Trifluoressigsaurel@ncastey



EXPERIMENTELLERTEIL 89

7.2 Synthese der Verbindungen

7.2.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAV 1.

Cyclokondensation von primarem Amin, aromatischeldeAyd und Propiolsaureestern zu
N-substituierten  1,4-Dihydropyridinen nach einer mieerten Vorschrift von
Chennat & Eisnef1975)

Es werden 10 mmol aromatischer Aldehyd, 20 mmolylEtloder Methylpropiolat und
10 mmol primares Amin in 1 ml frisch destilliertdfmsessig gelost. Der Reaktionsansatz wird
1-2 Stunden unter RuUhren auf dem siedenden Wasseedaitzt. Danach wird auf
Raumtemperatur abgekihlt und reichlich Wasser Igefiigt. Die Extraktion des
Reaktionsproduktes erfolgt durch mehrmaliges Aus$em mit Chloroform, Trocknung der
vereinigten Chloroform-Phasen (ber Natriumsulfatd uanschlieender Entfernung des
LAsungsmittels unter vermindertem Druck. Je nadmy@iopyridinderivat wird ein gelb bis
braun gefarbtes, dickfliissiges Ol erhalten. Durclyabe von Ethanol oder Diethylether

konnte bis auf wenige Ausnahmen das entsprecheddgiliydropyridin ausgefallt werden.

AAV 2:
Festkorperdimerisierung der 1,4-Dihydropyridine meldgeroth (2000)

Kristalle der monomeren 1,4-Dihydropyridine werdgleichmallig mit einer maximalen
Schichtdicke von 1mm auf einem Uhrglas verteilturéh Ultra-Vitalux®-Lampen

(A=270 nm) erfolgt eine Bestrahlung der kristallin8aobstanzen in einem Abstand von
60 cm bei Raumtemperatur. In regelmaRigen Abstandeden die Kristalle wéahrend der
Bestrahlung durchmischt. Der Reaktionsverlauf vadtoich die Dinnschichtchromatographie
verfolgt. Wahrend der Dimerisierung lasst sich giugine Farbanderung der Kristalle
beobachten, je nach Derivat von gelb bis braun meeiff bis farblos. Nach erfolgreicher

Dimerisierung (ca. 4-8 Wochen) werden die dimenad&kte aus Methanol umkristallisiert.
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AAV 3:
Lésungsdimerisierung der 1,4-Dihydropyridine n&tlgeroth (2000)

1,2 mmol monomeres 1,4-Dihydropyridin werden inn30trockenem Tetrahydrofuran in
einem Quarzglaskolben gelost. Nach Durchspilen ldé&sung mit Argon wird der
verschlossene Quarzglaskolben von eitstra-Vitalux®-Lampe § =270 nm) in einem
Abstand von 60 cm bei Raumtemperatur bestrahlt. REaktionsverlauf (ca. 816 Wochen)
wird durch die Dunnschichtchromatographie verfolgdeben einer Umsetzung des
monomeren 1,4-Dihydropyridins zum entsprechendefigiiiner kommt es wahrend der
Losungsdimerisierung auch zur Bildung @edi-dimeren Produktes. Haufig kristallisiert das
Kafigdimer bereits im Verlauf der Bestrahlung aes dosung aus, wahrend dasti-Dimer
erst nach Abtrennung des Kafigdimeren beim Vercaamsles Lésungsmittels ausfallt. Nach
erfolgreicher Dimerisierung werden die dimeren Ridd jeweils aus Methanol

umkristallisiert.

AAV 4:
Reduktion der Esterfunktionen der kafigdimeren RiBydropyridine mit komplexen

Hydriden zu den entsprechenden Alkoholgruppen

Unter maRigem Erwarmen werden 70 pmol Kafigdimernt (Esterfunktionen) in 20 ml

trockenem Tetrahydrofuran gelést. Nach Durchspiden Loésung mit Argon wird noch

eine Stunde bei Raumtemperatur gertihrt und angenla auf —8 °C im Eisbad (Trockeneis
in Methanol) abgekihlt. Danach werden 1,12 mmohiuimnaluminiumhydrid (16 facher

Uberschuss, vierfach pro Estergruppe) als 1,0 mdlé@sung in Tetrahydrofuran vorsichtig
zum Reaktionsansatz bei —8 °C unter Rihren zudeétnapd drei Stunden bei dieser
Temperatur weitergerihrt. Die Reaktion wird dinmdatchromatographisch verfolgt. Nach
vollstandiger Umsetzung zum Alkohol wird (berschgiss Hydrid durch Zugabe von
Eiswasser vorsichtig bei 0 °C hydrolysiert. AnseBknd erfolgt die Extraktion des
Reaktionsproduktes durch mehrmaliges Ausschiitteinh @hloroform. Die organischen

Phasen werden vereinigt, Uber Natriumsulfat gettetkund unter vermindertem Druck
eingeengt. Durch Zugabe einer Mischung von Chlgrofdiethylether und Petroleumbenzin
zum farblosen festen bis 6ligen Rickstand konnte eatsprechende Kafigdimer (mit
Hydroxymethylgruppen) ausgefallt werden. AbschlreBewird es aus Methanol unter

Kihlung umkristallisiert.
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7.2.2 Synthese der Ausgangsverbindungen

7.2.2.1 Darstellung der Nitrile

4-Benzyloxybenzonitril (1)

Die Verbindungl wurde nach einer Vorschrift vonWang & Lin (1998) in einer
~Eintopf‘-Reaktion aus 4-Benzyloxybenzaldehyd, Hyxylamin-HCI, Triethylamin und
Phthalsdureanhydrid hergestellt. Als Losungsmkseh frisch destilliertes Acetonitril zum
Einsatz.1 wurde als hellgriines Ol erhalten, das aus Petrdlenmin/Ethylacetat 10:4 zu

langen, farblosen Nadeln auskristallisierte.

Summenformel:  @H1aNO Q—\
o— )—=n

Molare Masse: 209,24 g/mol

Ausbeute: 85 % 1
Schmelzbereich:  93-94 °C
MS (El, m/z): 209 [10,0 M; 91 [100,0 GHe-CH>']; 77 [20,0 GHs']
IR (ATR): 2221 (s, €N)
EA: gef.: C 80,37 %; H 5,32 %; N 6,65 %
ber.: C 80,36 %; H 5,30 %; N 6,69 %
'H-NMR: d [ppm, CDC4, 400 MHz]: 5,10 (s, 2 H, O48,-C¢Hs); 7,00 (m, 2 H,

BB'-Teil des AA'BB'-Systems O+El,-CN); 7,32-7,39 (m, 5H, Ar-H
desO-Bn); 7,57 (m, 2 H, AA-Teil des AA'BB'-Systems QHL-CN)

3-Benzyloxybenzonitril (2)

Die Verbindung2 wurde analogl nach einer Vorschrift vorWwang & Lin (1998) aus

3-Benzyloxybenzaldehyd, Hydroxylamin-HCI, Triethylen und Phthalsdureanhydrid in
frisch destilliertem Acetonitril hergestellt. NacEntfernung des Ldsungsmittels unter
vermindertem Druck wurde der hellgrine, Olige Rimkd saulenchromatographisch
gereinigt mit Laufmittel 1 als Elutionsmittel. Dagarblose Ol kristallisierte aus

Petroleumbenzin/Ethylacetat 6:1 bei tiefen Tempeest von —15 °C zu weil3en Plattchen.
Summenformel: @H1:NO Q{N
Molare Masse: 209,24 g/mol g

Ausbeute: 84 % d
Schmelzbereich:  38-40 °C 2
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MS (El, m/z): 209 [20,0 M; 91 [100,0 GHe-CH,']; 77 [30,0 GHs']

IR (ATR): 2230 (s, €N)

EA: gef.: C 80,15 %; H 5,33 %: N 6,66 %
ber.: C 80,36 %; H5,30 %:; N 6,69 %

'H-NMR;: S [ppm, C)ZDC&, 400 MHz]: 5,07 (s, 2 H, O4€,-CsHs); 7,18-7,40 (m,
9 H, Ar-H

7.2.2.2 Darstellung der Amine
4-Benzyloxybenzylamin (3)

Die Verbindungd3 wurde nach einer Vorschrift vorFreudenreich et al(1984) aus
4-Benzyloxybenzonitril 1) und Lithiumaluminiumhydrid in Diethylether hergelt. Nach
Einengung des Losungsmittels kristallisierte dasiBkt als weil3er Feststoff.

Summenformel: @H1sNO @_\ NH,
Molare Masse: 213,28 g/mol O‘Q_/
Ausbeute: 85 %

3
Schmelzbereich: 77-81 °C

MS (ESI, m/z): M+H

IR (ATR): 3355 (m, br, Nb)
3310 (m, br, NH)
'H-NMR: 8 [ppm, CDC}, 400 MHz]: 1,48 (s, 2 H, Ny); 3,79 (s, 2 H, € >-NH));

5,05 (s, 2 H, O-8,-CgHs); 6,93 (m, 2 H, BB'-Teil des AA'BB'-Systems
O-GH4-CHy); 7,21 (m, 2H, AA-Teil des AABB'-Systems
0-CgH4-CHy); 7,28-7,42 (m, 5 H, Ar-H de3-Bn)

3-Benzyloxybenzylamin (4)

Die Verbindungd wurde nach einer Vorschrift vorFreudenreich et a1984) aus
3-Benzyloxybenzonitril Z) und Lithiumaluminiumhydrid in Diethylether hergelt. Nach

Einengung des Losungsmittels kristallisierte dasiBkt als weil3er Feststoff.

Summenformel: @H1sNO NH,
Molare Masse: 213,28 g/mol Q_/
Ausbeute: 59 % ©
Schmelzbereich:  65-70 °C d A

MS (ESI, m/z): M+H
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'H-NMR: 8 [ppm, CDC}, 200 MHz]: 1,71 (s, 2 H, NJ); 3,82 (s, 2 H, € -NH));
5,06 (s, 2 H, O-B,CgHs); 6,82-6,94 (m, 3 H, Ar-H); 7,20-7,45 (m,
6 H, Ar-H)

7.2.3 Synthese der monomeren 1,4-Dihydropyridine

7.2.3.1 Darstellung der N-unsubstituierten 1,4-DRitgpyridine
Diethyl-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarboxylat (5)

Die Verbindunge wurde nach einer Vorschrift vorChennat & Eisner (1975) aus
Ammoniumacetat, Benzaldehyd und Ethylpropiolat bstgllt und kristallisierte unter

Kihlung bei —15 °C aus Ethanol zu gelben Prismen.

Summenformel: &H1oNO,
Molare Masse: 301,34 g/mol
Ausbeute: 30 %
Schmelzbereich:  116-124 °C
MS (ESI, m/z): M+H

IR (ATR): 3330 (m, br, NH) 5
2981 (m, aliphat. CH)
1687 (sCOOC;Hs)
1607 (m, NE=C-COOGH?5)

'H-NMR: & [ppm, CDC}, 400 MHz]: 1,17 (t, 6 HiJchych, = 7,0 Hz, O-CH-CHy);
4,06 (g, 4 HJchych, = 7,0 Hz, O-G1,-CHa); 4,88 (s, 1 H, 4-H); 6,21 (s,
1 H, NH); 7,19-7,33 (m, 7 H, 2-,6-H, Ar-H des Ph)

Dimethyl-4-phenyl-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarboxylat (6)

Die Verbindungg wurde nach einer Vorschrift vorChennat & Eisner (1975) aus

Ammoniumacetat, Benzaldehyd und Methylpropiolatgestellt und kristallisierte unter
Kihlung bei —15 °C aus Ethanol zu gelben Prismea.a@perimentellen Daten stimmen mit
der Literatur tbereinGhennat & Eisngrl975).

Summenformel: GH15NO4

Molare Masse: 273,28 g/mol
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7.2.3.2 Darstellung der N-substituierten 1,4-Dihyplyridine

Darstellung durciN-Alkylierung

Dimethyl-4-phenyl-1-(4-picolyl)-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarboxylat (7)

Die Verbindung7 wurde nach einer Vorschrift vonHilgeroth (2000) aus 6,

4-Picolylboromid-HBr und Natriumhydrid in Dimethylppylenharnstoff hergestellt und als
gelb-braunes Ol erhalten. Die Reinigung erfolgtelesichromatographisch mit Laufmittel 8
als Elutionsmittel. Danach wurden die Produkt elttimalen Fraktionen vereinigt und das
Elutionsmittel wurde unter vermindertem Druck emntfe Der so erhaltene orangefarbige,

Olige Ruckstand kristallisierte aus Diethylethemzif3en Prismen.

Summenformel: &H>0N204

Molare Masse: 364,39 g/mol HaC
o)

Ausbeute: 38 %

Schmelzbereich: 209-211 °C

MS (ESI, m/z): M+H | S
N _~ 7
IR (ATR): 2951 (w, aliphat. CH)
2930 (w, aliphat. CH)
1704 (sCOOCHy)
1662 (m, NE=C-COOCH;)
'H-NMR: o [ppm, CDC}, 400 MHz]: 3,61 (s, 6 H, O4a3); 4,61 (s, 2 H, N-El,);

4,93 (s, 1 H, 4-H); 7,14-7,29 (m, 9 H, 2-,6-H, Ardids Ph, BB'-Teil des
AA'BB'-Systems 3-,5-H desN-Pic); 8,65 (m, 2H, AA-Teil des
AA'BB'-Systems 2-,6-H deN-Pic)
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Darstellung durch Cyclokondensation

Diethyl-4-phenyl-1-(3-picolyl)-1,4-dihydropyridin-3,5-dicarboxylat (8)

Die Verbindung8 wurde nach AAV 1 aus Benzaldehyd, Ethylpropiolad 3-Picolylamin als
dunkelbraunes, teerartiges Ol erhalten, das aushyé¢her zu grau-braunen Prismen

kristallisierte.

Summenformel: &3H-4N-04

Molare Masse: 392,45 g/mol

Ausbeute: <10 %

Schmelzbereich:  161-164 °C

MS (ESI, m/z): M+H | N

IR (ATR): 2982 (m, aliphat. CH) N 8

1693 (sCOOC,Hs)
1582 (s, NE=C-COOGHS)

H-NMR: & [ppm, CDC}, 400 MHz]: 1,15 (t, 6 HiJchych, = 7,0 Hz, O-CH-CHy);
4,05 (g, 4 HJchych, = 7,0 Hz, O-G1,-CHg); 4,62 (s, 2 H, N-El,); 4,89
(s, 1 H, 4-H); 7,12-7,24 (m, 7 H, 2-,6-H, Ar-H dek); 7,41 (,s", br,
1H, 5-H desN-Pic); 7,68 (,d”", 1 H,3Ja-H desn-pic = 8,5 Hz, 4-H des
N-Pic); 8,61 (,s”, br, 2 H, 2-,6-H dds-Pic)

Diethyl-1-benzyl-4-(3-pyridyl)-1,4-dihydropyridin-3 ,5-dicarboxylat (9)

Nach AAV 1 wurde aus 3-Pyridylaldehyd, Ethylprogiblind Benzylamin ein dunkelbraunes,
teerartiges Ol erhalten. Die Reinigung erfolgtelesdchromatographisch mit Laufmittel 3 als
Elutionsmittel. Danach wurden die Produkt enthalean Fraktionen vereinigt und das
Elutionsmittel wurde unter vermindertem Druck emfe Anschlielend wurde aus dem
erhaltenen braunen Rickstand das Proflukit siedendem Petroleumbenzin (niedrigsiedend,
30-50 °C) extrahiert, das dann aus Diethylethdsraunen Prismen kristallisierte.

Summenformel: &3H24N204
Molare Masse: 392,45 g/mol
Ausbeute: 41 %
Schmelzbereich:  134-137 °C
MS (ESI, m/z): M+H
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IR (ATR): 2983 (w, aliphat. CH)
1696 (sCOOC;Hs)
1582 (m, NE=C-COOGHs5)

H-NMR: & [ppm, CDC}, 400 MHz]: 1,16 (t, 6 HiJchych, = 7,0 Hz, O-CH-CHy);
4,04 (g, 4 H3JcmycH, = 7,0 Hz, O-G1,-CHa); 4,60 (s, 2 H, N-El,); 5,03
(s, 1H, 4-H); 7,26-7,29 (m, 4 H, 2-,6-H, 2-,6-HsdéBn); 7,37—7,45
(M, 4 H, *Jach ges pyr= 5,3 Hz, 3-,4-,5-H ded&-Bn, 5-H des Pyr); 8,00
(,s”, br, 1 H, 4-H des Pyr); 8,41 (,d”, 1 HJarn ges pyr= 5,3 Hz, 6-H des
Pyr); 8,56 (,s”, 1 H, 2-H des Pyr)

Diethyl-1-benzyl-4-(4-pyridyl)-1,4-dihydropyridin-3 ,5-dicarboxylat (10)

Die VerbindunglO wurde nach AAV 1 aus 4-Pyridylaldehyd, Ethylprdptaund Benzylamin

als dunkelbraunes, teerartiges Ol erhalten. DiamiBeng erfolgte saulenchromatographisch
mit Laufmittel 3 als Elutionsmittel. Danach wurdelie Produkt enthaltenden Fraktionen
vereinigt und das Elutionsmittel wurde unter verda@riem Druck entfernt. Das so erhaltene

hellbraune Ol wurde tiber Phosphor(V)-oxid getrotkne

Summenformel: €3H24N>0,
Molare Masse: 392,45 g/mol

Ausbeute: <10 %
MS (ESI, m/z): M+Na
IR (ATR): 2930 (m, aliphat CH)

1700 (sCOOC;Hs)
1661 (W, NC=C-COOGHs)

'H-NMR: & [ppm, CDC}, 400 MHz]: 1,15 (t, 6 HiJchych, = 7,0 Hz, O-CH-CHy);
4,04 (9, 4 H3Jcmych, = 7,0 Hz, O-G1,-CHg); 4,57 (s, 2 H, N-El,); 4,88
(s, 1 H, 4-H); 7,13-7,41 (m, 9 H, 2-,6-H, BB'-Tdits AA'BB'-Systems
3-,5-H des Pyr, Ar-H desN-Bn); 8,45 (m, 2H, AA'-Teil des
AA'BB'-Systems 2-,6-H des Pyr)
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Diethyl-1-benzyl-4-(4-methoxyphenyl)-1,4-dihydropyrdin-3,5-dicarboxylat (11)

Die Verbindungll wurde nach AAV 1 aus 4-Methoxybenzaldehyd, Etlgfoolat und
Benzylamin in Form gelber Kristalle erhalten. Digperimentellen Daten stimmen mit der
Literatur GbereinKilgeroth, 2000).

Summenformel: eH-7NOs
Molare Masse: 421,49 g/mol

Diethyl-1-(4-methoxybenzyl)-4-phenyl-1,4-dihydropyidin-3,5-dicarboxylat (12)

Die Verbindungl2 wurde nach AAV 1 aus Benzaldehyd, Ethylpropiolandu

4-Methoxybenzylamin in Form gelber Kristalle erlalt

Summenformel: esH27NOs
Molare Masse: 421,49 g/mol
Ausbeute: 84 %
Schmelzbereich:  102-103 °C
MS (ESI, m/z): M+H

IR (ATR): 2992 (m, aliphat. CH)
2932 (m, aliphat. CH)
1700 (sCOOC;Hs)
1620 (m, NE=C-COOGH?5)

EA: gef.: C 71,01 %; H 6,47 %; N 3,30 %
ber.: C 71,24 %; H 6,46 %; N 3,32 %
'H-NMR;: 5 [ppm, CDC4, 400 MHz]: 1,15 (t, 6 H3Jcrych, = 7,0 Hz, O-CH-CH3);

3,81 (s, 3H, O-B3); 4,04 (q, 4 H,E’JCHZ/CH3 = 7,0 Hz, O-G1,-CHy); 4,50
(s, 2H, N-CH,); 4,87 (s, 1 H, 4-H); 6,91 (m, 2H, BB'-Teil des
AA'BB'-Systems CHCgH4-O-CHg); 7,08-7,25 (m, 9 H, 2-,6-H, Ar-H
des Ph, AA'-Teil des AA'BB'-Systems GlidsH 4-O-CHs)
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Diethyl-1-benzyl-4-(4-hydroxyphenyl)-1,4-dihydropyiidin-3,5-dicarboxylat (13)

Die Verbindundl3 wurde aus 4-Hydroxybenzaldehyd, Ethylpropiolat Behzylamin in

Form gelber Kristalle erhalt nach AAV len.

Summenformel:
Molare Masse:
Ausbeute:
Schmelzbereich:
MS (ESI, m/z):
IR (ATR):

EA:

'H-NMR:

@uH2sNOs
407,46 g/mol
34 %
144-146 °C
M+Na&

3419 (s, br, OH)

2987 (s, aliphat. CH)
1696 (sCOOC;Hs)

1663 (s, NE=C-COOGHS5)

gef.: C 70,39 %; H 6,21 %; N 3,42 %
ber.: C 70,74 %; H 6,18 %; N 3,44 %

d [ppm, CDC4, 400 MHz]: 1,16 (t, 6 H?JCHs,CHZ = 7,0 Hz, O-CH-CHy3);
4,05 (q, 4 H,3JCHZ/CH3 = 7,0 Hz, O-®1,-CHj3); 4,55 (s, 2 H, N-Bl,); 4,81
(s, 1H, 4-H); 497 (s, 1H, 84,0H); 6,62 (m, 2H, BB'-Teil des
AA'BB'-Systems  G@H4-OH); 7,10 (m, 2H, AA-Teil des
AA'BB'-Systems @H4-OH); 7,23—-7,41 (m, 7 H, 2-,6-H, Ar-H dékBn)

Diethyl-1-benzyl-4-(3-hydroxyphenyl)-1,4-dihydropyidin-3,5-dicarboxylat (14)

Die Verbindungl4 wurde nach AAV 1 aus 3-Hydroxybenzaldehyd, Ethggpolat und

Benzylamin in Form gelber Kristalle erhalten.

Summenformel:
Molare Masse:
Ausbeute:
Schmelzbereich:
MS (ESI, m/z):
IR (ATR):

EA:

@sH2sNOs
407,46 g/mol
37 %
129-132 °C
M+H

3395 (s, OH)

2987 (m, aliphat. CH)
1697 (sCOOC;Hs)

1668 (s, Ne=C-COOGHs)

gef.: C 70,39 %; H 6,20 %; N 3,43 %
ber.: C 70,74 %; H 6,18 %; N 3,44 %
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'H-NMR;:

& [ppm, CDC}, 400 MHz]: 1,16 (t, 6 HiJchych, = 7,0 Hz, O-CH-CHy)
4,06 (g, 4 H,%Jchych, = 7,0 Hz, O-@1,-CHa); 4,56 (s, 3 H, GH,-OH,
CHy-CgHa); 4,84 (s, 1 H, 4-H): 6,59 (,d”, 1 HJa-H des ph= 7,8 Hz, 4-H
des Ph); 6,65 (,s”, 1 H, 2-H des Ph) 6,84 (,d”, 1°BA-n ges pn= 7,8 Hz,
6-H des Ph); 7,06 (,t", 1 HJa-n des pr= 7,8 Hz, 5-H des Ph); 7,24-7,42
(m, 7 H, 2-,6-H, Ar-H de&l-Bn)

Diethyl-1-benzyl-4-(4-benzyloxyphenyl)-1,4-dihydrogridin-3,5-dicarboxylat (15)

Die Verbindungl5 wurde nach AAV 1 aus 4-Benzyloxybenzaldehyd, Eihypiolat und

Benzylamin als gelbes, dickfliissiges Ol erhalteas @us Diethylether zu einem gelben

Feststoff kristallisierte.

Summenformel:
Molare Masse:
Ausbeute:
Schmelzbereich:
MS (ESI, m/z):
IR (ATR):

EA:

'H-NMR:

€iH31NOs
497,58 g/mol
79 %
124-126 °C
M+Na

2982 (m, aliphat. CH)
1696 (sCOOC;Hs)
1666 (m, NE=C-COOGHS5)

gef.: C 74,83 %; H 6,25 %; N 2,82 %
ber.: C 74,83 %; H 6,28 %; N 2,81 %

d [ppm, CDC4, 400 MHz]: 1,16 (t, 6 H?JCHs,CHZ = 7,0 Hz, O-CH-CHy3);
4,05 (q, 4 H,3JCHZ/CH3 = 7,0 Hz, O-®1,-CHj3); 4,56 (s, 2 H, N-@l,); 4,83
(s, 1 H, 4-H); 4,98 (s, 2 H, OKG-CgHs); 6,81 (m, 2 H, BB'-Teil des
AA'BB'-Systems 3-,5-H des Ph); 7,16 (m, 2H, AAHTeales
AA'BB'-Systems 2-,6-H des Ph); 7,23-7,41 (m, 12H6-H, Ar-H des
N-Bn, Ar-H desO-Bn)
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Diethyl-1-benzyl-4-(3-benzyloxyphenyl)-1,4-dihydrogridin-3,5-dicarboxylat (16)

Nach AAV 1 wurde aus 3-Benzyloxybenzaldehyd, Ethyfpolat und Benzylamin ein
gelbbraunes Ol erhalten. Durch anschlieRende mdigend&Extraktion mit siedendem
Petroleumbenzin (niedrigsiedend, 30-50 °C) konntecht umgesetzte Ausgangsstoffe
entfernt werden. Ubrig blieb die Verbinduh§ als dunkelgelbes, dickflissiges Ol, das uber
Phosphor(V)-oxid getrocknet wurde.

Summenformel: &H31NOs
Molare Masse: 497,58 g/mol

Ausbeute: 44 %
MS (ESI, m/z): M+H
IR (ATR): 2982 (w, aliphat. CH)

1696 (sCOOC,Hs)
1661 (M, NE=C-COOGHs)

H-NMR: & [ppm, CDC}, 400 MHz]: 1,16 (t, 6 HiJchych, = 7,0 Hz, O-CH-CHy);
4,05 (g, 4 HJcmych, = 7,0 Hz, O-G1,-CHg); 4,55 (s, 2 H, N-El,); 4,88
(s, 1H, 4-H); 494 (s, 2H, OH»CeHs); 6,74 (,d", 1H,
*Jarti des ph= 8,0 Hz, 4-H des Ph); 6,90-6,91 (m, 2 H, 2-,645 dPh);
7,11 (", 1 H, 3Ja-h ges ph= 8,0 Hz, 5-H des Ph); 7,24-7,41 (m, 12 H,
2-,6-H, Ar-H desN-Bn, Ar-H desO-Bn)

Diethyl-1-(3-benzyloxybenzyl)-4-phenyl-1,4-dihydrogridin-3,5-dicarboxylat (17)

Die Verbindungl7 wurde nach AAV 1 aus Benzaldehyd, Ethylpropiolandu
3-Benzyloxybenzylamin 4) als gelb-oranges Ol erhalten. Die Reinigung gtéol
saulenchromatographisch mit Laufmittel 6 als Ehsgimittel. Danach wurden die Produkt
enthaltenden Fraktionen vereinigt und das Elutiatishunter vermindertem Druck entfernt.

Das so erhaltene orangefarbige, dickfliissige Obenitber Phosphor(V)-oxid getrocknet.

Summenformel: 6iH31NOs
Molare Masse: 497,58 g/mol

Ausbeute: 71 %
MS (ESI, m/z): M+Na
IR (ATR): 2982 (w, aliphat. CH)

1696 (SCOOC;Hs)
1662 (W, NC=C-COOGHs)
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'H-NMR: 3 [ppm, CDC4, 400 MHz]: 1,16 (t, 6 H?JCHs,CHZ = 7,0 Hz, O-CH-CHy);
4,02 (q, 4 H,3JCH2/CH3 =7,0 Hz, O-®1,-CH3) 4,53 (s, 2 H, N-B); 4,89
(s, 1H, 4-H); 505 (s, 2H, OGCHs); 6,86 (,d’, 1H,
Jart desn-Bn = 7,7 Hz, 4-H deN-Bn); 6,87 (,s”, 1 H, 2-H deN-Bn);
6,93 (,d", 1 H, *Ja-tdesnen = 9,7 Hz, 6-H desN-Bn); 7,10-7,43 (m,
13 H, 2-,6-H, Ar-H des Ph, 5-H dékBn, Ar-H desO-Bn)

Diethyl-1-(4-benzyloxybenzyl)-4-phenyl-1,4-dihydrogridin-3,5-dicarboxylat (18)

Die Verbindungl8 wurde nach AAV 1 aus Benzaldehyd, Ethylpropiolaindu
4-Benzyloxybenzylamin 3) als gelb-oranges Ol erhalten. Die Reinigung gtéol
saulenchromatographisch mit Laufmittel 6 als Ehsimittel. Danach wurden die Produkt
enthaltenden Fraktionen vereinigt und das Elutiatishunter vermindertem Druck entfernt.
Das so erhaltene orangefarbige, dickfliissige Obenitber Phosphor(V)-oxid getrocknet.

Summenformel: €iH31NOs

Molare Masse: 497,58 g/mol HC 9 o s
Ausbeute: 50 % N

MS (ESI, m/z):  M+NA /©)

IR (ATR): 2987 (w, aliphat. CH) @o 18

1696 (sCOOC;Hs)
1661 (W, NC=C-COOGHs)

'H-NMR: & [ppm, CDC}, 400 MHz]: 1,15 (t, 6 HiJchych, = 7,0 Hz, O-CH-CHy);
4,04 (q, 4 |‘|,3v.]c;|-|2/(;|-|3 =7,0 Hz, O-(Hz-CHg); 4,49 (S, 2H, N-Gz); 4,87
(s, 1 H, 4-H); 5,07 (s, 2 H, OHG;-CgHs); 6,98 (m, 2 H, BB'-Teil des
AA'BB-Systems 3-,5-H de&l-Bn); 7,08-7,41 (m, 14 H, 2-,6-H, Ar-H
des Ph, AA'-Teil des AA'BB'-Systems 2-,6-H d¢8n, Ar-H desO-Bn)
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7.2.4 Synthese der dimeren 1,4-Dihydropyridine

Tetraethyl-3,9-dibenzyl-6,12-bis(4-methoxyphenyl)-®-diazapentacyclo-
[6.4.0.6°".0".0°'Ydodecan-1,5,7,11-tetracarboxylat (19)

Die Verbindundgl9 wurde sowohl durch Festkérperdimerisierung (nadkVAR) als auch
durch Lésungsdimerisierung (nach AAV 3) dlsin Form farbloser Kristalle erhalten. Die

experimentellen Daten stimmen mit der LiteraturrébeHilgeroth, 2000).

Summenformel: 6oH54N2010
Molare Masse: 842,97 g/mol

Tetraethyl-3,9-bis(4-methoxybenzyl)-6,12-diphenyl-®-diazapentacyclo-
[6.4.0.0°".0"~0°'Ydodecan-1,5,7,11-tetracarboxylat (20)

Die Verbindung20 wurde sowohl durch Festkérperdimerisierung (nadiVAR) als auch

durch Losungsdimerisierung (nach AAV 3) disin Form farbloser Kristalle erhalten.

Summenformel: 6oHs54N2010
Molare Masse: 842,97 g/mol
Ausbeute: 95 % (AAV 2)

78 % (AAV 3)
Schmelzbereich:  202-205 °C
MS (ESI, m/z): M+Na

IR (ATR): 2978 (s, aliphat. CH)
1721 (sCOOGC,Hs)
'H-NMR: & [ppm, CDCh, 500 MHz]: 0,99 (t, 12 H, JopycH, = 7,0 Hz,

O-CH,-CH3); 3,79 (s, 6 H, O-83); 3,98 (g, 8 H, Jnych, = 7,0 Hz,
O-CH»-CHs); 4,26 (s, 4 H, 2-,4-,8-,10-H); 4,28 (s, 2 H, @-H); 4,42 (s,
4 H, N-CH); 6,82 (m, 4 H, BB'-Teil des AA'BB'-Systems 3-,5d#s
N-Bn); 7,10 (m, 6 H, 3-,4-,5-H des Ph); 7,21-7,26 &M, AA'-Teil des
AA'BB'-Systems 2-,6-H ded-Bn, 2-,6-H des Ph)
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Tetraethyl-3,9-dibenzyl-6,12-bis(4-hydroxyphenyl)-®-diazapentacyclo-
[6.4.0.0"".0"*%.0°'Ydodecan-1,5,7,11-tetracarboxylat (21)

Die Verbindung21 wurde durch Ldsungsdimerisierung (nach AAV 3) diBsals weilder

Feststoff erhalten.

Summenformel:
Molare Masse:
Ausbeute:
Schmelzbereich:
MS (ESI, m/z):
IR (ATR):

'H-NMR:

4sHs0N2010
814,92 g/mol
58 %
231-233 °C
M+H

3379 (s, br, OH)
2982 (s, aliphat. CH)
1705 (sCOOC:H5)

3 [ppm, DMSO-d6, 400 MHz]: 0,97 (t, 12 H?JCH3/CH2 =7,0 Hz,
O-CH,-CH3); 3,92 (q, 8 H,3JCHZ/CH3 =7,0 Hz, O-G1,-CHy); 4,08 (s, 4 H,
2-,4-.8-,10-H); 4,14 (s, 2 H, 6-,12-H); 4,40 (sH4N-CH,); 6,47 (m,
4 H, BB'-Teil des AA'BB'-Systems 3-,5-H des Ph)9@,(m, 4 H,
AA'-Teil des AA'BB'-Systems 2-,6-H des Ph); 7,2&82/(m, 10 H, Ar-H
desN-Bn); 9,16 (s, 2 H, gHs-OH)

Tetraethyl-3,9-dibenzyl-6,12-bis(3-hydroxyphenyl)-®-diazapentacyclo-
[6.4.0.0"".0"%.0°'Ydodecan-1,5,7,11-tetracarboxylat (22)

Die Verbindung22 wurde durch Lésungsdimerisierung (nach AAV 3) adsn Form weilder

Kristalle erhalten.

Summenformel:
Molare Masse:
Ausbeute:
Schmelzbereich:
MS (ESI, m/z):
IR (ATR):

H-NMR:

4sH50N2010
814,92 g/mol
47 %
218-225 °C
M+Na

3384 (s, OH)
2982 (m, aliphat. CH)
1716 (sCOOC:Hs)

& [ppm, DMSO-d6, 400 MHz]: 0,96 (t, 12 H3Jchych, = 7,0 Hz,
O-CH,-CH3); 3,93 (g, 8 HJchych, = 7,0 Hz, O-G1,-CHa); 4,06 (s, 4 H,
2-,4-,8-10-H); 4,17 (s, 2 H, 6-,12-H); 4,40 (sHAN-CH,); 6,55 (m,
3Jar-H des ph= 8,0 Hz, 4 H, 6-,5-H des Ph): 6,69 (,s*, 2 H, 2dds Ph);
6,89 (,t*, 2 H, *Ja-t despn= 8,0 Hz, 5-H des Ph); 7,24-7,27 (m, 10 H,
Ar-H desN-Bn); 9,11 (s, 2 H, gH4-OH)

22
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Tetraethyl-3,9-dibenzyl-6,12-bis(4-benzyloxyphenyB,9-diazapentacyclo-
[6.4.0.6°".0".0°'Ydodecan-1,5,7,11-tetracarboxylat (23)

Die Verbindung23 wurde durch Ldsungsdimerisierung (nach AAV 3) dufsin Form

farbloser Kristalle erhalten.

Summenformel: 62Hs2N2010
Molare Masse: 995,16 g/mol
Ausbeute: 76 %
Schmelzbereich:  182-185 °C
MS (ESI, m/z): M+H

IR (ATR): 2983 (s, aliphat. CH)
1726 (S,COOC2H5)
EA: gef.: C 74,47 %; H 6,25 %; N 2,83 % 23
ber.: C 74,83 %; H 6,28 %; N 2,81 %
'H-NMR: & [ppm, CDCh, 400 MHz]: 0,98 (t, 12 H, JouycH, = 7,0 Hz,

O-CH,-CH3); 3,96 (0, 8 HJchych, = 7,0 Hz, O-G1,-CHg); 4,21 (s, 2 H,
6-,12-H); 4,24 (s, 4 H, 2-,4-,8-,12-H); 4,45 ($14N-CH>); 4,98 (s, 4 H,
O-CH,-CgH5s); 6,67 (m, 4 H, BB'-Teil des AA'BB'-Systems 3-,5d¢s

Ph); 7,12 (m, 4 H, AA-Teil des AA'BB'-Systems 2H6des Ph); 7,23—
7,41 (m, 20 H, Ar-H deBl-Bn, Ar-H desO-Bn)

Tetraethyl-3,9-dibenzyl-6,12-bis(3-benzyloxyphenyiB,9-diazapentacyclo-
[6.4.0.0"".0"~0°'Ydodecan-1,5,7,11-tetracarboxylat (24)

Die Verbindung24 wurde durch Lésungsdimerisierung (nach AAV 3) &6sn Form weil3er

Kristalle erhalten.

Summenformel: &2Hes2N2010
Molare Masse: 995,16 g/mol
Ausbeute: 46 %
Schmelzbereich:  169-178 °C
MS (ESI, m/z): M+H

IR (ATR): 2977 (m, aliphat. CH)
1725 (sCOOC:H5s)
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H-NMR: & [ppm, CDCh, 500 MHz]: 0,97 (t, 12 H, 3JcuycH, = 7,0 Hz,
O-CH,.CH3); 3,97 (q, 8 HJcrycH, = 7,0 Hz, O-G1,-CHa); 4,25 (s, 4 H,
2-,4-,8-,10-H); 4,27 (s, 2 H, 6-,12-H); 4,46 ($14N-CH>); 4,88 (s, 4 H,
O-CHz-CeHs); 6,72 (,,d”, 2 H,SJAr.H des Ph— 7,7 HZ, 4-H des Ph), 6,80
(,d", 2 H, *Jart ges pn= 7,7 Hz, 6-H des Ph); 6,96 (,s”, 2 H, 2-H des:Ph)
6,99 (,t", 2 H, *Ja-H despn= 7,7 Hz, 5-H des Ph); 7,17-7,35 (m, 20 H,
Ar-H desN-Bn, Ar-H desO-Bn)

Tetraethyl-3,9-bis(3-benzyloxybenzyl)-6,12-dipheny8,9-diazapentacyclo-
[6.4.0.0"".0"~0°'Ydodecan-1,5,7,11-tetracarboxylat (25)

Die Verbindung25 wurde durch Ldsungsdimerisierung (nach AAV 3) dusin Form
farbloser Kristalle erhalten.

Summenformel: 62Hes2N2010 @
Molare Masse: 995,16 g/mol

Ausbeute: 45 %
Schmelzbereich: 119-126 °C

MS (ESI, m/z): M+H @_/0
IR (ATR): 2981 (m, aliphat. CH)

1725 (sCOOC;Hs) 25
EA: gef.: C 74,81 %; H 6,31 %; N 2,80 %
ber.: C 74,83 %; H 6,28 %; N 2,81 %
H-NMR: & [ppm, DMSO-d6, 400 MHz]: 0,93 (t, 12 H3JcuycH,= 7,0 Hz,

O-CH,-CH3); 3,92 (q, 8 H,3JCHZ/CH3 =7,0 Hz, O-G1,-CHy); 4,17 (s, 4 H,
2-,4-,8-,10-H); 4,27 (s, 2 H, 6-,12-H); 4,44 (H4N-CH,); 4,77 (s, 4 H,
O-CH-CgHs); 6,87-6,90 (m, 4 H, 2-,4-H dé&Bn); 7,06—7,22 (m, 10 H,
3-,4-,5-H des Ph, 5-,6-H dé&Bn); 7,30-7,38 (m, 14 H, 2-,6-H des Ph,
Ar-H desO-Bn)
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Tetraethyl-3,9-bis(4-benzyloxybenzyl)-6,12-dipheny8,9-diazapentacyclo-
[6.4.0.0°".0".0°'Ydodecan-1,5,7,11-tetracarboxylat (26)

Die Verbindung26 wurde durch Ldsungsdimerisierung (nach AAV 3) d& in Form

farbloser Kristalle erhalten.

Summenformel: &2He2N2010
Molare Masse: 995,16 g/mol
Ausbeute: 10 %
Schmelzbereich:  165-175 °C

o
MS (ESI, m/z): M+Na
IR (ATR): 2982 (m, aliphat. CH)
2928 (m, aliphat. CH) 26
2854 (m, aliphat. CH)
1732 (sCOOC:Hs)
EA: gef.: C 74,47 %; H 6,31 %; N 2,79 %
ber.: C 74,83 %; H 6,28 %; N 2,81 %
'H-NMR: & [ppm, CDCh, 500 MHz]: 0,97 (t, 12 H, *JopycH, = 7,0 Hz,

O-CH,-CH3); 3,96 (0, 8 HJchych, = 7,0 Hz, O-G1,-CHa); 4,25 (s, 4 H,
2-,4-,8-,10-H); 4,26 (s, 2 H, 6-,12-H); 4,40 ($514N-CH>); 5,03 (s, 4 H,
O-CH,-CgH5s); 6,88 (m, 4 H, BB'-Teil des AA'BB'-Systems 3-,5d¢s

N-Bn); 7,03-7,10 (m, 6 H, 3-,4-,5-H des Ph); 7,1854m, 8 H, 5-H des
Ph, AA'-Teil des AA'BB'-Systems 2-,6-H deds$-Bn); 7,29-7,45 (m,
10 H, Ar-H de<0-Bn)

Tetraethyl-3,9-dibenzyl-6,12-bis(4-pyridyl)-3,9-diaapentacyclo[6.4.0.0".0*.0>19-
dodecan-1,5,7,11-tetracarboxylat (27)

Die Verbindung27 wurde durch Loésungsdimerisierung (nach AAV 3) @ in Form

farbloser Kristalle erhalten.

Summenformel: GsH48N4Og
Molare Masse: 784,90 g/mol
Ausbeute: 13 %
Schmelzbereich:  225-233 °C
MS (ESI, m/z): M+H

IR (ATR): 2923 (m, aliphat. CH) HC s 27
1728 (sCOOC;Hs)
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H-NMR: & [ppm, CDCh, 400MHz]: 0,96 (t, 12 H, 3JcmycH, = 7,0 Hz,
O-CH,-CH3); 3,95 (4, 8 H3Jchych, = 7,0 Hz, O-G1,-CHa); 4,26 (s, 4 H,
2-,4-,8-10-H); 4,27 (s, 2 H, 6-,12-H); 4,47 (sHAN-CH,); 7,19-7,29
(m, 14 H, BB'-Teil des AA'BB'-Systems 3-,5-H deg ,PAr-H desN-Bn);
8,20 (m, 4 H, AA-Teil des AA'BB'-Systems 2-,6-Hsdeyr)

Tetraethyl-3,9-dibenzyl-6,12-bis(3-pyridyl)-3,9-diazapentacyclo[6.4.0.8".0* 1. 0°9-
dodecan-1,5,7,11-tetracarboxylat (28)

Die Verbindung28 wurde durch Losungsdimerisierung (nach AAV 3) aus Form farbloser

Kristalle erhalten.

Summenformel: GsH4sN4Og
Molare Masse: 784,90 g/mol
Ausbeute: <10 %
Schmelzbereich:  209-217 °C
MS (ESI, m/z): M+H

IR (ATR): 2986 (m, aliphat. CH)
1726 (SCOOC,Hs)
EA: gef.: C 70,07 %; H 6,13 %; N 7,11 %
ber.: C 70,39 %; H 6,16 %; N 7,14 %
H-NMR: & [ppm, CDCh 400MHz]: 1,01 (t, 12 H, 3JcuycH, = 7,0 Hz,

O-CH,-CH3); 4,00 (g, 8 H3Jchych, = 7,0 Hz, O-G1,-CHa); 4,27 (s, 2 H,
6-,12-H); 4,28 (s, 4 H, 2-,4-,8-,10-H); 4,45 (sHAN-CH); 6,97 (m,
2 H, *Jach des pyr= 5,0 HZ,%Jart des pyr= 8,0 Hz, 5-H des Pyr); 7,27-7,32
(m, 10 H, Ar-H desN-Bn); 7,58 (,d*, 2 H,%Jart des pyr= 8,0 Hz, 4-H des
Pyr); 8,36 (,d* 2 H,*Ja-H des pyr= 5,0 Hz, 6-H des Pyr); 8,42 (,s", 2 H,
2-H des Pyr)

Tetraethyl-6,12-diphenyl-3,9-bis(3-picolyl)-3,9diaapentacyclo[6.4.0.6".0**.0°19-
dodecan-1,5,7,11-tetracarboxylat (29)

Die Verbindung29 wurde durch Losungsdimerisierung (nach AAV 3) &urs Form weil3er

Kristalle erhalten.

Summenformel: GsH4sN4Og
Molare Masse: 784,90 g/mol
Ausbeute: 49 %
Schmelzbereich:  249-250 °C
MS (ESI, m/z): M+H
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IR (ATR):

'H-NMR:

2986 (m, aliphat. CH)
1720 (sCOOC:H5s)

& [ppm, CDCh, 400 MHz]: 0,97 (t, 12 H, 3Jcmych, = 7,0 Hz,
O-CH,-CH3); 3,99 (4, 8 H3Jchych, = 7,0 Hz, O-G1,-CHa); 4,24 (s, 4 H,
2-,4-,8-,10-H); 4,25 (s, 2 H, 6-,12-H); 4,48 (sHAN-CH,); 7,10-7,20
(M, 12 H, *Jar-r desn-pic = 4,6 HZ, *Jar-n desn-pic = 7,3 Hz, 5-H deN-Pic,
Ar-H des Ph); 7,59 (,d“, 2 HJa-n desn-pic = 7,3 Hz, 4-H dedl-Pic); 8,51
(,d“, 2 H, *Jart desnpic = 4,6 Hz, 6-H dedl-Pic); 8,55 (,d“, 2 H, 2-H des
N-Pic)

Tetramethyl-6,12-diphenyl-3,9-bis(4-picolyl)-3,9-dizapentacyclo[6.4.0.9".0*11.0°19-
dodecan-1,5,7,11-tetracarboxylat (30)

Die Verbindung30 wurde durch Losungsdimerisierung (nach AAV 3) aus Form farbloser

Kristalle erhalten.

Summenformel:
Molare Masse:
Ausbeute:
Schmelzbereich:
MS (ESI, m/z):
IR (ATR):

EA:

'H-NMR;:

GpH40N4Os
728,79 g/mol
83 %
255-262 °C
M+H

2951 (w, aliphat. CH)
1728 (sCOOCH) 30

gef.: C 69,19 %; H 5,55 %; N 7,65 %
ber.: C 69,22 %; H 5,53 %; N 7,69 %

d [ppm, CDC4, 400 MHz]: 3,54 (s, 12 H, OHxs); 4,24 (s, 4 H,
2-,4-,8-,10-H); 4,25 (s, 2 H, 6-,12-H); 4,48 (sH4AN-CHy); 7,11-7,15
(m, 14 H, BB'-Teil des AA'BB'-Systems 3-,5-H dédPic, Ar-H des Ph);
8,48 (m, 4 H, AA'-Teil des AA'BB'-Systems 2-,6-Hsd¢-Pic)
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7.2.5 Synthese der Zielverbindungen

7.2.5.1 Reduktion mit Lithiumaluminiumhydrid

3,9-Dibenzyl-1,5,7,11-tetrakishydroxymethyl-6,12-gihenyl-3,9-diazapentacyclo-
[6.4.0.0"".0"%.0°'Ydodecan (31)
Die Substan81 wurde freundlicherweise voW. Hilgeroth zur Verfigung gestellt. Die

experimentellen Daten stimmen mit der LiteraturréiveHilgeroth, 2000).

Summenformel: GoH42N204
Molare Masse: 614,77 g/mol

31

3,9-Dibenzyl-1,5,7,11-tetrakishydroxymethyl-6,12-Isi(4-methoxyphenyl)-3,9-
diazapentacyclo[6.4.0.0".0*'1.0°>!%dodecan (32)

Die Verbindung82 wurde nach AAV 4 ausl9 und Lithiumaluminiumhydrid in
Tetrahydrofuran hergestellt und als weil3er Fedtstdfialten. Die experimentellen Daten

stimmen mit der Literatur Ubereikli{geroth, 2000).

Summenformel: H46N205

Molare Masse: 674,82 g/mol

32
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1,5,7,11-Tetrakishydroxymethyl-3,9-bis(4-methoxybezyl)-6,12-diphenyl-3,9-
diazapentacyclo[6.4.0.0".0**.0>*%dodecan (33)
Die VerbindungB3 wurde nach AAV 4 aus20 und Lithiumaluminiumhydrid in

Tetrahydrofuran hergestellt und als weil3er Fedtstbialten.

Summenformel: H46N205

Molare Masse: 674,82 g/mol O,% %
Ausbeute: 55 % N
Schmelzbereich:  197-202 °C g 3
MS (ESI, m/z): M+H HaC~g

IR (ATR): 3458 (m, br, OH) .

2913 (m, aliphat. CH)
1607 (m, aromat. C=C)
1512 (m, aromat. C=C)

'H-NMR: 8 [ppm, CDC}, 400 MHz]: 2,93 (s, 4 H, 2-,4-,8-,10-H); 3,11 (ARl
des ABX-Systems, 8 H:Jag = 10,4 Hz, *Jchyon = 4,5 Hz, ®,-OH);
3,65 (s, 2 H, 6-,12-H); 3,74 (s, 6 H, QH4Q); 4,05 (s, 4 H, N-El,); 4,40
(X-Teil des ABX-Systems, 4 Hopch, = 4,5 Hz, CH-OH); 6,87 (m,
4 H, BB'-Teil des AA'BB'-Systems 3-,5-H diisBn); 7,00-7,13 (m, 6 H,
3-,4-5-H des Ph); 7,24-7,27 (m, 6 H, AA'-Teil d&8'BB'-Systems
2-,6-H desN-Bn, 2-H des Ph); 7,81 (,d”, 2 HJarh ges pn= 7,6 Hz, 6-H
des Ph)

3,9-Dibenzyl-6,12-bis(4-benzyloxyphenyl)-1,5,7,1 trakishydroxymethyl-3,9-
diazapentacyclo[6.4.0.6".0*'.0°>*%dodecan (34)

Die Verbindung84 wurde nach AAV 4 aus23 und Lithiumaluminiumhydrid in

Tetrahydrofuran hergestellt und als weil3er Fedtstbialten.

Summenformel: &H54N206
Molare Masse: 827,02 g/mol
Ausbeute: 66 %
Schmelzbereich:  245-251 °C
MS (ESI, m/z): M+H
IR (ATR): 3445 (s, OH)

3369 (s, OH) OH

2918 (s, aliphat. CH)

2880 (s, aliphat. CH)

34

1607 (m, aromat. C=C)
1514 (s, aromat. C=C)
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H-NMR:

8 [ppm, DMSO-d6, 500 MHz]: 2,93 (s, 4H, 2-4-8-H) 3,13
(AB-Teil des ABX-Systems, 8 HZ2Jug = 10,5 Hz, *Jchjon = 4,5 Hz,
CH»-OH); 3,60 (s, 2 H, 6-,12-H); 4,10 (s, 4 H, NHg); 4,40 (X-Teil des
ABX-Systems, 4 H, 3JOH/CH2=4,5 Hz, CH-OH); 5,03 (s, 4H,
O-CH2-CgHs); 6,56 (,d”, 2 H, 3Janh ges pn= 8,8 Hz, 5-H des Ph); 6,77
(,d". 2H, 3JHdespn=8,3Hz, 3-H des Ph); 7,19 (d", 2H,
Jar-H des ph= 8,3 Hz, 2-H des Ph); 7,32—7,47 (m, 20 H, Ar-t teBn,
Ar-H desO-Bn); 7,67 (,d”, 2 H,3Ja-t des pn= 8,8 Hz, 6-H des Ph)

3,9-Dibenzyl-6,12-bis(3-benzyloxyphenyl)-1,5,7,1 trakishydroxymethyl-3,9-
diazapentacyclo[6.4.0.0".0**.0>*%dodecan (35)

Die Verbindung85 wurde nach AAV 4 aus24 und Lithiumaluminiumhydrid in
Tetrahydrofuran hergestellt und als weil3er Fedtstbialten.

Summenformel:
Molare Masse:
Ausbeute:

Schmelzbereich:

MS (ESI, m/z):
'H-NMR;:

64H54N 206
827,02 g/mol
29 %
111-117 °C
M+Na&

8 [ppm, DMSO-d6, 500 MHz]: 2,95 (s, 4H, 2-4-8-#) 3,15
(AB-Teil des ABX-Systems, 8 H, i€,-OH); 3,68 (s, 2 H, 6-,12-H); 4,17
(s, 4 H, N-GH,); 4,44 (X-Teil des ABX-Systems, 4 H, GIDH); 4,84 (s,
2H, O-CH,-CeHs); 5,01 (s, 2H, O-8,-CeHs); 6,71 (d*, 1H,
34ssHdesph=10,8Hz, 4-H des Ph 6,78 (,d°, 1H,
334s5-1 des o = 10,8 Hz, 4-H des Bj 6,96 (,s“, 1 H, 2-H des P}y 7,04
(m, 3 H, 2-H des Ph5-H des Phund PR); 7,20-7,45 (m, 21 H, 6-H des
PH,Ar-H des N-Bn, Ar-H des O-Bn); 7,63 (,d 1H,
336-/5-H des P = 8,7 Hz, 6-H des Ph

35
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3,9-Bis(3-benzyloxybenzyl)-1,5,7,11-tetrakishydroxyiethyl-6,12-diphenyl-3,9-
diazapentacyclo[6.4.0.0".0*.0>*%dodecan (36)

Die Verbindung836 wurde nach AAV 4 aus25 und Lithiumaluminiumhydrid in

Tetrahydrofuran hergestellt und als weil3er Fedtstbialten.

Summenformel: €H54N-05

Molare Masse: 827,02 g/mol

Ausbeute: 69 % o}

Schmelzbereich:  219-225 °C Q_/ 36

MS (ESI, m/z): M+H

'H-NMR: d [ppm, DMSO-d6, 500 MHz]: 2,96 (s, 4H, 2-,4-8-H) 3,16

(AB-Teil des ABX-Systems, 8 HZ2Jag = 10,4 Hz, *Jchjon = 4,4 Hz,
CH,-OH); 3,65 (s, 2 H, 6-,12-H); 4,12 (s, 4 H, NHg); 4,50 (X-Teil des
ABX-Systems, 4 H, %Jowch, = 4,4 Hz, CH-OH); 491 (s, 4H,
O-CHz-CeHs); 6,85 (,,dd“, 2 H, 3\]Ar—H desn-Bn = 8,0 Hz,
UnHdesnen=2,4Hz, 4-H des N-Bn); 6,89 (,dd*, 2H,
3Jar-H desnen = 7,6 HZ, *Jah desnen = 2,4 Hz, 6-H deN-Bn); 6,95 (,s“

2 H, 2-H desN-Bn); 7,00-7,12 (m, 6 H, 3-,4-,5-H des Ph); 7,21, @ H,

3Jar-H desnven = 7,6 HZ, *Jarti desnen = 8,0 Hz, 5-H desN-Bn); 7,28-7,40
(m, 12H, 2-H des Ph, Ar-H desO-Bn); 7,81 (,d“ 2H,
3Jar-H des ph= 7,4 Hz, 6-H des Ph)

3,9-Bis(4-benzyloxybenzyl)-1,5,7,11-tetrakishydroxyethyl-6,12-diphenyl-3,9-
diazapentacyclo[6.4.0.0".0*'1.0°>*%dodecan (37)

Die VerbindungB7 wurde nach AAV 4 aus26 und Lithiumaluminiumhydrid in

Tetrahydrofuran hergestellt und als weil3er Fedtstbialten.

Summenformel: €4H54N>0Og
Molare Masse: 827,02 g/mol
Ausbeute: 37 %

Schmelzbereich: 225-231 °C
MS (ESI, m/z): M+H o

37
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'H-NMR: § [ppm, DMSO-d6, 400 MHz]: 2,91 (s, 4H, 2-4-8-H 3,14
(AB-Teil des ABX-Systems, 8 HZ2Jug = 10,5 Hz, *Jcnjon = 4,3 Hz,
CH-OH); 3,57 (s, 2 H, 6-,12-H); 4,03 (s, 4 H, NHQ); 4,46 (X-Teil des
ABX-Systems, 4 H, 3JOH/CH2=4,3 Hz, CH-OH); 5,08 (s, 4H,
0O-CH2-C¢Hs); 6,93 (m, 4 H, BB'-Teil des AA'BB'-Systems 3-,5dés
N-Bn); 7,03-7,10 (m, 6H, 3-4-5-H des Ph); 7,2247(m, 6 H,
3Jart des ph= 8,6 Hz, AA'-Teil des AA'BB'-Systems 2-,6-H d&sBn, 2-H
des Ph); 7,31-7,45 (m, 10H, Ar-H de3-Bn); 7,76 (,d*, 2H
3Jar-t des Ph= 8,3 Hz, 6-H des Ph)

3,9-Dibenzyl-1,5,7,11-tetrakishydroxymethyl-6,12-15i(4-hydroxyphenyl)-3,9-
diazapentacyclo[6.4.0.6".0*'1.0°>*%dodecan (38)

Die Verbindung38 lasst sich nach AAV 4 (Reaktionsdauer 48 Stundaun$ 23 und
Lithiumaluminiumhydrid in Tetrahydrofuran herstelleDie Verbindung war tber diesen
Syntheseschritt grundsétzlich zuganglich, konndegé nicht sauber und rein einzeln isoliert
werden. Eine Trennung vom NebenprodBétdas bei dieser Reaktion parallel entstanden ist,
gelang nicht. Die Verbindungg8 konnte aber au34 Uber einen weiteren Reaktionsschritt, der
Methoden der Debenzylierung beinhaltet, dargesteiden (Kapitel 3.4.2 und 7.2.5.2).

Summenformel: GoH4oN-Og

Molare Masse: 646,77 g/mol

38
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3,9-Dibenzyl-1,5,7,11-tetrakishydroxymethyl-6,12-1si(3-hydroxyphenyl)-3,9-
diazapentacyclo[6.4.0.0".0*.0>*%dodecan (39)

Die Verbindung39 wurde nach AAV 4 (Reaktionsdauer 48 Stunden) &4 und
Lithiumaluminiumhydrid in Tetrahydrofuran herge#iteihd nach fraktionierter Kristallisation
als weil3er Feststoff erhalten. Eine Trennung vorhedprodukt35, das bei dieser Reaktion

parallel entstanden ist, gelang durch fraktioni&nistallisation.

OH
Summenformel:  GH4N20s @fm

N
Molare Masse: 646,77 g/mol S
Ausbeute: 12 %

N W

Schmelzbereich: 179-184 °C OH
MS (ESI, m/z): M+H 39
'H-NMR: d [ppm, DMSO-d6, 500 MHz]: 2,91 (s, 4H, 2-4-8-H} 3,13

(AB-Teil des ABX-Systems, 8 H, i€,-OH); 3,60 (s, 2 H, 6-,12-H); 4,16
(s, 4 H, N-GH,); 4,38 (X-Teil des ABX-Systems, 4 H, G{DH); 6,44
(,d 1H, 3Jshdespn=8,1Hz, 4-H des Pjy 6,51 (.d* 1H,
%34/5-H des Pa = 8,1 Hz, 4-H des P}y 6,71-6,76 (m, 2 H, 5-H des Pand
PH); 7,21 (,d“, 1 H,%J%.5.1 ges o= 7,6 Hz, 6-H des P}y 7,29-7,32 (m,
11H, ArH des N-Bn, 2-H des Pb; 7,39 (d 1H,
336-/5-H des o = 7,6 Hz, 6-H des By 7,46 (,s*, 1 H, 2-H des PJj 8,78 (s,
1 H, GH4-OH); 8,87 (s, 1 H, gHs-OH)

3,9-Bis(3-hydroxybenzyl)-1,5,7,11-tetrakishydroxymiayl-6,12-diphenyl-3,9-
diazapentacyclo-[6.4.0.0".0**.0>*9dodecan (40)

Die Verbindungd0 lasst sich nach AAV 4 (Reaktionsdauer 48 Stundean3 25 und
Lithiumaluminiumhydrid in Tetrahydrofuran herstelleDie Verbindung war synthetisch
grundsatzlich zugéanglich, konnte jedoch nicht saulel rein einzeln isoliert werden. Eine
Trennung vom NebenproduR6, das bei dieser Reaktion parallel entstandegésng nicht.
Folglich stand die Verbindung fur die Bestimmungnvouverlassigen spektroskopischen

Messdaten nicht zur Verfigung.

Summenformel: GeH4oN>Og
Molare Masse: 646,77 g/mol

40
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3,9-Bis(4-hydroxybenzyl)-1,5,7,11-tetrakishydroxymigyl-6,12-diphenyl-3,9-
diazapentacyclo[6.4.0.0".0*'1.0°>!%dodecan (41)

Die Verbindungdl wurde nach AAV 4 (Reaktionsdauer 48 Stunden) &6 und
Lithiumaluminiumhydrid in Tetrahydrofuran herge#iteihd nach fraktionierter Kristallisation
als weil3er Feststoff erhalten. Eine Trennung vorhedprodukt37, das bei dieser Reaktion

parallel entstanden ist, gelang durch fraktioni&nistallisation.

Summenformel: GoH4oN-O5

N n,
Molare Masse: 646,77 g/mol S
Ausbeute: 25 %
Schmelzbereich: 241-246 °C

MS (ESI, m/z): M+H

H-NMR: d [ppm, DMSO-d6, 500 MHz]: 2,90 (s, 4H, 2-,4-8-H} 3,10
(AB-Teil des ABX-Systems, 8 H, i€,-OH); 3,65 (s, 2 H, 6-,12-H); 4,00
(s, 4 H, N-GH,); 4,40 (X-Teil des ABX-Systems, 4 H, G{DH); 6,68
(m, 4 H, BB'-Teil des AA'BB'-Systems 3-,5-H ddsBn); 6,94-7,01 (m,
2 H, 3-H des Ph); 7,05 (,t*, 2 HJar-H ges ph= 7,2 Hz, 4-H des Ph); 7,09—
7,14 (m, 6 H, AA-Teil des AA'BB'-Systems 2-,6-Hsd¥-Bn, 5-H des
Ph): 7,24 (,d*, 2 H,%Jar+ des ph= 7,0 Hz, 2-H des Ph); 7,83 (,d“, 2 H,
3JarH des ph= 7,6 Hz, 6-H des Ph); 9,17 (s, 2 HHZ-OH)

41

3,9-Dibenzyl-1,5,7,11-tetrakishydroxymethyl-6,12-tsi(4-pyridyl)-3,9-diazapentacyclo-
[6.4.0.0"".0"*~0°'Ydodecan (42)

Die Verbindungd2 wurde nach AAV 4 aus27 und Lithiumaluminiumhydrid in
Tetrahydrofuran hergestellt und in Form farblosestélle erhalten.

Summenformel: €zH40N4O4

N Y,
Molare Masse: 616,75 g/mol d
Ausbeute: 55 %

Schmelzbereich: 228-237 °C
MS (ESI, m/z):  M+H 42

'H-NMR: 8 [ppm, DMSO-d6, 500 MHz]: 2,94 (s, 4 H, 2-,4-,8-#0-3,11 (AB-Teil
des ABX-Systems, 8 H, KI,-OH); 3,64 (s, 2 H, 6-,12-H); 4,11 (s, 4 H,
N-CH»,); 4,41 (X-Teil des ABX-Systems, 4 H, GIDH); 7,21-7,30 (m,
12 H, Ar-H desN-Bn, 2-H des Pyr); 7,76 (,d“, 2 HJart des pyr= 7,6 Hz,
6-H des Pyr); 8,28 (,d“, 4 HJar+ des py= 7,6 Hz, 3-,5-H des Pyr)
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3,9-Dibenzyl-1,5,7,11-tetrakishydroxymethyl-6,12-1si(3-pyridyl)-3,9-diazapentacyclo-
[6.4.0.6".0*'.0°'Ydodecan (43)

Die Verbindungd3 wurde nach AAV 4 aus28 und Lithiumaluminiumhydrid in

Tetrahydrofuran hergestellt und als hellgelber $tefiterhalten.

Summenformel: esH40N4O4

N ",
Molare Masse: 616,75 g/mol d S
Ausbeute: <10 %

Schmelzbereich:  Uber 300 °C Zersetzung
MS (ESI, m/z): M+H

'H-NMR: 8 [ppm, DMSO-d6, 400 MHz]: 2,95 (s, 4 H, 2-4-8-H} 3,09
(AB-Teil des ABX-Systems, 8 H, I€,-OH); 3,71 (s, 2 H, 6-,12-H); 4,13
(s, 4 H, N-GH,); 4,52 (X-Teil des ABX-Systems, 4 H, G¥DH); 6,86
(,8”, 2 H, 5-H des Pyr); 7,19-7,37 (m, 10 H, Ar-ldsN-Bn); 7,68 (m,
2 H, 4-H des Pyr); 8,05 (m, 2 H, 6-H des Pyr); 8(&, 2 H, 2-H des
Pyr)

43

1,5,7,11-Tetrakishydroxymethyl-6,12-diphenyl-3,9-s(3-picolyl)-3,9-diazapentacyclo-
[6.4.0.6".0**.0°'Ydodecan (44)

Die Verbindungd4 wurde nach AAV 4 aus29 und Lithiumaluminiumhydrid in

Tetrahydrofuran hergestellt und in Form weil3er tatle erhalten.

Summenformel:  &gH4oN4O4
Molare Masse: 616,75 g/mol O

Ausbeute: 68 % N
Schmelzbereich: 280-291 °C C{
N

MS (ESI, m/z): M+H

IR (ATR): 3163 (s, br, OH)
2929 (m, aliphat. CH)
1662 (m, aromat. C=C und C=N)
1548 (m, aromat. C=C und C=N)

'H-NMR: 8 [ppm, DMSO-d6, 400 MHz]: 2,95 (s, 4H, 2-4-8-4) 3,15
(AB-Teil des ABX-Systems, 8 HZ2Jug = 10,5 Hz, *Jchjon = 4,4 Hz,
CH,-OH); 3,67 (s, 2 H, 6-,12-H); 4,14 (s, 4 H, NHg); 4,52 (X-Teil des
ABX-Systems, 4 H, 3Joicr, = 4,4 Hz, CH-OH); 6,96 (t, 2H,
3Jar-H desnepic = 5,0 HZ, *Jar-t desn-pic = 7,2 Hz, 5-H ded\-Pic); 7,04-7,15
(m, 6 H, 3-,4-5-H des Ph); 7,29 (,d*, 2 Blla-t ges pn= 7,9 Hz, 2-H des
Ph); 7,66 (,d“, 2 H,*JarH desn-pic = 7,2 Hz, 4-H des\-Pic); 7,71 (,d“,
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2H, 3Jandespi=8,1Hz, 6-H des Ph);, 845 (d* 2H,
3Jar-H desn-pic = 5,0 Hz, 6-H dedl-Pic); 8,51 (,s*, 2 H, 2-H debl-Pic)

1,5,7,11-Tetrakishydroxymethyl-6,12-diphenyl-3,9-s(4-picolyl)-3,9-diazapentacyclo-
[6.4.0.6".0*'.0°'Ydodecan (45)

Die Verbindungd5 wurde nach AAV 4 aus30 und Lithiumaluminiumhydrid in
Tetrahydrofuran hergestellt und als weil3er Fedtstbialten.

C|/)HOH / Rj
Summenformel:  H4oN4O4 Oﬂ”’”' ? =
Molare Masse: 616,75 g/mol ~ "
Ausbeute: 65 % k, Vi L
Schmelzbereich:  291-296 °C
MS (ESI, m/z): M+H 45
H-NMR: § [ppm, DMSO-d6, 400 MHz]: 2,94 (s, 4 H, 2-4-8-H} 3,16

(AB-Teil des ABX-Systems, 8 H, I€,-OH); 3,66 (s, 2 H, 6-,12-H); 4,17
(s, 4 H, N-(Hy); 4,53 (X-Teil des ABX-Systems, 4 H, GH¥DH); 7,00—
7,17 (m, 8H, 2-3-4-5-H des Ph); 7,30 (m, 4 HB-Beil des
AA'BB'-Systems 2-,6-H debl-Pic); 7,70 (,d* 2 H,Jawt des pn= 7,5 Hz,
6-H des Ph); 8,48 (m, 4 H, AA'-Teil des AA'BB'-Sgsts 3-,5-H des
N-Pic)
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7.2.5.2 Versuche der Debenzylierung

3,9-Dibenzyl-1,5,7,11-tetrakishydroxymethyl-6,12-lsi(4-hydroxyphenyl)-3,9-
diazapentacyclo[6.4.0.0".0**.0>!%dodecan (38)

Die Verbindung38 wurde nach einer Vorschrift vdfiso et al (1980) aus34 und Thioanisol
in Trifluoressigsaure als gelbes, dickflissiges &halten. Nach Aufarbeitung des

Reaktionsansatzes kristallisierte das Produkt aethdhol zu gelben Prismen.

Summenformel: GoH42N206
Molare Masse: 646,77 g/mol
Ausbeute: 32 %
Schmelzbereich:  245-252 °C
MS (ESI, m/z): M+H

IR (ATR): 3330 (m, br, aliphat. OH)
3188 (m, br, aromat. OH) 38
2933 (w, aliphat. CH)
'H-NMR: 8 [ppm, DMSO-d6, 500 MHz]: 2,90 (s, 4 H, 2-4-8-H} 3,13

(AB-Teil des ABX-Systems, 8 HZ2Jug = 10,5 Hz, *Jchjon = 4,5 Hz,
CH,-OH); 3,52 (s, 2 H, 6-,12-H); 4,09 (s, 4 H, NHQ):; 4,34 (X-Teil des
ABX-Systems, 4 H, *Jonch, = 4,5 Hz CH-OH); 6,35 (,d°, 2H,
3Jar-H des ph= 8,6 Hz, 5-H des Ph); 6,49 (,d”, 2 HJa-n ges ph= 8,2 Hz,
3-H des Ph); 7,03 (,d", 2 HJar+ des ph= 8,2 Hz, 2-H des Ph); 7,23-7,30
(m, 10 H, Ar-H deN-Bn); 7,54 (,d”, 2 H,Jar des ph= 8,6 Hz, 6-H des
Ph); 8,87 (s, 2 H, &14-OH)
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