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1. Allgemeine Einleitung

Bosartige Tumorerkrankungen sind global gesehen die zweithdufigste Erkrankung, die zum
Tode fihrt. Allein 2015 starben 8,8 Millionen Menschen weltweit daran. *

Eine Gemeinsamkeit aller Krebsarten ist das bestehende Ungleichgewicht innerhalb der
entarteten Zellen. 2 Das Ungleichgewicht kann durch verschiedene, meist kombinierten
Faktoren, entstehen, die in den sog. Krebsmerkmalen (engl. hallmarks of cancer)
veranschaulicht sind. 2 Diese Faktoren fiihren zundchst zu Tumoren und Uber weitere
Adaptionsmechanismen zu Metastasen. 3 Dies bedeutet die Wanderung von
adaptierten/undifferenzierten Krebszellen im Korper und fuhrt zu einer Ausbreitung von
Krebszellen an verschiedenen Orten und in verschiedenen Geweben. Im Moment gibt es bereits
fur einige Entitdten mehr oder weniger erfolgreiche Therapien, die vor allem chirurgische
Eingriffe und konservative/medikamenttse Behandlung umfassen. Besonders die Gabe von
herkdmmlichen Zytostatika hat jedoch meist erhebliche Nebenwirkungen. Die meisten
Nebenwirkungen kénnen auf unspezifische Interaktionen mit gesunden Zellen zuriickgefihrt
werden. 3

Des Weiteren kann es zu Rezidiven kommen, wenn keine vollstandige operative Entfernung
maoglich ist, sich Resistenzen bilden, der Krebs streut (Metastasierungen) oder eine bestimmte
pradisponierende, genetische Veranlagung vorhanden ist. Der Schwerpunkt dieser Dissertation
ist die Inhibition von UNC119 als indirekte Inhibition von Src, einem Protein, das meist

Uberaktiv in vielen Tumoren vorliegt. Es werden auch folgende Ansétze besprochen:

1) Modulation des Hedghog (Hh) Signalwegs zur Zellwachstumsregulierung.
2) Neue Synthesemethoden von Glucalderivaten durch eine C-vinyloge, y-selektive

Ferrier-Umlagerung






2. Inhibition der UNC119-Src-Interaktion

2.1 Einleitung
2.1.1 Die Nicht-Rezeptor Tyrosinkinase c-Src

Src ist eines der Proteine, das am haufigsten mit Krebs in Verbindung gebracht wird. c-Src
(auch Src) steht fir zellulares Sarcoma. Hierbei ist im Namen bereits sein onkogenes Potential
zu erkennen: In ca. 50% der Dickdarm-, Lunge-, Brust-, Leber- und
Bauchspeicheldriisenkrebsfalle ist eine Erhéhung der Src-Aktivitat zu beobachten. * Src
katalysiert die Ubertragung einer Phosphorylgruppe auf einen Tyrosinrest eines anderen
Proteins. Damit wird Src als Tyrosinkinase bezeichnet. Neben Src gibt es die strukturell und
funktionell &hnlichen Kinasen Fyn, Yes, BIk, Hck, Lck und Lyn. Diese werden unter dem
Begriff der Src-Familie-Kinasen (SFKs) zusammengefasst. ° Dabei werden Src, Fyn und Yes
ubiquitéar exprimiert. 8 Humanes Src besteht aus 536 Aminosauren.  Das Protein ist N-terminal
myristoyliert gefolgt von einem polybasischen Motiv, der Src homology (SH) 4 Domane (engl.
SH4 domain), einer besonderen Region (engl. unique region), einer SH3-Domane, einer SH2-
Doméne, einer katalytische Domane (SH1) und einem kurzen, regulatorischen Schwanz (Abb.
2.1).7

N-Terminus Y416 Y527
¥ ¥ 1
"M SHA4 L Unique ISH3 - SH2  ~N-lobe S':gltl-e C-lobe ——
Myristoyl 0 |
T
SH1 = Kinase
Domane

Abb. 2.1. Struktureller Aufbau von Src.

Src wird durch c¢-Src Kinase (CSK) 8 und CSK homologe Kinase (CHK) ® an Tyrosin (Y) 527
phosphoryliert und dadurch deaktiviert. Im inaktiven Zustand, interagiert der phosphorylierte
Y527-Rest mit der SH2 Doméne, welche durch weitere Interaktion mit anderen Aminoséuren
die inaktive Konformation stabilisiert (Abb. 2.23). 0. 11 1213 Dje Phosphorylierung und
Dephosphorylierung von Y527 geschieht unabl&ssig, wobei das Gleichgewicht auf der Seite
der Phosphorylierung und damit auf dem inaktiven Zustand liegt. ** Einer der Wege, um die
Kinasedomane zu aktivieren, ist die Dephosphorylierung von pY527 durch Phosphatasen z. B.
Shpl1/2 15, CD45 5, PTP1B %6, PTPa/g/A 18, Phosphatase o !’ und y 8. Die Affinitat des
Carboxyterminus zu SH2 wird hierdurch heruntergesetzt, die SH3- und SH2-Domanen
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bewegen sich und 6ffnen die katalytische Doméne von SH1. Dies fiihrt anschliefend zur
Autophosphorylierung von Y416 in der Kinasedoméne. Src kann weiterhin durch Interaktion
der Y527-Bindestelle mit anderen Proteinen, z. B. PDGF-R (Platlet-Derived Growth Factor-
Rezeptor) 1% 20 und die Fokale-Adhasions-Kinase (FAK) 2!, aktiviert werden. Als Beispiel
kdnnen hier die Protein-Tyrosinkinase-Rezeptoren herangezogen werden, die nach Bindung
eines  Liganden  Src  aktivieren  konnen. Ein  anderer  krankheitsrelevanter
Aktivierungsmechanismus kann eine Uberexpression sein, die Src tberaktiviert und damit zu
Dickdarm-, Magen-, Hals und Bauchspeicheldriisenkrebs fiihren kann. 2% 22 Die oben erwahnten
Aktivatorproteine z. T. Rezeptoren, geben externe Signale an Src weiter und Src kann diese
durch Phosphorylierung anderer Proteine amplifizieren. Damit ist Src ein wichtiger Verstarker
fur zelluldare Signale. Die Aktivatorproteine koénnen auflerdem in einem Feedback-
Mechanismus von Src beeinflusst werden, um damit einen Signalweg intrinsisch
hochzuregulieren bzw. abzuschalten. Somit funktioniert Src auch als Schalter. 2* Die Substrate
von Src sind wichtig fur das Zelluberleben, Differenzierung, Proliferation, Angiogenese und
Migration (Abb. 2.2). 2> 26 Erwahnenswert sind dabei der PI3K/Akt-Signalweg 2’ und der
RAS/Raf/ERK-Signalweg. 22 Wie oben bereits angefiihrt, ist Src in vielen Tumorarten stark
aktiviert, uberexprimiert oder konstitutionell aktiv, d. h. durch genetische Mutationen stéandig
in der aktiven Konformation. 2° Dies flihrt zur Aktivierung einiger Signalwege die fiir z. B. die
replikative Unsterblichkeit, unbegrenztes Zellwachstum und Angiogenese zustandig sind.
Daraus folgt die Bildung von Krebs bzw. Metastasen. °

Wachstumsfaktoren
fur die Migration
z.B. EGF, HGF

)Adaptor und

WF-Rezeptor
Strukturproteine

Extrazellulare
Matrix

Integrine

RAS, MEK
ERK, cyclin/cdks

r'd

i Aktinzytoskelett
fordert G1/S- ~ Pl3-Kinase y

Akt
Phase / f /
STAT3 p190

Uberleben o-Myo Rho-GAP Migration

\ Wachstumsfaktoren
induzierte Mitogenese

Abb. 2.2. Vereinfachtes Schema des Signalwegs von Src. Der Src-Signalweg filhrt zur Férderung der
Zellteilung, Uberleben und Migration. 26
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Abb. 2.3. Strukturelle Veranderung vor und nach der Aktivierung von Src. %

2.1.2 Die Modifikation von SFKs und deren Membranstabilisierung

Die Aufgabe von SFKs, speziell von Src ist stark abhéngig von deren subzellularen Verteilung.
14 Dabei kann Src an der Plasmamembran, im Zytoplasma und im perinuklearen Bereich sowie
im Nukleus auftreten. An der Plasmamembran 3! ist Src an das Aktinzytoskelett, die fokale
Adhasionen und Adhéasionsverbindungen lokalisiert. 14 32 3334 Src besitzt hier die Funktionen
eines Schalters und Verstarkers von wichtigen Zellsignalen (Kapitel 2.1.1). 30 — 40 % von Src
35,36 hefinden sich im Zytoplasma bzw. perinukledr, genauer in Endosomen, an Mikrotubuli,
dem Golgi sowie in synaptischen Vesikeln. 14 37. 36 Die angenommenen Funktionen hier sind
Protein- und endosomaler Membrantransport sowie Regulierung des Zellzyklus. 4 Die
Modulation der genannten Funktionen und die Lokalisation von Src geschehen nicht nur durch
Phosphorylierung sondern ebenfalls durch Verankerung in der Membran. 43 Die verankernde
Einheit ist eine kotranslationale, kovalente N-terminale Myristoylierung von Src (Abb. 2.4 -
Abb. 2.6).3% 40 Die Lipidierung geschieht in mehreren Schritten. Zunachst wird das N-terminale
Methionin kotranslational durch die Methioninpeptidase entfernt. 442 AnschlieBend wird eine

kovalente Peptidbindung von Acetyl-CoA-aktiviertem Myristat zum N-terminalen Glycin
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geknupft. 43 Dies geschieht durch das Enzym N-Myristoyltransferase. Diese Modifikation ist
permanent und die Halbwertszeit des Myristoylrestes (Myr) entspricht der des Proteins. 3 Die
Mutation des N-terminalen Glycins zeigt, dass ein Fehlen des Myristoylrestes die Src-
Lokalisation verandert. 8 Dabei wird die Aktivitat in Abwesenheit des Myristoylrestes in
cellulo und in vitro gesenkt. 3 Neben der Lokalisation in der Membran, wo sich Src-
regulierende Phosphatasen befinden, ist auch eine Autoregulation durch den Myr-Rest gezeigt.
38 Weiterhin wurde belegt, dass Src besonders wahrend der Mitose in speziellen Bereichen von
Membranen, den sog. lipid-rafts, durch den Myr-Rest lokalisiert ist, um aktiviert zu werden. 4
Diese lokalisationabhéngige Aktivierung macht es attraktiv, Src aus Sicht der Myr-Seite zu
studieren. Die Myristoylierung ist zwar notwendig aber nicht genug um SFKs in der Membran
zu verankern. % Src hat zudem eine polybasische Aminosaureabfolge am N-Terminus, die aus
jeweils drei Lysinen und Argininen besteht. Diese positiv geladenen Aminosauren kénnen mit
Phosphatresten der Phospholipide, die anionischen Charakter haben, partiell ionische

Bindungen eingehen und so das Protein an Membranen fixieren. 46

(0] (0]
/\/\/\/\/\/\)J\N_G_SFKS /\/\/\/\/\/\/\)J\S-C-SFKS
Myristoyl (Myr) Palmitoyl (Pal)
C14 C16

Abb. 2.4. Verschiedene Lipidierungen der SFKs. N-Myristoylierung (Myr) der SFKs und Src und
S-Palmitoylierung (Pal) der SFKs. 4> %847 G: Glycin; C: Cystein.

Met-Gly-Ser/Cys-X-X-Ser/Thr-Protein

MetAP1/2 .
— Gly-Ser/Cys-X-X-Ser/Thr-Protein
M Myr-Gly-Ser/Cys-X-X-Ser/Thr-Protein

PATs

—_— Myr-Gly-Ser/Cys(Pal)-X-X-Ser/Thr-Protein

Abb. 2.5. Lipidierung von SFKs. 42 38 47 Das N-terminale Methionin der SFKs und anderer Proteine mit einer
Met-Gly-X-X-Ser/Thr-Box werden zunédchst Kkotranslational durch die Methioninpeptidasen MetAP1/2
abgespalten. Anschlieend wird kotranslational ein Myristoylrest kovalent tiber eine Peptidbindung durch eine N-
Myristoyltransferase (NMT21/2) und Myr-CoA angebracht. Im Falle anderer SFKs wird anschlieend
posttranslational ein Palmitatrest durch Palmitoyltransferasen (PATs) an Cystein 3, 5 oder 6 angefiigt.



Die restlichen SFKs haben statt einer polybasischen Aminosaureabfolge eine posttranslationale
Modifikation, die die Proteine an der Plasmamembran halten. Hier wird durch einen Thioester

an einem Cystein (Cys3, 5 oder 6) ein Palmitoylrest angebracht. 43 48 49,50, 51,52

A Src

NI a4 400000 A 0000 AR AR RANNT

Myr -
+ + +
Gl Lys Lys Lys Arg-Arg-Arg
\ /7 \ /\
Ser-Ser Ser Pro Asp-Pro-Ser-GIn Protein
B SFKs

Membran I I I I I
$6bbd

Myr Pal ~ )
+ +
sLYs-X-Lys
\

Protein

Gly-Cys-X

Abb. 2.6. Verankerung von SFKs in Membranen. “* A: Src ist durch einen Myristoylrest und polybasische
Aminoséuren (drei Lysine und drei Arginine) in Membranen verankert. B: SFKs sind durch einen Myristoyl-
sowie einem Palmitoylrest verankert.

2.13 UNC119a/b und ARL2/3

Es ist bekannt, dass das Protein UNC119 (engl. uncoordinated protein 119) an Myristoyl- aber
auch an Laurylreste anderer Proteine binden kann und damit ein Chaperon darstellt. 53 UNC119,
ein 27-kDa grofes Protein, das in den Isoformen a und b auftritt, wurde als wichtiger
Bestandteil des Sehens und Riechens, genauer des Transports von a-Transducin in Zilien, in C.
elegans entdeckt. Es ist strukturell konserviert in verschiedenen Spezies vorhanden. 54 55 %6
Dabei sind seine beiden Isoformen zu etwa 60 % im Menschen identisch (Alignment:
Blosum62, Abb. 2.8) 57-58 Das humane UNC119a ist auch als human retinal protein 4 (HRG4)
bekannt. Die Struktur von UNC119 (Abb. 2.7) erinnert an ein Fass, dessen innere Oberflache

hydrophob ist und damit gut Fettsauren binden kann.



Abb. 2.7. Ubereinanderlegen der Kristallstrukturen von UNC119a mit Lau- und Myr-Peptid. 5% % UNC119a
mit Lau-Transducin-a-Peptid (rot, PDB: 3RBQ), UNC119a mit Myr-NPHP3-Peptid (PDB: 5L7K, grin),
hydrophobe Bindetasche (grau). Alignment durch PyMOL 2.0.

UNC119A 1 mmm e e
UNC119B s lIMSGSNPKAAAAASAAGPGGLVAGKEEKKKAGGGVLNRLKARRQAPHHAADDG

GALWITE|
UNC119Aa

OR--K-Q D RETE Y LCHPEENT YINI DF\RFKIRDMBSGTVLFE 1K Plz
UNC119B 60 OERIARDT SRMT) NIYSIDFiRFKIRDEESGTVLFEIIKP
16 (03 B Re) N P R T ) T B DD 3V AGRFVRY QF TPAF LRLROVGATVEF TVGDKPVINFRMIERHY
UNC119B 120 E-D-EEE] DIfSAGRFVRYQFTPAFLRLRISVVGATVEFTVGDKPVENFRMIERHY|
UNC1192 117 [ S FGFCIPSSENTCEHIYDFPIZLSERBI[S PYET®SDSFYFVD}
UNC119B 178 |33E WFGFCIPSSENTCEHIYEFPOLSE MIAYPYETISDSFYFVDUKL

UNC119A 177 | /diziNe-\ad(SHqS — e}y
UNC119B 238 |iliziNe:-\sh¢ANqN[ele ——

(8]

Abb. 2.8. Sequenzalignment von UNC119a/b. Das Sequenzalignment wurde mit Hilfe von Blosum62
durchgefiihrt. 8 Schwarz: identische Aminosaurereste. Grau: konservierte Mutationen. WeiRR: keine
Ubereinstimmung.



Neben der Bindung von myristoylierten und lauroylierten Proteinen wurden auch ARL2/3 als
Interaktionspartner identifiziert. 0 ARL steht fir ARF-like proteins. ARLs sind kleine
GTPasen, die durch die Bindung von GTP ihre Konformation &ndern koénnen. Die
Funktionsweise von ARL2/3 ist in Abb. 2.9 beschreiben.

aktives P; inaktives
ARL2/3 ARL2/3
GAPs
GTP GDP
GEFs
GDP GTP

Abb. 2.9. Funktionsweise der kleinen GTPasen ARL2/3. Aktives, GTP-bindendes ARL2/3 hydrolysiert GTP
mit Hilfe von GTPase-aktivierenden Proteinen (GAPs; fir ARL2: ELMOD?2 %2, fir ARL3: RP2 %), wobei ein
Pyrophosphat frei wird und ARL2/3 anschlielend in der inaktiven, GDP-bindenden Form vorliegt. Um ARL2/3
zu aktivieren, muss GDP mit GTP durch Guanidin-Nukleotid-Austauschfaktoren (GEFs; fir ARL2: unbekannt;
ARL3: ARL13 %) ausgetauscht werden.

Wenn ARL2/3 im inaktiven Zustand durch ein B-Faltblatt an UNC119 bindet (Abb. 2.10), kann
durch den Guaninnukleotid-Austausch von GDP zu GTP eine Konformationsédnderung von
ARL2/3 eintreten. Dabei wird eine Konformation von UNC119 durch ARL2/3 stabilisiert, bei
der die Affinitat von UNC119 fiir den Lipidrest, der in UNC119 sitzt, erniedrigt ist. %> Speziell
dieser Prozess kann lokalisationsabhangig nur durch ARL3 durchgefiihrt werden. % Da die
Hydrolyse von GTP zu GDP bzw. der Austausch von GDP zu GTP in ARL2 energiegetrieben
ist, kann UNC119 nicht nur an SFKs binden, sondern diese auch energetisch getrieben in

verschiedenen Zellmembranen lokalisieren. 87



Abb. 2.10. Strukturen von ARL2/3 in Komplex mit UNC119a. % A: UNC119 (griin)-ARL2 (lila)-Interaktion
(PDB: 4GOK), B: UNC119 (griin)-ARL3 (cyan)-Interaktion (PDB: 4G0OJ). Die an der Protein-Protein-Interaktion
beteiligten Aminosaurereste sind in rot (UNC119), cyan (ARL2, A) bzw. magenta (ARL3, B) gefarbt. % In ARL2/3
ist Phosphoaminophosphatsaureguanylester als nicht hydrolysierbares GTP-Analog als Cofaktor gebunden. In
grau ist die hydrophobe Bindetasche von UNC119a zu sehen.
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2.14 Transport von SFKs in Zellen 7

Der Transport von SFKs durch UNC119 ist in Abb. 2.11 schematisch dargestellt. Nachdem
SFKs in der Plasmamembran verankert wurden, konnen diese entropiegetrieben die
Plasmamembran verlassen und durch Diffusion wieder an Endomembranen haften. Weiterhin
muss zwischen Src und palmitoylierten SFKs unterschieden werden. Speziell Fyn als Vertreter
der SFKs wurde fir diesen Prozess untersucht. Src hat eine polybasische N-terminale
Aminoséureabfolge, wodurch Myr-Src ohne zusétzliche posttranslationale Modifikationen in
Membranen fester verankert werden kann. Dies erlaubt eine langsamere Dissoziation von
Membranen fur Src als fir nicht-palmitoyliertes Fyn, daftr aber ein schnelleres Verteilen von
Myr-Src als pal-Fyn. Dieser Prozess wird durch UNC119 beschleunigt, da die Dissoziation von
Src von Membran zu Membran entfallt und direkte, vereinfachte Diffusion stattfinden kann.
Wenn mit Src beladenes UNC119 auf ARL2/3 trifft, kann letzteres energiegetrieben Src aus
UNC119 durch die Hydrolyse von GTP freisetzten. Dabei endet das N-terminal positiv
geladene Src im negativ geladenen, recyclierenden Endosom. Die Endosomen werden dann
durch exozytotische Prozesse zur Plasmamembran transportiert. Fyn hingegen wird nicht durch
recyclierende Endosome zuriick an die Plasmamembran transportiert, da es an Endosomen
weniger gut verankert wird. Stattdessen diffundiert Fyn von der Plasmamembran zu
Endomembranen, wo der Palmitoylrest durch Acyl-proteinthioesterasen (APT1/2) entfernt
werden kann. Das erlaubt erleichterte Diffusion von Membran zu Membran bis zum
Zellinneren, welches eine geringere Fyn-Konzentration aufweist als die Zellperipherie.
Daneben kann UNC119 Fyn binden und dieses, wie Src, erleichtert diffundieren lassen. Die
typische Lokalisation von Fyn am Golgi-Apparat kommt dadurch zustande, dass Fyn durch
Palmitoyl-Acyl-Transferasen (PATS), die im Golgi-Apparat sitzen, palmitoyliert und somit dort
lokal verankert wird. Durch exozytotische Prozesse kann Fyn dann wieder an die

Plasmamembran gebracht werden.
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Abb. 2.11. Transport von Src und Fyn in der Zelle. ¥
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Abb. 2.12. Verschiedene Lipidierungen von RAS. S-Farnesylierung (Far) von allen HRAS, NRAS und
KRAS4A/B und S-Palmitoylierung (Pal) von KRAS, NRAS und KRAS4A.
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2.1.5 Die Rolle von KRAS in der Tumorentstehung

Neben den SFKs ist auch die RAS-Subfamilie in vielen Tumoren fehlreguliert. Dabei spielen
mutierte Proteine der RAS-Subfamilie in ca. 20 % der Tumoren eine Rolle, wobei in manchen
Tumorarten mutierte RAS-Proteine bis zu 90 % beteiligt sind. ¢ Der Name RAS leitet sich vom
Rattensarcom ab und zeigt durch diese Bezeichnung seine Rolle als mdgliches Onkogen. Die
Bezeichnung Protoonkogen beschreibt dabei meist Prot Die RAS-Subfamilie besteht aus N-,
H- und KRAS, wobei KRAS in die Splicingformen KRAS4A und KRAS4B unterteilt wird.
Diese Subfamilie gehort wie ARL2/3 zu den kleinen GTP-Pasen, die durch das Binden von
GTP (aktive Konformation) und GDP (inaktive Konformation) sowie deren Austauschfaktoren
reguliert werden. % In der aktiven Form dienen sie, ahnlich den SFKs, als Schalter bzw.
Verstérker fur wichtige zellulare Prozesse wie Zelliiberleben, Differenzierung, Zelladhésion,
Apoptose und Zellmigration. Diese Funktionen werden unter anderem durch den MAP-
Kinasesignalweg und PI3K-AKT-Signalweg ausgefiihrt. © Dabei konnen Mutationen wie
KRAS G12D bzw. Q61K konstitutiv aktive Formen hervorbringen. "% 72 73 Diese wiederum
haben eine standige (Uber-)Aktivierung der oben genannten Prozesse zur Folge, die schlieRlich
zu Krebs fihren kénnen. ™ ™ Mutation von KRAS in Bauchspeicheldriisen-, Dickdarm-,
Knochen- und Lungengewebe werden zusatzlich mit einem schlechten Verlauf und einer
schlechten Prognose einer Krebserkrankung in Verbindung gebracht. 76 77 78 Neben der
Funktion als Schalter und Protoonkogen teilen die SFKs und die RAS-Familie auch ein
ahnliches Lipidierungsmuster. 7 Im Gegensatz zu den SFKs sind alle RAS-
Subfamilienmitglieder C-terminal farnesyliert (Abb. 2.12). 43 Da die Aktivitat der RAS-Familie
abhangig von deren Lokalisation an der Membran ist, & aber eine Lipidgruppe nicht fir die
Membranverankerung ausreicht, 8! sind H-, NRAS und KRAS4B zusatzlich an einem Cystein
palmitoyliert (Abb. 2.12 und Abb. 2.13).8! KRAS4A hingegen hat, dhnlich zum N-Terminus
von Src, statt einem zusatzlichen Palmitoylrest, positiv geladene Lysinreste am C-Terminus,
die an teilweise negativ geladene Phospholipide binden kénnen und so das Protein an der
Membran verankern (Abb. 2.13). Alle diese Modifikationen werden im Gegensatz zu SFKs

posttranslational hinzugefiigt. &

A P07 vembrar TRITTTTIT00T
000000 SRR

Cys-X-Cys-X-RAS Cys-(X-X)-6x Lys-KRAS4A

+ 4+ 4+ + ++
Abb. 2.13. Verankerung von RAS in Membranen. 8 A: Verankerung der RAS-Subfamilie mit Ausnahme von
KRAS4A. B: Verankerung von KRAS4A.

Far Far
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2.1.6 PDE®d und seine Interaktion mit lipidierten RAS-Proteinen

PDES ist ein Chaperon fiir farnesylierte und geranylgeranylierte Proteinen wie z. B. die im
Kapitel 2.1.5 beschriebenen RAS-Proteine. 84 Diese werden, dhnlich wie SFKs durch UNC119,
durch PDES transportiert. Neben der Analogie in der Funktion von PDEs und UNC119a/b ist
auch eine Ahnlichkeit in der Struktur auffallig (Abb. 2.14 A). UNC119a und PDES weisen
zudem eine Ahnlichkeit bzw. Homologie in der Proteinsequenz mit 30 % bzw. 20 %
(Alignment: Blosum62, Abb. 2.15) auf. % In der Tertiarstruktur besitzen beide Proteine eine
fasséhnliche Struktur mit einem hydrophoben Inneren. Im Falle der RAS-Proteine binden hier

die prenylierten Proteine.

Abb. 2.14. Ubereinanderlegen der PDES-Strukturen mit GerGer- und Far-Peptid (A). 8 8 PDES (rot) mit
Far-INPP5E-Peptid (blau, PDB: 5F2U) und PDES (griin) mit Geranylgeranyl-PDE6C-Peptid (orange, PDB:
5E8F). Ubereinanderlegen von PDES mit UNC119a (B). 8> % PDES mit Far-INPP5E-Peptid (rot, PDB: 5F2U),
UNC119a mit Myr-NPHP3-Peptid (grin, PDB: 5L7K), Far-INPP5E-Peptid (blau), Myr-NPHP3-Peptid (orange).
Gleiche Ansicht von PDES in beiden Bildern, schwarzer Pfeil zeigt flexible Schleife (rot) an. Alignment durch
PyMOL 2.0.

-14 -



Bei dem Ubereinanderlegen beider Strukturen (Abb. 2.14 B) ergeben sich Unterschiede im N-
Terminus. UNC119 weist eine flexible Kette auf, wohingegen PDES eine a-Helix besitzt. Ein
weiterer Unterschied ist eine Schleife (engl. loop; Abb. 2.14 B, schwarzer Pfeil), der sich im
Falle von UNC119 als flexibler herausstellt und wegen seiner Flexibilitdt nicht korrekt
kristallisiert werden kann. Zudem kann bei der Uberlagerung der Proteine festgestellt werden,
dass die Lipidreste zwar auf derselben Geraden liegen, die Peptide aber entgegengesetzt aus
den Proteinen ragen. Dies wird auf die flexible Schleife von UNC119 zurlickgefuhrt. Ebenso
wie bei UNC119a kann ARL2/3 an PDES binden und durch eine energiegetriebene
Konformationsédnderung die Affinitat des Binders der Bindetasche von PDES verringern (Abb.
2.16). 8 Damit ergibt sich, ahnlich wie bei UNC119a, eine energiegetriebene Lokalisation von
RAS-Proteinen in der Zelle. 88

UNC119-PDEdelta

UNC119A Sl PGP LORKOPIGPEDVLGLORITGDY ORI NAN Y [ T DIV R G K et R DIDS G T B)a
PDEdelta 1 —mm o SAKPRA-1 -5 T R DS a7 (e
UNC119A Sl 1)3< PPVEERL P TNRRD LB PNAGRFViNMoIauN P pr-Na T RifRlel eh:Niiho - o Kig'NNig
PDEdelta 34 -G-—-—jj#-—--—-- oM Sifps - € - EHEARVIZEK Tl CLAYSREIN —-120-UEKIg
UNC119A 110 RVEERT -4 ek s - - EeE il sE<NEcE Y F PRUEER T - SEVR-HP - vk
PDEdelta 75 [§i-0 (€@ 1 jabay 7 I Fjai G WY T PINS NN TOISIERRENN jaf S ORIV NSRRI CINWY T M T
UNC119A 165 Q DI VIMEANEENEN S v [

PDEdelta 132 K-—-Jg-§DBNLIRYSTS: VRl -pqf—---

Abb. 2.15. Strukturalignment von UNC119a und PDES&. % Das Sequenzalignment wurde mit Hilfe von

Blosum62 durchgefiihrt. Schwarz: identische Aminosaurereste. Grau: konservierte Mutationen. Weil3: keine
Ubereinstimmung.
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PDE6d

Abb. 2.16. Struktur von ARL2 im Komplex mit PDES (PDB: 1KSH). # PDES (griin), ARL2 (lila). Die an der
Interaktion beteiligten Aminosaurereste sind in rot (PDES) bzw. cyan (ARL2) gefarbt. In ARL2 ist GDP,
Pyrophosphat und Mg?* als Cofaktor gebunden. In grau ist die hydrophobe Bindetasche von PDES zu sehen.
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2.1.7 Direkte Src-Inhibitoren

Seit der Entdeckung der SFKs als Protoonkogene, also als Genprodukte, die durch Mutation
ein onkogenes Potential haben, waren diese attraktiv fiir die Behandlung von Krebs bzw. fir
die Erforschung des Einflusses von SFKs auf eine Krebserkrankung. Zu den ersten
vielversprechenden und oft eingesetzten Inhibitoren von SFKs gehdéren PP1 und PP2 (Abb.
2.17).°° Wie viele Inhibitoren von Kinasen, bindet PP1 bzw. PP2 in der ATP-Bindestelle. Zwar
inhibieren diese nicht effizient die EGFR Kinase, JAK2 oder ZAP-70, dennoch zeigen sie den
Nachteil fehlender Selektivitat fir die jeweiligen SFKs. ° Auch eine 2. Generation dieser
Inhibitoren (KB SRC 4), die mehr als 20 Jahre spater von Brandvold et al. ° entwickelt wurde,
hat keinen bedeutenden Selektivitatsgewinn erfahren. Der Vorteil dieser Pan-SFK-Inhibitoren
liegt darin, dass ein Src-Gen-Knockout zu keinem reduzierten Wachstum von Krebszellen fiihrt.
AuRerdem ergeben sich durch fehlende Selektivitdit Nebeneffekte wie Toxizitdt bzw.

entgegengesetzte Feedbackmechanismen der verschiedenen Proteine, die inhibiert werden. 2%

92

A R B Cl
NH, NH,
N™ S\ N
l = N m 7 N
N~ N N~ N
tBu O
PP1 (R=Me) Ny
PP2 (R=CI) \ [
N
KB SRC 4
C
_ ICso (NM)
Protein
PP1 PP2 KB SRC 4
p561ck 5 4 160
p59fynT 6 5 >40.000
Hck 20 5 4400
Src 170 100 86
EGFR Kinase 250 480 -
JAK?2 >50.000 | >50.000 -
ZAP-70 600 >100.000 -

Abb. 2.17. Direkte Src-Inhibitoren sowie deren 1Cso-Werte. ° °! Die direkten Src-Inhibitoren PP1/PP2 (A)
sowie die Weiterentwicklung dieser (B). ICso-Werte fir die Inhibitoren ausgewahlter Kinasen (C).
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Dartiber hinaus wurden andere Pan-Src-Inhibitoren wie SU6656, Saracatinib, Bosutinib und
Dasatinib fur den klinischen Einsatz entwickelt. Einige davon sind in der klinischen Phase 2
oder bereits zugelassen und zeigen durch die fehlende Selektivitat starke Nebenwirkungen. Sie
sind aber durch ihre Effektivitit besonders in Kombination mit anderen Medikamenten sehr

nltzlich und effektiv in der Behandlung von soliden Tumoren oder kolorektalen Karzinomen.

93, 94, 95

2.1.8 Lipidomimetika
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Abb. 2.18. Strukturen verschiedener Lipidomimetika und ihre Funktion. In rot sind privilegierte Strukturen
der Lipidomimetika bzw. deren Derivate der Lipidomimetika nach Proschak et al. gezeigt.

Neben den direkten Src-Inhibitoren, kdnnen auch Stoffe, die die Lokalisation von SFKs in der
Membran stéren von Interesse sein. Ein Zielprotein wére hierbei UNC119, das durch sog.
Lipidomimetika inhibiert werden kann. Lipidomimetika sind Stoffe, die Lipide nachahmen
sollen und diese z. B. in krankheitsrelevanten Proteinen meist als Liganden ersetzen. Eine

bekannte Proteinklasse sind Kernrezeptoren, z. B. Peroxisom-Proliferator-aktivierte-
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Rezeptoren. Diese Kernrezeptoren bendtigen Fettsauren als Aktivatoren fur die Transkription
von Proteinen fir den Metabolismus von Fettsauren und Zuckern. Damit sind diese
Kernrezeptoren essentiell fir wichtige Funktionen der Zelle wie Fettsaurestoffwechsel,
Proliferation und Differenzierung. ° Ein anderes Feld ist die Inhibition von Enzymen, die
Fettsduren metabolisieren. Bekannte Vertreter sind die Cyclooxygenasen 1/2 (COX-1/2) und
Lipooxygenasen, die bei der Behandlung von Entziindungen und Schmerzen eine wichtige
Rollte spielen. ° Experimentelle und zugelassene Substanzen fiir die genannten Felder sind in
Abb. 2.18 zu sehen. Représentativ in rot ist zudem in Abb. 2.18 zu erkennen, dass der
Grundstruktur vieler Lipidomimetika eine Indolgruppe zugrunde liegt, die zudem oft linear
angeordnet ist und entweder eine Carboxylgruppe oder ein Isoster davon besitzt. Dies kann auf
den entsprechenden endogenen Liganden zurtickzufiihren sein, da Fettsduren linear sind und
eine Carboxylgruppe besitzen. % Zusétzlich wird hier deutlich, dass oft aromatische
Substrukturen vorhanden sind, die entferntere, hydrophobe Stellen der Bindungstasche
ausfillen konnen. %

Trotz der vielversprechenden Einsatzmdglichkeiten der Lipidomimetika ergeben sich einige
Schwierigkeiten. Bei der Entwicklung neuer Lipidomimetika muss zunachst auf die Loslichkeit
geachtet werden. Da die Mimetika in hydrophoben Taschen binden, missen die Molekiile
dementsprechend auch einen hydrophoben Teil besitzen. Das macht die Substanzen stark
hydrophob und deshalb meist schwer l6slich. Ein weiteres Problem liegt in der Selektivitat:
Freie Fettsauren kénnen an verschiedene Proteine binden. Bei der Entwicklung von Inhibitoren
ist hier die Schwierigkeit, selektiv verschiedene andere Teile wie z. B. Aminosduren am
Eingang der Bindetasche so auszunutzen, dass gezielt nur an ein Protein gebunden werden
kann. Umgekehrt ergibt sich in manchen Fallen der Vorteil, dass ein Pan-Inhibitor gleichzeitig
verschiedene Proteine aus derselben Familie blockieren kann. Dies konnte einen grofieren
biologischen Effekt erzielen. Die gezielte Selektivitat kann neben dem Adressieren der
Bindetasche auch ein entropisch/thermodynamischer  Effekt sein. Durch ein
thermodynamisches Gleichgewicht von Inhibitor/Ligand/Protein kann dabei die kompetitive
Dissoziation des endogenen Liganden fur das Zielprotein besser sein als flir unerwinschte
Proteine. Somit kann eine Selektivitadt des Inhibitors in Bezug auf das Zielprotein erreicht
werden. Eine Gruppe von Lipidomimetika ist vor kurzem fiir PDES beschrieben worden. 8 97
9 Ahnlich wie die vorher beschriebenen Inhibitoren sind diese meist hydrophob und sitzen tief
in der Bindetasche. Dies wird bildlich durch die Kristallstruktur von Deltasonamid 1 mit PDES
verdeutlicht (Abb. 2.19 A). Durch Inhibition des Chaperons konnte ein Effekt auf die
Lokalisation von KRAS gezeigt werden, der sich auch in Zellen durch selektive Toxizitat in
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RAS-abhangigen Krebszellen, meist aus Bauchspeicheldriisentumoren auszeichnet. Da die
UNC119-SFKs-Interaktion eine hohe Analogie zur PDE3-RAS-Interaktion besitzt, konnte eine
Entwicklung und Anwendung von Lipidomimetika flir UNC119 in Bezug auf Myr-SFKs von

grolRem Interesse sein.

Deltarasin
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Abb. 2.19. A: Kristallstruktur von Deltazonamid 1 mit PDE$ (PDB: 5ML3). B: Struktur verschiedener
PDES-Inhibitoren. 8 97 %
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2.2 Zielsetzung

Src und SFKs spielen eine entscheidende Rolle flr die Entstehung und den Verlauf vieler
Krebserkrankung. Der Nachteil von Inhibitoren fur Src und SFKs ist deren fehlende Selektivitat
und die resultierenden starken Nebenwirkungen. Es wurde gezeigt, dass die Lokalisation von
Src und SFKs eine wichtige Rolle fur deren Aktivitét spielt. Ein gemeinsames Merkmal aller
SFKs ist eine N-terminale, kovalente Myristoylierung, die an UNC119 binden kann. UNC119
ist als Chaperon der SFKs an deren Lokalisation beteiligt. Eine Inhibition von UNC119 ist
attraktiv, um Veranderungen speziell von Src zu studieren und stellt den Schwerpunkt der
Dissertation dar. Im Laufe der Arbeit sollten zunéchst durch ein Hochdurchsatzverfahren (engl.
high-throughput screen, HTS) mdgliche Kandidaten fur die Inhibition von UNC119 gefunden
werden und auf Basis eines gemeinsamen molekularen Geristes eine Substanzbibliothek
synthetisiert werden. Das molekulare Gerust sollte dabei moglichst viele Molekdle mit &hnlich
aufgebauten Strukturen beinhalten, die in niedriger Konzentration UNC119 inhibieren kdnnen.
Wahrend der Analyse der Struktur-Aktivitatsbeziehung sollten die Substanzen iterativ auf einen
niedrigen 1Cso-Wert getestet und auf den Ergebnissen aufbauend verbessert werden. Im
Anschluss  sollten  physikalisch-chemische  Eigenschaften  wie  Loslichkeit  und
Membranpermeabilitit untersucht werden, um die Verbindung auszuwahlen, die die héchste
Loslichkeit und Membranpermeabilitat aufweist. Diese Substanz sollte im weiteren Verlauf
biologisch evaluiert werden. Zunéchst sollte mit dem besten Kandidaten sowohl die Selektivitat
in Bezug auf andere lipidbindende Proteine analysiert als auch die Dissoziationskonstante fur
die Bindung an UNC119 bestimmt werden. Dies dient dem Ausschluss von Problemen bei
weiteren Tests. Nach Abschluss der chemisch-physikalischen und biophysikalischen
Experimente sollte die potenteste Substanz in biologisch relevanten und Src-typischen Assays
getestet werden. Damit sollte zusammenfassend die physiologische Relevanz der Inhibition von
UNC119, besonders mit Src im Fokus, untersucht werden.
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2.3 Resultate und Diskussion

2.3.1 Ergebnisse des Hochdurchsatzverfahrens

Um mdagliche Inhibitoren der UNC119-Src Interaktion zu finden, wurde im Vorfeld der Arbeit
ein Hochdurchsatzverfahren (engl. high-throughput screen, HTS) im Compound Managing and
Screening Center (COMAS, Dortmund) entwickelt (Abb. 2.20). In diesem Experiment sollten
in moglichst kurzer Zeit Inhibitoren der Src-UNC119-Interaktion identifiziert werden. Dabei
wurde auf ein Homogeneous Time Resolved Fluorescence (HTFR) Assay zuriickgegriffen.
Wenn UNC119 und das Myr-Src-Peptid binden, sollte ein Fluoreszenzsignal, das durch ein
FRET-Paar * emittiert wird, zu detektieren sein. Bindet hingegen ein UNC119-Inhibitor, sollte
das die Fluoreszenz verschwinden. Durch Titration des Inhibitors sollte ein 1Cso-Wert ermittelt
werden. Der genaue experimentelle Aufbau war folgendermalen: Ein N-terminales,
myristoyliertes Src Peptidfragment wurde mit einem Akzeptor (d2) tber einen Avidin-
Streptavidin-Komplex gekoppelt, GST-UNC119a hingegen mit einem anti-GST-Antikorper-
Donor-Komplex (Europium-Kryptat-Komplex). %% 19 Wenn das Myr-Src-Peptid an UNC119
bindet und das System durch Laserlicht mit einer Wellenldnge von 337 nm aktiviert wird, wird
Energie vom Donor (UNC119) zum Akzeptor (Myr-Src-Peptid) Ubertragen, wobei das
emittierte Licht (620-665 nm) langwelliger wurde. Dieses Licht konnte anschliefend gemessen
werden. Wurde eine Substanz hinzugegeben, welche die Interaktion von UNC119-Myr-Src
inhibiert, wirde weniger Energie Ubertragen, was zu einer geringeren Signalintensitat des
Akzeptorfluorophors fihrte.

337 nm

\ 3?:\\ 620 nm

UNC119a

'

niedermolekularer

Inhibitor
* Avidin- anti-GST-
Streptavidin- Antikorper
Komplex

Eu(lll)-Kryptat

Abb. 2.20. Assay zur Untersuchung der Interaktion vom myr-Src-Peptid mit UNC119a. Das Homogeneous

Time Resolved Fluorescence (HTFR) Assay dient zur Bestimmung der 1Cso-Werte fiir die UNC119-Src-Inhibition.
99, 100
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2.3.2 Untersuchung der Struktur-Wirkungsbeziehung

Mithilfe des HTFR Assays wurden 280.000 Verbindungen getestet wovon ca. 50 Substanzen
eine 50 %ige inhibitorische Konzentration (ICso) von weniger als 200 nM aufwiesen. Nach
eingehender Betrachtung der getesteten Molekiile wurde festgestellt, dass eine Reihe von
strukturell &hnlichen Substanzen mit Thiazolon-Geriist 2 einen niedrigen 1Cso-Wert besitzt und
somit geeignet fur weitere Untersuchungen war (Abb. 2.21). Es wurde weiterhin beobachtet,
dass eine Reihe von Substanzen statt des Thiazolongerustes eine Indolingruppe (1) aufwies. Es
wurde entschieden, dass basierend auf der Struktur 1 als Subklasse von 2 eine
Substanzbibliothek etabliert werden sollte (Abb. 2.21). Es wurde auf Grundlage von bekannten
Lipidomimetika angenommen, dass die Vereinigung beider Molekile einen Vorteil bringen
wiirde. %6 101 Die Uberlegung wurde dadurch gestiitzt, dass das Indolin als Derivat des Indols
ein “privilegiertes Grundgerlst® fir Lipidomimetika ist, wie bereits in Abb. 2.18 gezeigt
wurde. °® Fir die Synthese wurde zunachst die gegebene Struktur-Aktivitatsbeziehung der
getesteten Substanzen betrachtet. Im Falle von 1 wurde festgestellt, dass der Stickstoff des
Indolins immer acetyliert war, sowie der Teil Linker des Diamins eine lédngere
Kohlenwasserstoffkette (CH2 = 2) besal3.
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Abb. 2.21. Initiale Hits und kombinierte Zielstruktur. 1Cso-Werte wurden im HTFR-Experiment bestimmt.

Bei 2 wurden nur alkyliertes Benzothiazolon als aktiv festgestellt. Der Linker ist weitestgehend

variabel, wobei ein Michael-Akzeptor wie in 2 vermieden werden sollte, da evtl. kovalente

=24 -



Bindungen mit Proteinen eingegangen werden konnte. Aus diesen Uberlegungen resultierte die
Zielstruktur 3 (Abb. 2.21).

Da die Synthese der Zielstruktur nicht vollstandig bekannt war, wurde diese zunéchst
retrosynthetisch zerlegt (Abb. 2.22). Dabei wurde zuerst der Teil 6 vom Teil 9, im Folgenden
Linker, getrennt. Sulfoniertes Indolin 6 wurde anschlieBend aus dem acetylierten oder dem
alkyliertem Baustein 5 erhalten. Dieser Baustein 5 konnte auf das Startmaterial Indolin 4
zurlickgefuhrt werden. Fur den Linker wurde eine Schutzgruppenstrategie vorgeschlagen,
wobei das Diamin zunéchst geschiitzt vorliegt (8). Das Startmaterial dieses Bausteins kann auf

Piperazin zurtickgefiihrt werden.

%Osf —
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AG\S//O
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R
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+

Abb. 2.22. Retrosynthese der Zielstruktur. SG = Schutzgruppe. AG = Abgangsgruppe.
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70°C-RT, 3-5 h N
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+ R—I
N THF, RT-80°C N
H R,
4a-d 50-u

Abb. 2.23. Exemplarische Synthese der Sulfonylchloride 6a-v. 12 1 R; = Acetyl, cyclische Alkyle,
verschieden substituierte Aryle; Rz = (verzweige) Alkyle und Wasserstoff; Rs = Carbonyle (R1) und Alkyle Re.
Neben Indolinen wurde auch verschiedene Indolinderivate (2-Methylindoln, Isatin, Benzimidazol) verwendet.

Um die Inhibitoren zu erhalten, wurden diese nach dem entwickelten Syntheseplan (Abb. 2.23-
Abb. 2.25) hergestellt. Hierbei wurden zuerst verschiedene Indolinderivate (Indolin 4a, 2-
Methylindolin 4b) in quantitativen Ausbeuten mit DMAP als Katalysator acetyliert (Abb. 2.23,

5a-n). 192 Fir die Acetylierung wurden Carbonséaurechloride genutzt, wobei auch verschieden
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substituierte Benzoylderivate verwendet wurden. Die Aufreinigung gestaltete sich als relativ
simpel, da unerwiinschte Substanzen durch eine Extraktion abgetrennt und dadurch das Produkt
rein isoliert werden konnte. Parallel dazu wurden verschieden substituierte Indoline (Indolin
4a, 2-Methylindolin 4b, Isatin 4c, Benzimidazol 4d) mit Alkyliodiden bei 80 °C in moderaten
Ausbeuten alkyliert (Abb. 2.23, 50-u). Die N-substituierten Produkte 5a-u sowie
unsubstituiertes Indolin wurden anschlielend bei erhohter Temperatur in guten Ausbeuten
chlorsulfoniert. 1% Bei alkylierten und cyclischen Carbonylalkan N-substituierten Indolen
musste eine kirzere Reaktionszeit gewéhlt werden, da ansonsten ein Zerfall der Substanz zu
beobachten war. Es wurde versucht alkylierte Indol- bzw. Oxindolderivate herzustellen, wobei
diese trotz verschiedener Ansétze nicht erhalten werden konnten. Die Produkte waren entweder
nicht Gber eine Alkylierung zu erhalten oder zerfielen wahrend der Chlorsulfonierung. Auch
eine Wolff-Kishner-Reduktion des Isatins bzw. eine Oxidation des Indolinrings nach der

Chlorsulfonierung, um Oxindole zu erhalten, war nicht mdglich.

H 1) TEA, DMAP,
DCM,RT, 1d )

N
_BocO 10a-m ©\/U\
[ ] DCM, [ j W - N/\
N 2) TFA, DCM, K/
BOC RT, 1d NH

H RT, 2d
Ta-f 8a-f 9a-m

/

Abb. 2.24. Exemplarische Synthesevorschrift der acetylierten Diamine 9a-m. 104 105

o)
Clw v NH DCM, RT, N
S Q U.N. O 0o
O + N > N\S//
N W oder: O//
Rs o Pyridin, y

80-100°C, u.N. \

6a-v 9a-m 3a-u,a-x

Abb. 2.25. Exemplarische Synthese der Inhibitoren 3a-u,a-x. Rs = Alkyle, verschiedene Acetyle. Neben
Indolinen wurde auch verschiedene Indolinderivate (2-Methylindoln, Isatin, Benzimidazol) verwendet.

Parallel dazu wurden Diamine (Piperazin 7a, Methylpiperazin 7b, Homopiperazin 7c, Ethylen-
7d, Propylen- 7e, Butylendiamin 7f) einfach Boc geschtzt (8a-f) und im nachsten Schritt mit
einer Benzoyl(derivat)- bzw. einem Benzylgruppe endsténdig substituiert (10a-m bzw. 10n-o,
Abb. 2.24), 104,105,106 Dje Ausbeuten waren auch hier meistens quantitativ und die Aufreinigung
simpel. Anschliefend wurde die Boc-Schutzgruppe durch TFA in DCM entfernt (9a-0). Die
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Schitzen/Entschutzen-Strategie musste angewandt werden, da ansonsten die Diamine doppelt
acyliert wurden bzw. die Aufreinigung sich als schwierig erwies. AnschlieBend wurden beide
Bausteine entweder, wie im Falle von cyclischen Diaminen bei Raumtemperatur und in DCM
oder im Falle der primaren Amine bei 80-100 °C in Pyridin umgesetzt (Abb. 2.25). 197 Alle
Inhibitoren wurden Uber eine préap. HPLC gereinigt. Obwohl viele Substituenten abgedeckt
wurden, konnten keine N-methylierten Inhibitoren realisiert werden. Auch die Synthese anderer
N-alkylierter Inhibitoren war in manchen Fallen nicht mdglich bzw. mit einer sehr geringen
Ausbeute verbunden und sind deshalb hier nicht aufgefiihrt.

Zu Beginn der Substanzbibliothek-Synthese wurden zunéchst acetylierte und alkylierte
sulfonierte Indoline und deren Derivate mit Linker verschiedener Kohlenstoffkettenlange
(n = 0-2) und Diaminen (Piperazin 9a-c, Homopiperazin 9d) synthetisiert und sulfonamidiert.
Im weiteren Verlauf wurden die Inhibitoren der Leitstruktur 3 aus Griinden der Klarheit wie
folgt benannt: Erster Buchstabe entspricht der fortlaufenden Benennung des Indolinteils, der
letzte Buchstabe entspricht dem Linker/Aminteil. In der Tabelle Tab. 2.1 sind verschiedene
Inhibitoren mit Alkylresten sowie kurzen, auch cyclischen Acetylresten zu sehen. Hierbeli
hatten alle alkylierten Derivate (30-u, a-c) einen 1Cso von mehr als 1 uM. Der 1Cso-Wert wurde
nicht eingehender untersucht, da die Initialsubstanzen potenter waren. Inhibitoren mit kurzen
Acylresten wie Acetyl- (3ka-d) und Cyclopropanoylgruppen (3la-d) waren ebenfalls schwach
aktiv. Inhibitoren mit Cyclohexoylsubstituent (3ma-d) als N-Substituent (Position R1) war
dagegen aktiv, wobei die Inhibition von UNC119a 10- bis 100-mal schwacher war als die
initialen Hits 1 oder 2. Um den Trend von grofRen cyclischen N-acetylierten Inhibitoren
weiterzuverfolgen wurden dementsprechend Benzoylreste (3a-j,a-d) mit verschiedenen
Substitutionsmustern verwendet (Rz, Tab. 2.2).

Bei der naheren Untersuchung der Struktur-Wirkungsbeziehung (structure activity
relationship, SAR) wurde festgestellt, dass die Aktivitat der Inhibitoren von der Lange der
Kohlenstoffketten abhing. Hierbei war kein Muster erkennbar, in welchen Fallen ein langerer
und wann ein kurzerer Linker von Vorteil war. Die einzige Gemeinsamkeit bei allen N-
benzoylierten Inhibitoren war, dass das Homopiperazin (3ad) statt dem Piperazin (3aa-c)
aktiver und das 2-Methylindolin (3ba-d) inaktiv war. Werden die Benzoylsubstitutionsmuster
der N-substitutierten Indoline néher betrachtet, hatte eine para-Substitution einen negativen
Effekt (3c-d/a-d), wobei mit steigender GroRe der Gruppe (p-CFs gegen p-Cl) auch die
Aktivitat sank. Ortho-Substitutionen (3ea-d) wurden hingegen toleriert. Meta-Substituenten
(3da-d, 3id, 3jd) zeigten die groRte Aktivitat, wobei ein Chlor-substituierter Inhibitor (3da-d)

zu einem geringeren ICso fiihrte als ein Inhibitor mit gréRerem Bromsubstituent (3id).
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Inhibitoren mit 2-Acetylpiperidin (3jd) und doppelsubstituierte Aromaten (3ga-d, 3hd) zeigten

hingegen eine schwachere Aktivitat.

Tab. 2.1. 1Cso-Werte der Substanzbibliothek mit N-Alkyl bzw. N-Acetylsubstituenten. In fett sind die Namen
der Substanzen angegeben. 31X, 3rX: 2-Methylindolin statt Indolin; 3sX: Isatin statt Indolin; 3tX, 3uX:
Benzimidazol statt Indolin.

0,

Rz\ /9

7/
APW
N

BE:

ONf\

N Ny
RZ k/N}eA J'rH
Ri1
ICs0 (NM) ICs0 (NM) ICso0 (NM) ICs0 (NM)
s >1.000 (3ka) >1.000 (3kb) >1.000 (3kc) >1.000 (3kd)
/<o >1.000 (3la) >1.000 (3Ib) >1.000 (3lc) >1.000 (31d)
fo >1.000 (3ma) | >1.000 (3mb) >1.000 (3mc) >1.000 (3mc)
W)Qo 764 £ 82 (3na) | >1.000 (3nb) >1.000 (3nc) 559 + 63 (3nc)
A >1.000 (30a) >1.000 (3ob) - -
X - >1.0003pb) | >1.000 (3pc) -
>1.000 (3gb)
~ >1.000 (3rb) i i
/= >1.0003da) | 21000 (3sb)
>1.000 (3tb)
A

>1.000 (3ub)
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Tab. 2.2. 1Cso-Werte fiir die Inhibitoren von UNC119 der Substanzbibliothek mit N-Benzoylsubstituenten.

In fett ist der Inhibitorname angegeben. 3bX: 2-Methylindolin statt Indolin.

RZ\S//

R4
©)(‘)\N (j\/\oL ©/\)OLN ) NC)‘
N )
RZ K/NJ_\-\J K/N:; k/fo J-"IJ
R1
1Cs0 (NM) I1Cs0 (NM) I1Cs0 (NM) 1Cs0 (NM)
o | >1.000(3aa) | >1.000(3ab) | 509+32(3ac) | 234+ 23 (3ad)
>1.000 (3ba) | >1.000 (3bb) | >1.000(3bc) | 670+ 69 (3bd)
A
(0]
§ >1.000 (3ca) >1.000 (3ch) >1.000 (3cc) >1.000 (3cd)
FsC
v
Qﬁ © | >1.000(3da) | >1.000(3db) | >1.000(3dc) | 767 = 144 (3dd)
Cl
(6]
C|©;L 2322;)45 236+ 68 (3eb) | 379+33(3ec) | 111+ 11 (3ed)
A
(6]
di | >1.000(3fa) | >1.000(3fb) | 40975 (3fc) | 33236 (3fc)
W
(0]
@ 192 +6 (3ga) | 879 +52 (3gh) >1.000 (3gc) >1.000 (3gd)
Cl I
./\>‘/‘J
(6]
Cld - - - 251 + 50 (3hd)

LS VRS
o

N
@)

/

=z

-29 -

159 + 43 (3id)

689 + 28 (3jd)



Da sich ein o-Chlor-substituierter Benzoylring am Indolin als vorteilhaft erwies, wurden
weitere Diaminreste (9e-m) synthetisiert und getestet (Tab. 2.3). Im Falle der Derivate mit
Piperidin- statt Benzoylrest am Linker (3ev-w) muss angemerkt werden, dass diese nicht durch
die oben gezeigte Syntheseroute hergestellt werden konnte. Der Grund lag in der guten
Wasserloslichkeit der Produkte und die Substanzen konnten damit im Extraktionsschritt
verloren gehen. Stattdessen musste Boc-geschiitztes Piperazin mit dem Sulfonylchlorid reagiert
(3et), entschitzt (3u) und anschlieBend mit einem Carbonylchlorid zum Amid (3ev-w)
umgewandelt werden. Bei der Analyse der Struktur-Aktivitatsbeziehung wurde festgestellt,
dass Inhibitoren mit langerem Linker am Piperazin von Vorteil sind (Vgl. 3ea mit 3ec), wobeli
bei Inhibitoren mit Homopiperazin der Effekt umgekehrt war (Vgl. 3ed mit 3ef).
Methylpiperazin statt Piperazin (3ee) wurde toleriert. Chlor- und hydroxysubstituierte
Benzoylreste (3eh-j und 23) sowie Piperidine (3ev-w) am Linker wiesen einen ahnlichen 1Cso
zwischen 190 und 300 nM auf. Wurde hingegen das Piperazin alkyliert (3eg) oder nicht
substituiert (3eu), war die Aktivitat betrachtlich niedriger. Eine Boc-Gruppe (3et) sowie
direkte, aromatische Substitution (3er-s) des Diamins fuhrte zur totalen Inaktivitit. Derselbe
Effekt wird bei linearen Diaminen mit verschiedenen Langen beobachtet (3ek-m).
Interessanterweise hat auch ein symmetrischer Inhibitor (3ex) eine nanomolare Aktivitat.

Da die Zielstrukturen 3 in Abb. 2.22 nicht potenter als die Initialhits 1 und 2 waren, wurde
beschlossen eine kleine Substanzbibliothek auf dem Initialhit 1 und dem obigen SAR-
Resultaten aufzubauen. Hierbei sollte das Piperazin in 1 durch Homopiperazin und die
Cyclobutancarbonylgruppe durch m-Chlorphenyl ersetzt werden. Hierbei wurde auf eine
andere Syntheseroute zuriickgegriffen (Abb. 2.26). Es wurde zuerst Boc-geschutztes (Homo-)
Piperazin 8c alkyliert (10n) und entschitzt (9n), gefolgt von einer Substitution am Diaminring,
um die alkylierten, Phthalimid-geschitzten Diamine 100-q zu erhalten. AnschlieBend wurden
diese durch Hydrazin entschitzt (90-q) und in Pyridin mit Sulfonylchlorid 6e sulfonamidiert.
Die erhaltene Substanzbibliothek ist in Tab. 2.4 zusammengefasst. Es wurde damit durch eine
andere Linkerstruktur ein deutlich niedriger 1Cso gefunden. Die direkt arylierten Diamine
wiesen eine deutlich niedrigere inhibitorische Konzentration auf als in Tab. 2.3. Der beste

Inhibitor Deltauncin (3eq) weist damit einen niedrigeren ICs als der initiale Hit 1 auf.
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Tab. 2.3. ICso-Werte der Substanzbibliothek mit N-Methachlorbenzoylsubstituenten. In fett sind die
Inhibitorennamen angegeben.

) 1Cs0 ] 1Cso0 ] 1Cs0
Substituent R Substituent R Substituent R
(nM) (nM) (nM)
i 239 + 45 825 + 21 i 356 + 47
X N X X
N ©/\ N = N
©)L oy (3ea) KN (3eq) N I y (3ev)

o 0 0
+ + +
@Nﬂ 236 + 68 )@)LN e | A 21147
Cl

(A, | (3eD) (A, | (3eh) v S L, | (Bew)
0]

i 379 £33 i " 108445 | >k N >1.000

@NLO‘; (3ec) Q)L LN 2 (3ei) K/N}Hf (3et)
0) o)

Na Lz @\)J\N 183 + 49 ”O_ 518 + 30

| (3ed) o SN (3ej) s (3eu)

i 198 + 52 QN >1.000 | °7 330 £ 15

00 oy

‘ (3ee) o KN (3er) v (3ex)
)\/N;ﬂ 4 O\‘;\
O
548 + 49 >1.000 0 338 +£99
N cl N/\
N-¢- (3ef) N (3es) N (23)
v ke Nene)

>1.000 0 >1.000 0 >1.000

o H
©)LN/\/\N5‘L; (3ek) ©)LH/\/\/N£~ (3el) ©)LH/\/Hﬁ (3em)
H H
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Abb. 2.26. Synthese der Substanzbibliothek basierend auf 1 am Beispiel von Deltauncin.

Tab. 2.4. 1Cso-Werte der Substanzbibliothek basierend auf dem initialen Hit 1. Namen der Inhibitoren sind
in fett angegeben.

of
@\ Cl
R N/\ @EN Q/
K/N\/\/HrrIJ K/)\l\/\/njﬁJ NQ\/\/H:‘J
I1Cs0 (NM) I1Cs0 (NM) I1Cs0 (NM)
R\ 7
>
(6]
m 301 £ 85 (3e0) 152 + 40 (3ep) 51 + 6 (3eq, Deltauncin)
o}
5
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2.33 Physikalisch-chemische und biophysikalische Experimente

Im Anschluss an die Synthesen wurde die Loslichkeit und Membranpermeabilitat der drei
besten Indolininhibitoren und der Substanz 1 durchgefiihrt untersucht. 1% Beide Experimente
wurden durch Dr. Matthias Baumann am LDC, Dortmund durchgefihrt. Dies war nétig um
sicherzustellen, dass der Inhibitor bei zellularen Experimenten nicht im Zellmedium ausféllt
und eine Zellgangigkeit gewéhrleistet ist. Der initiale Hit 1 hat die beste Léslichkeit (Tab. 2.5),
gefolgt vom potentesten Inhibitor Deltauncin. Deltauncin 2 (3ed) und damit auf der Struktur
3 basierenden Substanzen wiesen eine niedrige Loslichkeit auf. Das PAMPA-Experiment
wurde nur fir den initialen Hit 1 durchgefuhrt, da das Experiment zu einem spateren Zeitpunkt
nicht mehr durchgefiihrt werden konnte. Die Permeabilitat von 1 lag im mittleren Bereich, d. h.
bei 13,9 %Flux. Die Daten sollten aber auch auf das strukturell sehr dhnliche Deltauncin
Ubertragbar sein. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die zwei Inhibitoren Deltauncin und
Deltauncin 2 auf ihre Selektivitat beztiglich anderer Lipidbinder getestet. 1%

Dieses Experiment sollte die Selektivitdt zu UNC119 bzw. der Myristoylbindetasche zeigen
und die Bindung zu anderen, wie z. B. farnesylbindende Proteine ausschliefen. Damit kénnen
Effekte in Zellen, die durch eine direkte Bindung an die genannten Proteine stattfinden kénnten,
ausgeschlossen werden. Zusatzlich dient dieses orthogonale Experiment als Bestédtigung der
Bindung von Deltauncin mit UNC119 in vitro. Als Testsystem wurde ein Fluoreszenz-
polarisisationsexperiment durch Dr. Eyad Fansa, MP1 Dortmund durchgefihrt. In diesem Assay
wurde ein Fluorophor-markiertes, lipidiertes Peptid, als verkiirzte Form des endogenen
Liganden, zusammen mit dem jeweiligen Chaperon inkubiert. Getestet wurde die Inhibition der
Interaktion von UNC119a/Myr-Src sowie Far-RHEB (farnesyliertes Ras homolog enriched in
brain) mit jeweils PDES 1%, aryl hydrocarbon receptor interacting protein like 1 (AIPL1) 1%
und Calmodulin (CaM) % mit Deltauncin (Abb. 2.27) sowie Deltauncin 2 (Abb. 2.28).
UNC119a wurde in diesem Fall gewahlt, da die Isoformen a und b relativ dhnlich sind und
UNC119a in Zellen héher exprimiert wird. Wahrend des Experiments wurde als Erstes eine
stabile Gerade der Polarisation mit den lipidierten Peptiden 111 112 gemessen. Im Anschluss
wurde das Chaperon hinzugeftigt. Durch die Bindung des Peptids an seinen Bindungspartner
wurden die Freiheitsgrade des Fluorophors verringert und damit die Polarisation erhoht. Bei
Zugabe eines Inhibitors sollte das fluoreszierende Peptid wieder frei in Lésung diffundieren
und damit die Polarisation herabgesetzt sein. Entsprechend wiurde sich bei fehlender Bindung
des Inhibitors die Polarisation nicht &ndern. Um sicherzugehen, dass keine Bindung mit dem
jeweiligen Chaperon eingegangen wurde, wurden neben einer 200 nM- und 400 nM-Ldsung

auch 4 uM-L6sung des Inhibitors hinzugegeben.
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Tab. 2.5. Loslichkeit, PAMPA (parallel artificial permeability assay) und 1Cso-Ubersicht der UNC119-
Inhibitoren. Die L&slichkeit wurde Uber die Absorption verglichen mit reinem Lésemittel bestimmt. Bei dem
PAMPA-Experiment wurden %Flux als Anteil der Substanz von Donor- verglichen zur Akzeptorwanne

angegeben. Hierbei wurde die Menge ber die Absorption beider Wannen bestimmt.

. Loslichkeit | PAMPA I1Cso0
Inhibitor Name
(M) (%Flux) (nM)
N H
O
©/\ K/N\/\/N\//S"
3 m 1 368,1 13,9 6246
ol
Nﬁ\ H o
K/N\/\/N‘/S// .
J \©E§ Deltauncin
N 229,2 - 51+6
%0 (3eq)
Cl
(0]
Nﬁ\ 0
K/N\/S//
o m Deltauncin 2
N 11,4 - 111+ 11
%0 (3ed)
Cl
Cl
o)
N Deltauncin 3
o) - - 239+ 45
% (3ea)
o)

Wie erwartet sinkt der Anteil an polarisiertem Licht im Falle von UNC119a bei Zugabe von

Deltauncin bzw. Deltauncin 2. Qualitativ kann ein Unterschied bei der Polarisierung der

jeweiligen Konzentration und damit Inhibition zwischen beiden Substanzen bemerkt werden.

Im Falle von UNC119 féllt die Polarisation auf das Anfangsniveau nach Zugabe von 400 nM

des affineren Deltauncin, wéhrend fiir den gleichen Effekt 4 uM Deltauncin 2 bendtigt wird.
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Abb. 2.27. Testung der Inhibition der Interaktion von verschiedenen Fluorophor-markierten, lipidierten
Peptiden mit deren Chaperons durch Deltauncin mittels Fluoreszenpolarisation. A: Myr-Src-Unc119a-
Interaktion. B: Far-RHEB-PDEGS-Interaktion. C: Far-RHEB-AIPL1-Interaktion. D: Far-RHEB-CaM-Interaktion.

Die farnesylbindenden Proteine AIPL1 und Calmodulin sind keine Binder von Deltauncin
bzw. Deltauncin 2 (Abb. 2.27 bzw. Abb. 2.28 jeweils C und D). Uberaschenderweise konnte
eine Bindung beider Inhibitoren an PDES (Abb. 2.27 bzw. Abb. 2.28 jeweils B) gezeigt
werden. Dieses Ergebnis kam (Uberraschend, da keine Bindung von Deltauncin bzw.
Deltunincin 2 an andere Farnesyl- bzw. Fettsdure-bindenden Proteine zu sehen war und damit
keine Spezifizitat zu erwarten ware. Ein Grund fiir die Inhibition von PDES ist die Homologie
der Struktur der Bindetasche zwischen PDES und UNC119. Diese doppelte Inhibition
ermoglicht erstmals die gleichzeitige Inhibition der Chaperone zweier onkogener Proteine zu

studieren.
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Abb. 2.28. Testung der Inhibition der Interaktion von verschiedenen Fluorophor-markierten, lipidierten
Peptiden mit deren Chaperons durch Deltauncin 2 mittels Fluoreszenzpolarisation. A: Myr-Src-Unc119a-
Interaktion. B: Far-RHEB-PDES-Interaktion. C: Far-RHEB-AIPL1-Interaktion. D: Far-RHEB-CaM-Interaktion.
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Abb. 2.29. Kd¢-Bestimmung durch ein Verdringungsexperiment von Deltauncin mit PDE§ (A) und
UNC119a (B). Titration von Deltauncin zu vorher entstandenen Komplex von 0,5 uM Far-RHEB Peptid bzw.
Myr-Src Peptid mit 1,5 uM PDES bzw. UNC119a.
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Da die in Kapitel 2.3.1 1Cso-Werte abhangig von der Proteinkonzentration sind, wurden
konzentrations-unabhéngige Kg-Werte fir die Bindung von Deltauncin an UNC119a und
PDES ermittelt (Abb. 2.29). Fir UNC119a ergab sich eine Bindungskonstante von 23 = 3 nM
und fiir PDES von 64 + 7 nM. Dass Deltauncin knapp 2,5-mal schwécher an PDES bindet als
an UNC119a, ist auch qualitativ durch das Plateau bei PDES im Selektivitatsprofil zu
entnehmen (Vgl. Abb. 2.27 A und B).

234 Einfluss von Deltauncin auf die UNC119-Src-Interaktion bestimmt durch ein

Proximity-Ligation Experiment
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Abb. 2.30. Funktionsweise des PLA. 113

Ein direkter Nachweis der Inhibition der UNC119-Src-Interaktion kann durch das sog.
proximity-ligation assay (PLA, Abb. 2.30) erfolgen. Hierbei wurden AntikOrper gegen
UNC119 und Src verschiedener Herkunft mit vorher permeabilisierten Zellen inkubiert. Einen
sekundaren, mit jeweils einem einzigartigen DNA-Strang versehenen Antikorper, gegen jeweils
den primaren Antikdérper von UNC119 bzw. Src wurden daraufhin hinzugefiigt. Befanden sich
beide Proteine in Nachbarschaft (maximal 40 nm Abstand voneinander) 13, kénnen die DNA-
Strénge beider Antikdrper zusammen mit komplementéren, kurzen Oligonukleotiden
hybridisieren, um einen Ring zu bilden. Die Strdnge werden anschlieRend ligiert, vervielféltigt
und durch komplementare Oligonukleotide, die an fluoreszente Sonden gekoppelt sind, sichtbar
gemacht. Das Binden der Proteine wirde dabei in der Immunofluoreszenzmikroskopie als

Punkte sichtbar. Zuné&chst wurden die optimalen Antikérperkonzentrationen fur beide Proteine
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in  verschiedenen  Zelllinien (HeLa, MDA-MB-231, MCF-7, U20S) durch
Immunofluoreszenzmikroskopie ermittelt (Abb. 2.32). Aufgrund der Verteilung der
Fluoreszenz, also Src erhoht plasmamembrangebunden und UNC119 im Zytosol verteilt,
konnte die Selektivitdt des UNC119- und Src-Antikdrper angenommen werden. Daran
anschlieBend wurde das PLA getestet. Hierbei wurde neben DAPI, das den Zellkern anfarbte,
und den priméren und sekundéren Antikdrpern auch WGA-488 verwendet, ein Marker flr
Zellmembranen. Als Negativkontrollen wurde jeweils einer der primaren Antikorper (anti-
UNC119 oder anti-Src) weggelassen. Es konnten keine PLA-Signale fur die Positiv- und
Negativkontrolle (Abb. 2.31) detektiert werden und damit keine Bindung von Src an UNC119.
Um einen Fehler der PLA-Reagenzien auszuschlieBen wurden zwei primére Antikorper
desselben Proteins mit verschiedenen Epitopen gegen dasselbe Protein und aus verschiedenen
Spezies gewéhlt (Abb. 2.33). Sowohl fiir Src als auch B-Catenin (Abb. 2.33) konnten viele
PLA-Signale registriert und damit die Funktionalitdt der Reagenzien gezeigt werden. Durch
dieses Ergebnis lieR sich darauf schliel}en, dass unter diesen Bedingungen das PLA keine

Bindung von Src und UNC119 zeigen konnte.

DAPI WGA PLA Uberlagerung

Abb. 2.31 PLA fur die Detektion der UNC119-Src-Interaktion in HeLa-Zellen. Reprasentative Aufnahmen
von HelLa Zellen gefarbt fir DAPI, WGA und PLA sowie Uberlagerung der Kanéle fiir die Positivkontrolle, die
Negativkontrolle ohne Src-Antikorper und die Negativkontrolle ohne UNC119-Antikorper.

Positiv-
Kontrolle

Negativkontrolle
ohne UNC119-
Antikorper

Negativkontrolle
ohne Src-
Antikorper

- 38 -



DAPI UNC119 Src Uberlagerung

Abb. 2.32. Untersuchung der Immunofluoreszenz der Lokalisation von UNC119 und Src. Reprasentative
Aufnahmen von HeLa-Zellen gefarbt mit DAPI und anti-UNC119, anti-Src Antikdrper sowie die Uberlagerung
der Kanéle.

DAPI WGA PLA Uberlagerung

B-Catenin - - -‘ | - | -

Abb. 2.33. Untersuchung der Funktionstiichtigkeit des PLA-Kits. Représentative Aufnahmen von U20S-
Zellen gefarbt mit DAPI, WGA, PLA von anti-B-Catenin (Maus und Kaninchen) bzw. anti-Src (Maus und
Kaninchen) sowie Uberlagerung der Kanéle.
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2.3.5 Einfluss von Deltauncin auf die UNC119-Src-Interaktion bestimmt durch
FLIM-FRET Experimente

Da im PLA-Experiment keine Bindung von UNC119 und Src gezeigt werden konnte, wurde
ein Ansatz der Fluoreszenzlebensdauer-Mikroskopie, die den Forster-Resonanzenergietransfer
nutzt, (engl. fluorescence lifetime imaging microscopy (FLIM) und fluorescence resonance
energy transfer (FRET), kurz FLIM-FRET) in Betracht gezogen (durchgefiihrt durch Dr.
Antonios Konitiotis am MPI Dortmund). Da Deltauncin eine doppelte Selektivitéat hat, wurde
sowohl die Src-UNC119a- bzw. -UNC119b-Interaktion als auch die PDES-RHEB-Bindung
beobachtet. Das Prinzip des FLIM-FRET (Abb. 2.34) beruht auf der Fluoreszenz-Lebensdauer
des FRET-Donors. In diesem Fall wurden HelLa-Zellen transient mit einem UNC119a- oder
UNC119b- bzw. PDES-mCherry-Konstrukt und einem Src-6Q- bzw. RHEB-mCitrin-Konstrukt
transfiziert. 6 Src-6Q ist eine Src-Mutante, die in Position 6 der Aminosauresequenz mutiert
wurde. Diese Mutation wurde gewahlt, da das polybasische Motiv, das mit erhéhter Ladung
und damit guter Membranverankerung einhergeht, durch Glutamin unterbrochen wird und
somit die Verankerung in einzelnen Membranen schlechter ist. Dies fuhrt wiederum zur
besseren Verteilung von Src in allen Membranen und damit ein besseres Signal fur das FLIM-
FRET Experiment. Wenn das Chaperon an das myristoylierte bzw. prenylierte Protein binden
wirde, kdmen die Fluorophore mCherry und mCitrin in geeignete Nahe (max. 10 nm).
Hierdurch kann der Energietransfer erfolgen, d. h. FRET kann stattfinden. Dabei kann die
Fluoreszenzlebensdauer o des Donors gemessen werden. Wurde in dem Experiment
Deltauncin  zu dem FLIM-FRET System hinzugegeben, verringerte sich die
Fluoreszenzlebensdauer, was durch das Absinken des a-Wertes detektiert wurde (Abb. 2.35 A-
C). Die zwei lipidierten Proteine waren vor Behandlung in der Zelle diffus verteilt, bei der
Zugabe von Deltauncin hingegen lokalisierten diese mehr in den Endomembranen. Dies liegt
an der Freisetzung der lipidierten Proteine nach der Inhibition von UNC119 durch Deltauncin
und der anschlieRenden Lokalisation der lipidierten Proteine von UNC119 an Endomembranen.
Dies ist ebenfalls am Anstieg der lokalen Fluoreszenz sichtbar (Abb. 2.35 A-C). Diese
Beobachtung bestétigt, dass Deltauncin die Interaktion von UNC119a/b und PDES mit Src
bzw. RHEB inhibiert. Zusatzlich zeigte dieses Experiment, dass der Inhibitor zellganig ist und
seine Aufgabe in Zellen erfullt, was fir weitere zelluldre Experimente eine wichtige Grundlage

war.
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Abb. 2.34. Prinzip des FLIM-FRET Experiments.

Weiterhin kdnnen Uber eine Deltauncin-Titration und die ermittelten a-Werte ein ,,In-Zellen*-
Kg von UNC119a/b und PDES bestimmt werden (Abb. 2.35 E). Aufféllig war, dass der
zelluldre Ky von Deltauncin an UNC119a (938,2 £ 35,9 nM) hoher als fur UNC119b
(144,1 + 9,45 nM) war. Beobachtet wurde zudem, dass im intrazelluldren Kontext die Bindung
von PDES (708,2 £ 105,9 nM) besser war als bei UNC119a, was widerspriichlich zu den
gemessenen Kg-Werten des jeweiligen Proteins aus Kapitel 2.3.3 ist. Dies kann durch
strukturelle Veranderung durch das Anhéngen der Fluorophore oder anderer zelluldrer Faktoren

erklart werden. 114
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Abb. 2.35. FRET-FLIM Experiment von mCitrine-Src-6Q mit mCherry-UNC119a/b bzw. mCitrine-RHEB
mit PDE& nach Behandlung mit Deltauncin. Behandlung von mCitrine-Src-6Q und mCherry-UNC119a (A)
bzw. mCherry-UNC119b (B) oder mCitrine-RHEB-PDES (C) mit Deltauncin in Konzentrationen, die tber den
Aufnahmen zu sehen sind. Es sind der mCitrine- (jeweils erste Reihe), der mCherry- (jeweils zweite Reihe) sowie
der FRET-Kanal (jeweils dritte Reihe) angegeben. FLIM-Werte sind durch a-Werte reprasentiert. Die Donor-
Kontrolle ist in D zu sehen. Fiir die Berechnung der In-Zellen-Kq-Werte wurden die o-Werte normalisiert und
gegen die Konzentration aufgetragen (E; Kq fur Deltauncin-Src-6Q-UNC119: 938,2 + 359 nM (n=21),
Deltauncin-Src-6Q-UNC119b: 144,1 +9,45nM (n=26) und Deltauncin-RHEB-PDES: 708,2 +105,9 nM
(n=20)).
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2.3.6 Einfluss von Deltauncin auf die Relokalisierung von Src

Nach erfolgreichem Beweis der Inhibition von UNC119 durch Deltauncin, sollte anschlieRend
die Relokalisierung von Src aus Membranen nach Behandlung mit Deltauncin studiert werden.
Der Hintergrund war, dass nach Inhibition von UNC119 Src an der Plasmamembran weniger
an der Endomembran vorhanden sein sollte. Dies sollte zusatzlich das FLIM-FRET Experiment
stitzen. Src-abhangige HT29-Zellen 1> wurden mit verschiedenen Konzentrationen von
Deltauncin behandelt, fixiert und Src immunofluoreszent angefarbt (Abb. 2.36 A,
durchgefuhrt durch Dr. Antonios Konitiotis am MPI Dortmund). Die Analyse der Verteilung
von Src ist in Abb. 2.36 B gezeigt. Wie zu erwarten war eine dosisabhangige, Endomembran-
gebundene Fraktion von Src zu detektieren. Eine der Schwierigkeiten dieses Experiments
bestand darin, relativ viel Inhibitor zu nutzten, obwohl UNC119 bereits bei niedrigeren
Konzentrationen als 12,5 uM gesattigt sein sollte, da der Kq-Wert im niedrigen nanomolaren
Bereich ist. Ein deutlicher Effekt trat aber erst mit hoher Konzentration (50 uM) von
Deltauncin ein. Dies kann an verschiedenen Zelltypen der Experimente und transfizierte

verglichen zu nicht-transfizierte Zellen liegen (HT29 vs. Hela).
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Abb. 2.36. Intrazellulare Verteilung von Src. A: Aufnahme von mit Src-Immunofluoreszenz gefarbten HT29-
Zellen, die mit DMSO oder 50 uM Deltauncin behandelt wurden. HT29-Zellen wurden entweder mit DMSO oder
50 uM Deltauncin behandelt. B: Verteilung von Src an Endomembranen in HT29-Zellen. Analyse von
immunofluoreszent markiertem Src und dessen Verteilung in der Zelle nach Behandlung mit verschiedenen
Konzentrationen von Deltauncin.
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2.3.7 Einfluss von Deltauncin auf den Phosphorylierungsgrad von Src

In Kapitel 2.3.5 und 2.3.6 konnte gezeigt werden, dass Deltauncin UNC119a/b blockiert und
damit auch die subzelluldre Lokalisation von Src verandert. In der Literatur % ist bekannt, dass
nicht-myristoyliertes bzw. nicht-membrangebundenes Src weniger autophosphoryliert vorliegt.
Dies ist ein Indikator fir eine verringerte Kinaseaktivitat. Um zu Uberpriifen, ob dies auch der
Fall nach Deltauncin-Behandlung war, wurde ein ,,in-cell“ Western verwendet. Hierbei wurde
in MDA-MB-231-Zellen, in den Src Uberaktiv ist, das Verhéltnis von phospho-Y416 Src
(pY416-Src) zu totalem Src (tSrc) betrachtet. Hierzu wurden pSrc und tSrc durch verschiedene
Antikorper markiert und anschlieBend durch fluoreszierende, sekundéare Antikorper in einem
Plattenleser detektiert. Y416 von Src wird autokatalytisch phosphoryliert, wobei weniger
Aktivitat ein Ruckgang der Y416-Phosphorylierung bedeuten wirde. Dies wirde sich in einer
niedrigen pSrc/tSrc-Verhéaltnis wiederspiegeln.

Das Ergebnis der Titration von Deltauncin ist eine dosisabhangige Verringerung der Y416-
Phosphorylierung (Abb. 2.37, durchgefiihrt durch Guillaume Garivet am MPI Dortmund).
Bemerkenswert ist, dass Deltauncin bei der gleichen Konzentration wie Dasatinib (78 nM), ein
direkter, potenter SFK-Kinaseinhibitor, eine vergleichbare Reduktion der Phosphorylierung
von Src zeigte (Vgl. 48 + 15% Dasatinib zu 49 + 5% Deltauncin).

Trotz hoher Konzentrationen an Deltauncin konnte dennoch kein komplettes Herabsetzten des
pSrc/tSrc-Verhéltnisses herbeigefuhrt werden, was auf evtl. unbekannte Feedback-
Mechanismen zuriickzufiihren war. Auch kann ein Erhdhen der Src-Expression in diesem Fall
ausgeschlossen werden, da die Inkubationszeit mit unter 30 Min. deutlich unter einem

Ruickkopplungsprozess fur die Transkription liegt. 116
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Abb. 2.37. Einfluss von Deltauncin auf die Y416-Phosphorylierung von Src in MDA-MB-231-Zellen. MDA-
MB-231-Zellen wurden 30 Min. mit angegebener Inhibitoren-Konzentration behandelt und anschliefend
immunofluoreszent auf Src und pY416Src geféarbt. Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhéngigen
Experimenten.

2.3.8 Einfluss von Deltauncin auf die Zellmigration

Da eine verringerte Autophosphorylierung von Src gezeigt werden konnte, wurde von einer
gesenkten Aktivitat von Src ausgegangen. Ein Phanotyp der Verringerten Aktivitat von Src ist
eine Verhinderung der Migration der Zellen. 1!’ Dies kann in einem Migrationsexperiment, auch
Wundheilungsassay nachgewiesen werden. Dabei wurde ein konfluenter Zellrasen mit Src-
sensitiven MDA-MB-231-Zellen mittels eines spitzen Gegenstandes definierter Breite verletzt
und die Konfluenz der Wunde mit einem automatisierten Mikroskop jede Stunde verfolgt (Abb.
2.38). Bei der Negativkontrolle (DMSQO) war die Verletzung nach etwa 15 h geheilt. Dabei
wurde davon ausgegangen, dass nicht die Proliferation, sondern die Migration eine grof3ere
Rolle spielte. Als Positivkontrolle wurde Dasatinib verwendet. Hier war nach tber 20 h kaum
Waundschlieung zu beobachten. Bei Deltauncin hingegen deckte sich der Effekt mit der
DMSO-Kontrolle. Der fehlende Einfluss auf die Migration kann auf drei Faktoren
zurlickzufiihren sein: entweder eine Resistenz gegen die Substanz durch z. B. Efluxpumpen 118

119 ein unbekannte Feedbackmechanismen, die Src/SFKs oder Signalwege der Migration
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weiterhin funktionstlichtig halten oder der Einfluss von Deltauncin ist nicht gro3 genug, um
eine Migration zu verhindern.
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Abb. 2.38. Einfluss von Deltauncin auf die Migration von MDA-MB-231 nach 20 h Behandlung mit
Deltauncin. A: Bilder der Zellen wurden jede Stunde mit dem IncuCyte Zoom-System aufgenommen und die
Konfluenz der Wunde ermittelt. B: Bilder von Zellen, die mit Deltauncin (10 pM), Dasatinib (312,5 nM) und
DMSO (0,1 %) behandelt wurden nach 0 und 20 h. Als Kontrolle fiir die Migration diente Dasatinib.
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2.3.9 Einfluss von Deltauncin auf die Koloniebildung und Zellproliferation

Da keiner der bekannten Phé&notypen nach Inhibition von Src eingetreten war, wurde die
Proliferation von Src-sensitiven und damit Deltauncin-sensitiven Krebszellen in Betracht
gezogen. Dabei wurde zundchst die Koloniebildung studiert. Hierbei kann neben der
Proliferation (HofgroRe) auch ein Rickschluss auf das Uberleben einzelner Klone
riickgeschlossen werden. 120 Es wurden Src-sensitive MDA-MB-231-Brustkrebszellen und
HT29-Kolonkarzinomzellen verwendet, da in den meisten Dickdarmkarzinomen Src Uiberaktiv
ist. 2 Die Zellen wurden zehn Tage lang mit Deltauncin und einem selektiven UNC119-
Inhibitor 11 behandelt. Der potente, selektive Inhibitor 11 ist strukturell nahe an Deltauncin
angelehnt, ist aber kein PDES&-Inhibitor, sondern ausschlieBlich ein selektiver UNC119-
Inhibitor. Die Ergebnisse sind in Abb. 2.40 zusammengefasst.

Es konnte eine Reduktion der Kolonienanzahl nach Behandlung mit Deltauncin beobachtet
werden, wobei ein starkerer Effekt fir HT29- im Vergleich zu MDA-MB-231-Zellen zu
erkennen war. Dies konnte auf mdgliche Resistenzen z. B. in den MDA-MB-231-Zellen
zurlickgefiihrt werden. 118119 In der Brustkrebszelllinie wurden die Kolonienreduktion auch im
Fall von 11 nachgewiesen, wohingegen kein Effekt in HT29-Zellen nach Behandlung mit 11
zu sehen war. Im Falle beider Inhibitoren konnte eine qualitative Reduktion der Hofe der MDA-
MB-231-Zellen dosisabhangig erkannt werden, was auf ein verringertes Zellwachstum
schlielen lasst. Da die Kolonien der HT29-Zellen zu klein waren, konnte dies nicht fur diese
Zelllinie bestatigt werden. Eine Gegenuberstellung von Deltauncin mit dem selektiven
Inhibitor zeigt einen starkeren Effekt im Falle des dualen Inhibitors. Da Deltauncin auch PDES
zusatzlich blockiert, kann die Inhibition eines weiteren Chaperons zur héheren Effektivitat in
Zellen fihren. Speziell im Falle der HT29-Zellen, die von Src aber nicht von KRAS 121 122
abhangig sind, muss scheinbar eine duale Inhibition erfolgen, um sogar tiberhaupt einen Effekt
zu sehen. Diese Hypothese sollte in weiteren Proliferationsexperimenten besonders im Bezug

zu KRAS abhangige Zellen untersucht werden.
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Abb. 2.39. Struktur, ICso im homogeneous time-resolved fluorescence Experiment und Loslichkeit des
selektiven UNC119-Inhibitors 11.
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Abb. 2.40. Einfluss von Deltauncin und 11 auf die Bildung von Kolonien. MDA-MB-231-Zellen (A, C) oder
HT29-Zellen (B, D) wurden mit Deltauncin (A, B) bzw. mit 11 (C, D) zehn Tage behandelt und die Kolonien
gezéhlt. E und F sind Bilder nach Behandlung mit Deltauncin entsprechender Konzentrationen nach 10 Tagen.
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2.3.10 Einfluss von Deltauncin auf das Wachstum von Src-sensitiven Zelllinien

Um die Ergebnisse des Koloniebildungsexperiments zu untermauern, wurden MDA-MB-231-
und HT29-Zellen drei Tage mit Deltauncin oder 11 behandelt (Abb. 2.41), um deren
Wachstum mithilfe des Lebendzellanalyse-System IncuCyte ZOOM zu studieren. Wie die
KoloniegroRe in Kapitel 2.3.9 sollte das Wachstum der Zellen entweder mit hoherer
Inhibitorkonzentration abnehmen bzw. mit der Anfangskonfluenz gleich sein. Stattdessen
wurde das Wachstum nach Behandlung mit UNC119-spezifischem Inhibitor 11 gar nicht
beeintréchtigt. Im Falle von Deltauncin konnte nur in hohen Dosen (10 pM bei MDA-MB-231
bzw. 12 uM bei HT29) eine Wirkung beobachtet werden. Diese Ergebnisse decken sich mit
denen des Migrationsversuchs (Kapitel 2.3.8).
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Abb. 2.41. Einfluss von Deltauncin und 11 auf das Wachstum von MDA-MB-231- und HT29-Zellen mit
Konfluenz als Detektionsmethode nach 48 h. MDA-MB-231- (A, C) und HT29-Zellen (B, D) wurden drei Tage
mit Deltauncin (A, B) oder 11 (C, D) behandelt. Die Zellen wurden drei Tage im IncuCyte beobachtet, wobei die
Konfluenz fur die DMSO-Kontrolle auf 100 % Konfluenz am Endpunkt gesetzt wurde. Fiir das Konfluenzplateau
(nach 48 h) wurde die Konfluenz relativ zu DMSO angegeben. 1 uM Dasatinib diente als Positivkontrolle.
Représentative Kurven kénnen Abb. 2.42 und Abb. 2.43 entnommen werden.

-49-




Der auftretende Unterschied zwischen dem  Wachstumsexperiment und dem
Koloniebildungsexperiment kann an der verschiedenen Methodik liegen. Im Falle des
Koloniebildungsexperiments wurden Zellen sehr diinn ausgesét, was diese evtl. anfalliger fur
Deltauncin macht. Dies kann auf fehlende Zell-Zell-Kontakte zuriickgefiihrt werden. 122 Ein
anderer Faktor ist, dass die Zellen im Kolonieformationsversuch zehn statt drei Tage mit
Substanzen behandelt wurden, was wiederum Langzeiteffekte hervorrufen konnte.
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Abb. 2.42. Einfluss von Deltauncin auf die Konfluenz von HT29- (A) und MDA-MB-231-Zellen (B) nach
70 h Behandlung mit Deltauncin. Bilder der Zellen wurden alle 2 h (HT29) bzw. jede Stunde (MDA-MB-231)
mit dem IncuCyte Zoom-System aufgenommen und die Konfluenz ermittelt. Die Konfluenzwerte nach 48 h
kénnen Abb. 2.41 entnommen werden. Als Kontrolle diente Dasatinib.
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Abb. 2.43. Einfluss von 11 auf die Konfluenz von HT29- (A) und MDA-MB-231-Zellen (B) nach 70 h
Behandlung mit Deltauncin. Bilder der Zellen wurden alle 2 h (HT29) bzw. jede Stunde (MDA-MB-231) mit

dem IncuCyte Zoom-System aufgenommen und die Konfluenz ermittelt. Die Konfluenzwerte nach 48 h kénnen
Abb. 2.41 entnommen werden. Als Kontrolle diente Dasatinib.
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2.3.11 Einfluss von Deltauncin auf das Wachstum von RAS-sensitive Zelllinien

Da Deltauncin neben der indirekten Inhibition von Src auch das Protoonkogen KRAS indirekt
inhibieren sollte, wurden KRAS-abhéngige und unabhéngige Krebszelllinien verwendet. Wenn
PDES inhibiert wird, kann (K)RAS nicht mehr an der Zellmembran angereichert werden und
somit (K)RAS weniger stark aktiv werden. Ist eine Zelllinie (K)RAS-abhéingig und PDES ist
inhibiert, sollte keine Proliferation mehr erfolgen. In diesem Experiment wurden die Zelllinien
Panc-1 (RAS-unabhangig/RAS-mutiert), BXPC3 (RAS-unabhéngig/wildtyp), Panc-Tu-I (RAS-
abhangig/RAS-mutiert), MiaPaCa 2 (RAS-abhdngig) bzw. HCT116 (RAS-abhéngig)
verwendet. ¥ 124 Die ersten vier genannten Zelllinien sind aus Bauchspeicheldriisenkrebs,
HCT116-Zellen wurden aus einem Kolonkarzinom isoliert und sollten als Src-unabhéngige
Negativkontrolle fur Inhibitor 11 dienen.

Wie zu erwarten, war Deltauncin dosisabhéngig toxisch fir KRAS-abhéangige Zelllinien. Als
Positivkontrolle wurde S-Deltazinon 1 eingesetzt, das selektiv PDES inhibiert und in KRAS-
abhangigen Zellen einen toxischen Effekt zeigt. °’ Dies liegt an der Inhibierung des RAS-
Shuttlings und damit der Signalwege, in denen RAS involviert ist. % 11 zeigte wie vermutet
keine toxische Wirkung in allen Zellen (Abb. 2.45, représentativ in A). Interessanterweise
wurde ein reduziertes Wachstum nach Deltauncin-Behandlungen in KRAS-unabhéngigen
Zellen bemerkt. Eine Literaturrecherche ergab, dass die KRAS-unabhéngige Zelllinien Src-
abhangig sind. 1% In Anbetracht der Ergebnisse aus Abb. 2.40 und Abb. 2.41, missen auch bei
den Src-abhangigen Zelllinien Panc-1 und BxPC3 zwei Chaperone blockiert werden, damit eine
Inhibition des Wachstums stattfindet.

Dies sollte in weiteren Experimenten, in denen 11 und S-Deltazinon 1 im Verhaltnis 1:1
gemischt wurden, bewiesen werden (Abb. 2.45). In KRAS-abhangigen Panc-Tu-I konnte eine
erhohte Toxizitdt mit gleichzeitiger Behandlung mit beiden Inhibitoren verglichen mit den
Einzelsubstanzen 11 oder S-Deltazinon 1 festgestellt werden. Die Wachstumsreduktion von
12 uM der kombinierten Anwendung war ahnlich zu der, die durch 12 uM Deltauncin
verursacht wurde. Hingegen konnte in Panc-I-Zellen eine leichte Toxizitat bei kombinierter
Anwendung und kein Effekt auf BXxPC3 Zellen beobachtet werden. Damit kann abschliel3end
durch die nicht eindeutigen Ergebnisse zusammengefasst werden, dass der Grund fiir die hohe

Toxizitat von Deltauncin nicht ersichtlich ist.

-B3 -



A 150, B 150

1001 1001

50+ 504

Konfluenz rel. zu DMSO (%)
Konfluenz rel. zu DMSO (%)

4 e N
C 150 Qe\ D 150- 0“’}\

100+ 1004

501 501

Konfluenz rel. zu DMSO (%
Konfluenz rel. zu DMSO (%)

E s Abb. 2.44. Einfluss von Deltauncin auf das
Wachstum von Panc-Tu-I-, Panc-1-, BXPC3-,
HCT116- und MiaPaCaz2-Zellen mit
Konfluenz als Detektionsmethode nach 48 h.

Panc-Tu-I- (A), Panc-l1- (B), BxPC3- (C),
1001 HCT116- (D) und MiaPaCa2-Zellen (E) wurden
drei Tage mit Deltauncin behandelt. Die Zellen
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Deltazinon 1  diente als  Positivkontrolle.
Représentative Kurven kénnen Abb. 2.46-Abb.
o- 2.48 A entnommen werden.
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Abb. 2.45. Einfluss von 11 sowie eine 1:1 Behandlung von 11 und S-Deltazinon 1 auf das Wachstum von
MDA-MB-231- und HT29-Zellen mit Konfluenz als Detektionsmethode nach 48 h. Panc-Tu-1-Zellen (A,
reprasentativ flr Panc-1 und BxPC3) wurde drei Tage mit 11 behandelt. Panc-Tu-I- (B), Panc-I- (C) und BxPC3-
Zellen (D) wurden drei Tage mit einer 1:1 Mischung aus S-Deltazinon 1 und 11 behandelt. Die Zellen wurden drei
Tage im IncuCyte beobachtet, wobei die Konfluenz fur die DMSO-Kontrolle auf 100 % Konfluenz am Endpunkt
gesetzt wurde. Fur das Konfluenzplateau (nach 48 h) wurde die Konfluenz relativ zu DMSO angegeben. 12 uM
Deltauncin bzw. 6 uM S-Deltazinon 1 und 24 uM 11 diente als Kontrollen. Reprasentative Kurven kénnen Abb.
2.48 B-Abb. 2.50 entnommen werden.
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Abb. 2.46. Einfluss von Deltauncin auf die Konfluenz von Panc-Tu-I- (A) und Panc-1-Zellen (B) nach 100 h
Behandlung mit Deltauncin. Bilder der Zellen wurden alle 2 h mit dem IncuCyte Zoom-System aufgenommen

und die Konfluenz ermittelt. Die Konfluenzwerte nach 48 h kdnnen Abb. 2.44 entnommen werden. Als
Wachstumskontrolle fur RAS-abhéngige Zellen diente S-Deltazinon 1.
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Abb. 2.47. Einfluss von Deltauncin auf die Konfluenz von BxPC3- (A) und HCT116-Zellen (B) nach 70 h
Behandlung mit Deltauncin. Bilder der Zellen wurden alle 2 h mit dem IncuCyte Zoom-System aufgenommen
und die Konfluenz ermittelt. Die Konfluenzwerte nach 48 h kénnen Abb. 2.44 entnommen werden. Als
Wachstumskontrolle fur RAS-abhéngige Zellen diente S-Deltazinon 1.
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Abb. 2.48. Einfluss von Deltauncin auf die Konfluenz von MiaPaCa2- (A) und Panc-Tu-1-Zellen (B) nach
70 h Behandlung mit Deltauncin bzw. einer 1:1 Mischung von 11 und S-Deltazinon 1 (D+11). Bilder der
Zellen wurden alle 2 h mit dem IncuCyte Zoom-System aufgenommen und die Konfluenz ermittelt. Die
Konfluenzwerte nach 48 h kdnnen Abb. 2.44 bzw. Abb. 2.45 entnommen werden. Als Wachstumskontrolle Zellen
dienten Deltauncin, S-Deltazinon 1 und 11.
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Abb. 2.49. Einfluss von Deltauncin auf die Konfluenz von Panc-1- (A) und BxPC3-Zellen (B) nach 70 h
Behandlung mit einer 1:1 Mischung 11 und S-Deltazinon 1 (D+11). Bilder der Zellen wurden alle 2 h mit dem
IncuCyte Zoom-System aufgenommen und die Konfluenz ermittelt. Die Konfluenzwerte nach 48 h kénnen Abb.
2.45 enthommen werden. Als Wachstumskontrolle dienten Deltauncin, S-Deltazinon 1 und 11.
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Abb. 2.50. Einfluss von 25 auf die Konfluenz von Panc-Tu-1-Zellen (B) nach 70 h Behandlung mit 11. Bilder
der Zellen wurden alle 2 h mit dem IncuCyte Zoom-System aufgenommen und die Konfluenz ermittelt. Die
Konfluenzwerte nach 48 h kénnen Abb. 2.45 entnommen werden. Als Wachstumskontrolle fir RAS-abhédngige
Zellen diente S-Deltazinon 1. Der Graph ist reprasentativ fiir die Behandlung von Panc-1-, BXPC3- und HCT116-
Zellen mit 11.

2.3.12 Einfluss von Deltauncin auf Spharoide

Um weitere Effekte auf Zellen zu erforschen, wurde Deltauncin neben 2D-
Zellkulturexperimenten (Koloniebildungstest und Konfluenzmessungen), in HT29-Spheroiden
getestet. Sphéaroide sind in der 3D-Zellkultur Modelle, um solide Tumore zu simulieren. Hierbei
ist das Zentrum meist schwierig fir Zytostatika erreichbar. 126 Fir den Versuch wuchsen
Spharoide tber 72 h und wurden mit Deltauncin in verschiedenen Konzentrationen sowie mit
Dasatinib und Staurosporin als Kontrollen behandelt (durchgefuhrt durch Elisabeth Hennes am
MPI Dortmund). Zuséatzlich im Medium befand sich Propidiumiodid (PI). Dieses kann nur in
tote Zellen, also solche mit zerstorter Membran, in die DNA interkalieren und ist daher ein
Marker fiir tote Zellen. Die Kontrollen des Experiments verhielten sich wie angenommen: Im
Falle von DMSO bildete sich nach einiger Zeit ein toter Kern, der auf das verminderte
Aussetzten an die Nahrstoffe des Mediums zuriickzuftihren sein kann. 126 Dasatinib totete

Zellen bzw. blockierte das Zellwachstum, ohne die Sphéroide zu zerstéren. Im Falle von
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Staurosporin konnte ein langsamer Zerfall des Spharoids mit anschlieBendem unspezifischem,
toxischem Effekt beobachtet werden. 127:128

DMSO Dasatinib 5 yM Staurosporin 5 yM

3d
18 h

Abb. 2.51. Kontrollen des Spharoidexperiments. Spharoide wurden mit DMSO, Dasatinib und Staurosporin fiir
90 h behandelt. Tote Zellen werden durch PI (rot) angefarbt.

Interessanterweise verhielt sich der Sphéroid nach Deltauncin-Behandlung ahnlich wie nach
Staurosporin-Zugabe. Das Aggregat zerfiel langsam und gleichmaRig von allen Seiten, wobeli
die Zeit kirzer und der Effekt starker bei grofReren Konzentrationen war. Da es nach einem
kontrollierten, nicht sofort einsetzenden Zerfall aussah, kann gemutmalit werden, dass evtl.
Zell-Zell-Kontakte durch die Inhibition von Src gebrochen werden und somit das ganze Gebilde
nach und nach auseinanderfiel. 34 Das Ergebnis zeigt deutlich, dass Deltauncin ein potenter
Inhibitor darstellt, der selbst unter herausfordernden Bedingungen, wie in einem 3D-
Zellkulturmodell, Aktivitét besitzt.
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Abb. 2.52. Auswirkung von Deltauncin auf HT29-Sphéroide. Sphéroide wurden mit Deltauncin
unterschiedlicher Konzentration fir 90 h behandelt. Apoptotische Zellen werden durch Pl angeférbt. Pfeile zeigen
Zonen des Zerfalls an.
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2.4 Zusammenfassung: Inhibition der UNC119-Src-Interaktion

Mit Hilfe eines Homogeneous Time-Resolved Fluorescent High-Throughput Screenings fur
Inhibitoren der UNC119-Src-Interaktion, wurde eine Indolin-basierte Substanz als potente
Ausgangstruktur fur die Inhibition des SFK-Chaperons UNC119 identifiziert. Nach iterativem
Verbessern dieser Verbindung stellte sich Deltauncin nicht nur als potentester Inhibitor von
UNC119 heraus, sondern zeigte auch eine gute Loslichkeit. Uberraschenderweise erwies sich
Deltauncin als dualer Inhibitor mit hoher Affinitat flir UNC119a und PDES. Deltauncin wurde
diversen biologischen Testungen unterzogen. Deltauncin bindet in Zellen an UNC119a/b und
PDESJ, was durch ein FRET-FLIM Experiment bewiesen werden konnte. Es konnte weiterhin
eine Inhibition der Y416-Phosphorylierung von Src sowie eine veranderte Lokalisation von Src
an Endomembranen beobachtet werden. Damit konnte gezeigt werden, dass das Blockieren von
UNC119 zu einer Reduktion der Aktivitdt von Src fuhrt. Obwohl die Aktivitdt von Src
eingeschrankt war, zeigte die Substanz in Src-abhangigen Prozessen wie die Zellmigration und
Src-abhangigem Wachstum von HT29- und MDA-MB-231-Zellen keine Wirkung. Hingegen
konnte eine dosisabhangige, starke Reduktion von Kolonien im Koloniebildungsexperiment
gezeigt werden. Weiterhin wurde Deltauncin im fordernden Spharoid-Tumormodell getestet.
Es stellte sich heraus, dass Deltauncin, ahnlich wie Staurosporin, Spharoide aufbrechen kann.
In weiteren Experimenten wurde bestatigt, dass Deltauncin das Wachstum von KRAS-
abhéngigen Zellen reduziert. Im Vergleich zum UNC119-spezifischen Inhibitor 11 war
Deltauncin toxisch fir verwandte KRAS-unabhéngigen Zelllinien. Hiermit konnte erstmals
verdeutlicht werden, dass eine doppelte Inhibition von PDES und UNC119 mit einem Molekil

von Vorteil ist.
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3. Modulation des Hedgehog Signalwegs zur Zellwachstumsrequlierung

3.1 Einleitung

Neben den Signalwegen, in denen Src und KRAS involviert ist, ist der Hedgehog- (Hh-)
Signalweg ein weiterer onkogener Signalweg. Die Krebstypen, die mit dereguliertem Hh-
Signalubertragung zusammenhangen, sind meist Gehirn- (Medulloblastom), Muskel-
(Rhabdomyosarkom), Haut- (Basaliome), Bauchspeicheldrisen- und Kleinzelliger
Lungenkrebs. 12° Namensgebend fiir den Signalweg ist der an einen Igel erinnernden Phanotyp
der Fruchtfliegenlarven nach Mutation des hh-Gens. 13 Am Anfang der Signalkaskade, die sich
im Zillium abspielt, binden die Hh-Liganden Sonic (Shh), Desert (Dhh) oder Indian (Ihh) an
das Transmembranprotein PTCHL1. Daraufhin wird die Inhibition von dem
7-Transmembranprotein  Smoothened (SMO) durch PTCH1 durch einen unbekannten
Mechanismus aufgehoben (Abb. 3.1). SMO selbst inhibiert GLI1, ein Transkriptionsfaktor,
nicht mehr, der dann in den Kern diffundieren kann und die Zielgene transkribiert. Die Zielgene
des Hh-Signalwegs sind verantwortlich fir die richtige embryonale Entwicklung,
Differenzierung, Regenerierung von Geweben, Zellproliferation und Osteogenese
(Knochenwachstum). 12° Damit ergeben sich bei einer gestérten Signaltransduktion
verschiedene Krankheiten. UberschieRende Aktivitat wird mit Krebs in Verbindung gebracht.
Auf der anderen Seite kann eine Inhibition des Signalwegs, beispielweise durch genetische
Mutation oder durch Gabe von Inhibitoren, zu veranderter embryonaler Entwicklung fihren.
131 Hierbei ist eine Inhibition des Signalwegs mit Zyklopie oder Schwangerschaftsabbriichen

)
SMO = e 7’

0
Ut

verbunden. 132

[ S—

2 NONINONDNDNDN.  weniger Transkription

GLI1

,\ Transkription
(z.B. GLI1, PTCH1, HHIP)

Abb. 3.1. Die vereinfachte Hh-Signalkaskade.
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Abb. 3.2. SMO-Inhibitoren und -Agonisten. Cyclopamin ist ein naturlich vorkommender SMO-Inhibitor.
Vismodegib ist ein Klinisch zugelassener SMO-Inhibitor. Purmorphamin ist ein SMO-Agonist.

Die Deaktivierung des Signalwegs wird in der klinischen Behandlung von Krebs eingesetzt.
Ein naturlich vorkommender Vertreter von Hh-Inhibitoren ist Cyclopamin, das aus V.
californicum isoliert wurde. Die Substanz wurde entdeckt, nachdem Schafe V. californicum zu
sich genommen hatten und deren Nachwuchs Zyklopie aufwies. Dieser Fund war auch
namensgebend fiir die Substanz. 13 Cyclopamin ist ein SMO-Inhibitor und blockiert damit GLI
als Transkriptionsfaktor. 13 Der erste klinisch zugelassene Hh-Inhibitor war Vismodegib, der
fur die Behandlung von Basalzellkarzinoma entwickelt wurde und inhibiert ebenfalls SMO. 13°
Auf der anderen Seite wiirde eine Aktivierung des Hh-Signalwegs auch vorteilhaft sein. Hierbei
wirde es zu verbessertem Zellwachstum und damit Geweberegeneration fihren. Ein solcher
Stoff stellt beispielsweise Purmorphamin dar, welches agonistisch auf den Hh-Signalweg durch

direktes Aktivieren von SMO wirkt, 136
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3.2 Zielsetzung

Der zweite Teil der Dissertation widmet sich Hedgehog (Hh)-Coaktivatoren. Der Hh-
Signalweg spielt eine wichtige Rolle in der embryonalen Entwicklung, Differenzierung und
Proliferation. Im Gegensatz zu SMO-Inhibitoren, die Krebs stoppen sollen, sind Hh-
(Co-)Agonisten attraktiv fur die regenerative Medizin. Basierend auf einer Treffersubstanz in
einem Hh-relevanten Screen, sollte eine Dipeptid abgeleitete Substanzbibliothek mit

verschieden orientierten Stereozentren aufgebaut und biologisch evaluiert werden.
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3.3 Resultate und Diskussion

3.3.1 Synthese und Testung der cis-Isomere

Neben der Behandlung von Krebs durch Hh-Inhibitoren kann der Hh-Signalweg auch fur
Differenzierung und Ausbildung von neuem Gewebe wie z. B. Herzgewebe benutzt werden.
Basierend auf dieser Idee wurden Hits aus einem Screen fiir Hh-Signalweg-Modulatoren aus
der COMAS Substanz-Bibliothek untersucht, die im Assay eine zusatzliche Hh-Signalweg-
Aktivierung aufwiesen. Bei dem zugrundeliegenden Experiment handelt es sich um ein
Osteogeneseassay, bei dem der Hh-Signalweg von C3H10T1/2-Zellen durch Purmorphamin
stimuliert wurden (durchgefihrt durch COMAS, Dortmund). Es wurde Uber die alkalische
Phosphatase, die als Marker fiir Osteogenese dient, die Hh-Signalaktivitat bestimmt.
Substanzen mit der hochsten positiven Modulation des Hh-Signalwegs im Vergleich zur
Behandlung mit Purmorphamin alleine wurden im Anschluss erneut manuell getestet und
bestatigt. Um mdgliche, unerwinschte Interaktionen der Molekile mit dem Assay zu
vermeiden, wurde ein GLI-abhéniger Reportergen-Assay mit ahnlichen Ergebnissen
durchgefuhrt (Experimente durchgefiihrt durch Sumersing Patil am MPI Dortmund). Im
néachsten Schritt wurde bestimmt, dass alle gefunden Substanzen Coaktivatoren sind, d. h. die
Substanzen weisen nur in Kombination mit Purmorphamin eine Steigerung der Hh-Signalweg-
Aktivitdt auf. Um den genauen Wirkmechanismus zu untersuchen, wurde der potenteste
Coaktivator 107862 (14aa) ausgewahlt (Abb. 3.3).

500+

% Hh-Signalwegaktivitat

Abb. 3.3. Bestatigung der
Coaktivatoren-Aktivitdt aus dem
COMAS Osteogenese Experiment
durch ein GLI-Reportergen-Assay.
Shh-LIGHT2-Zellen wurden 48 h mit
10 UM der Substanz inkubiert und die
Gen-Expression {ber den Luciferase-
Reporter ausgelesen.




Fir Testzwecke sollte mehr Substanz hergestellt werden sowie im Anschluss eine Struktur-
Aktivitatsbeziehung aufgestellt werden. Dabei wurde auf eine Syntheseroute aus der Literatur
nach Tender et al. 137138 zurlickgegriffen (Abb. 3.4). Dazu wurde Boc geschitztes L-Valin mit
Meldrumséure kondensiert, um anschlielend unter Hitze zu decarboxylieren und zu cyclisieren.
Die Boc-Gruppe wurde sdurekatalytisch abgespalten, um Pyrrolidindion 12a zu erhalten. Das
Produkt konnte ohne weitere Aufreinigung, nach intensivem Waschen im Zwischenschritt der
Synthese erhalten werden. AnschlieBend wurde eine Iminbildung unter wasserbindenden
Bedingungen (3 A MS) und leichtem Erhitzen von Pyrrolidinon 12a mit L-Phenylalaninamid
durchgefuhrt. Es konnte das isomerisierte, stabilere 13aa durch S&ulenchromatographie isoliert
werden. Durch das leichte Erwérmen wahrend der Reaktion wurde etwa 20 % unerwiinschtes
Diastereomer erhalten, das abgetrennt werden konnte. Dieses entstand wahrscheinlich durch
Saure-katalysierte Isomerisierung eines der Stereozentren. Im letzten Schritt der Synthese
wurde eine Reduktion mit NaBH3CN unter aktivierenden, sauren Bedingungen durchgefihrt.
Hierbei musste zwei Tage bei Raumtemperatur geriihrt werden, um eine komplette Umsetzung
zu beobachten und 14aa in guter Ausbeute zu erhalten. Die Reduktion verlief relativ zum
Isopropylrest cis-selektiv. Diese Selektivitat der Reaktion wurde bereits in der Literatur
beschrieben und durch die rdumliche N&he und der sterischen Hinderung der Isopropylgruppe

erklart, 139

1. Meldrumséaure,

Ho§ EDC, DMAP, DCM ; o 3AMS
3 b HN
O_ _N
b \.)J\OH g * NH =
z 2. EtOAc, Reflux i-PrOH/AcOH 9:1
0~ 3. TFA, DCM 5 NH; 80°C, 1d
12a
\ E NaBH;CN E
i N/T\WNHZ 9:1 MeOH:AcOH i N/T\[fNHz
Y : : , Nl

RT, 2d

13aa 14aa
107862

Abb. 3.4. Syntheseroute des Coactivator 14aa nach Tgnder et al. 137138

AnschlieBend wurde 14aa im gleichen GLI-Reportgen-Assay erneut getestet (Abb. 3.5,
durchgefuihrt durch Sumersing Patil am MPI Dortmund), wobei dieses Isomer nicht mehr aktiv

war. Es kdnnte zwei Grinde fir dieses Ergebnis geben: entweder wurde das falsche Isomer in
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der Substanzbibliothek angegeben oder die Substanz war Uber die Zeit in DMSO isomerisiert.
Die mégliche Anderung des chiralen Zentrums wurde auch dadurch gestiitzt, dass wahrend der
Enamin-Synthese bereits unter milden, sauren Bedingungen eine Racemisierung zu beobachten
war. Um herauszufinden welches Diastereomer aktiv war, wurde mit der Synthese einer
Bibliothek der chiralen Zentren begonnen. Dabei wurden cis-Isomere hergestellt (Abb. 3.6).
Da bei der Iminbildung ungewollte diastereomere Nebenprodukte durch Erhitzten beobachtet
wurden, musste diese Reaktion optimiert werden. Durch ein Lewis-Saure-Screening konnte die
Enaminbildung bereits bei Raumtemperatur erfolgen (Tab. 3.1). Hierbei stellte sich CuCl als
geeigneter Katalysator heraus (Tab. 3.1, Eintrag 1). Daraufhin wurden alle cis-1somere (Abb.
3.6) nach dieser modifizierten Syntheseroute hergestellt und getestet (Abb. 3.5). Dabei war
14ab die potenteste Substanz.

3001

N N
o a
T T

Hh-Signalwegaktivitat (%)
&
<

100+
50_' Abb. 3.5. GLI-Reportergen-Assay fir die
] Substanzen 14aa, 14ab, 14bb und 14ba sowie die
] Kontrollen DMSO und Ausgangsprobe 107862.
0- Shh-LIGHT2-Zellen wurden 48 h mit 10 uM der
Substanzen inkubiert und die Gen-Expression tber
O§@ den Luciferase-Reporter ausgelesen.

3. 3 $ ; 3 [
HN : HN HN HN :
NH, NH, %j NH, NH,
N N YN N
H/\[( H = H = H/ﬁ(
14aa 14ab 14bb 14ba

Abb. 3.6. Synthetisierte cis-Coaktivatoren basierend auf Coaktivator 14aa.
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Tab. 3.1. Lewis-Saure-Screening fiir die Enamin-Bildung.™

o o 3 AMS 0 /@
HN 10 mol% Lewis-Saure P
' S N T omAcoH e TN I NH,
— 1-FTr! C .
e} NH2 RT, @.N. ﬁ/\fg
12a 13ab
: o Isolierte Ausbeute
Eintrag Lewis-Saure (%)
1 CuCl 98
2 Yb(OTH)3 44
3 FeClz * 4 H20 ogl!
4 FeCls 51

[a] Reaktionsbedingungen: 12a (70,84 umol), L-Phenylalaninamid (67,00 umol) und 10 mol% Lewis-Séure in
1,5 ml trockenem MeOH : AcOH 9 : 1. [b] Unbekannte Nebenprodukte.

Da der genaue Wirkmechanismus des Coaktivators untersucht werden sollte, wurde eine
Substanzbibliothek basierend auf Coaktivator 14ab erstellt. Dabei wurde entweder der
L-Phenylalaninamid- (Tab. 3.2) oder Pyrrolidinonteil (Tab. 3.3) von 14ab beibehalten und der
entsprechend andere Teil geandert. Uber das ganze Molekiil wurde die Anordnung der
Stereozentren beibehalten. Die Ergebnisse des GLI-Reportergen-Experiments der
Substanzbibliothek sind als Graph in Abb. 3.7 zusammengefasst (durchgefiihrt durch
Sumersing Patil am MPI Dortmund). Unerwartet wurde dabei keine Korrelation zwischen der
Dosis (10 uM bzw. 20 uM) der Coaktivatoren festgestellt. Weiterhin konnten auch keine
Reproduzierbarkeit festgestellt werden, was sich neben den hohen Fehlerbalken auch bei einer

nachsynthetisierten Charge von Coaktivator 14ab (Vgl. 14ab und 14ab neu) zeigte.
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Tab. 3.2. Synthetisierte Substanzbibliothek basierend auf 14ab, verschiedene Substituenten in Position 5.

@)
HN»)]\N NH,
R H 0]
Bezeichnung 10 UM (%) 20 UM (%)
(P 14cb 115+ 28,1 90 +29,1
8
\Ii 14db 98+7,5 134 £41,0
e
S 1l4eb 98+ 17,1 102 £ 32,7
H;ei 14fb 115+ 45,8 72+31,0
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Tab. 3.3. Synthetisierte Substanzbibliothek basierend auf 14ab, verschiedene Substituenten in Position 4.

0
HN
R
. . Hh Aktivitat Hh Aktivitat
Substituent R Bezeichnung 10 UM (%) 20 UM (%)
l4ac 88 + 23,3 86 + 64,7
'fﬁ‘N O\
H o
'sﬁN NH, 14ad 160 + 89,4 84+21,0
H o
X NH,
H/\Cf)f l4ae 108 + 16,2 89 + 46,5
;ﬁN/\Q 14af 136 + 66,8 130 + 29,2
H
2N
H l4ag 126 + 63,9 155 + 46,2
'Ef.N@ 14ah 99 +5,2 107 + 36,8
H
S NH, 14ai 138 +35,8 94+36
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Abb. 3.7. GLI-Reportergen-Assay fur die Substanzbibliothek basierend auf 14ab. Shh-LIGHT2-Zellen
wurden 48 h mit 10 uM der Substanzen inkubiert und die Gen-Expression (ber den Luciferase-Reporter
ausgelesen.

3.3.2 Synthese der trans-Isomere

Die cis-Isomere wurden erfolgreich in Kapitel 3.3.1 synthetisiert. Da diese aber keine
reproduzierbaren Ergebnisse lieferten, sollten die trans-Isomere synthetisiert und analysiert
werden. Da diese Synthese nicht in der Literatur beschrieben wurde, wurde zunédchst eine
asymmetrische Hydrogenierung des 13ab angestrebt. Dabei wurden verschiedene
Katalysatoren (PtO2 4°, (1R,1'R,2S,2'S)- und (1S,1'S,2R,2'R)-DuanPhos 4!, TangPhos *42) und
verschiedene Hz-Driicke sowie erhdhte Temperatur getestet. Es konnte aber keine Umsetzung
beobachtet werden. Griinde kénnten darin liegen, dass entweder der Druck zu gering oder die
Katalysatoren nicht fur ein solches System, beispielsweise wegen der sterischen Hinderungen,

geeignet waren. Da die direkte Umsetzung nicht mdglich war, wurde eine andere
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Synthesestrategie verfolgt. Dabei wurde der Pyrrolidinon-Ring entweder als Nukleophil oder
Elektrophil verwendet (Abb. 3.8).

Tab. 3.4. Asymmetrische Hydrogenierung von Enamin 13aa. 140 141,142 [

Katalysator, H, P

N, | HN :
NH; Lésemittel, Yy NH;
H/\W Temperatur, H/ﬁ(
0 i.N. o
13aa trans-Coaktivator

Katalysatoren

tBu tBu N
\ +/ R P\ /
H _Ru “1,H Ru?
NG N 5 NG N
t-Bu M-Bu
(1R,1'R,2S,2'S)-DuanPhos  (1S,1'S,2R,2'R)-DuanPhos TangPhos
Katalysator HZ('Earrl;Ck Losungsmittel Temperatur
PtO.] 10 MeOH RT
PtO,] 10 MeOH 50 °C
(1R,1'R,2S,2'S)-
DuanPhos 2 MeOH RT
(1S,1'S,2R,2'R)-
DuanPhos 2 MeOH RT
TangPhos(® 2 Trifluoroethanol RT

[a] Reaktionsbedingungen: 13aa (135,72 umol) und 1 mol% Katalysator in 2-3 ml Ldsungsmittel. [b] 20 mol%
Katalysator. [b] 2 mol% Katalysator.

Zundachst wurde der Pyrrolidinonring als Elektrophil verwendet (Abb. 3.9). Hierbei wurde
zunéchst die Ketogruppe in Position 4 des Pyrrolidindions zum entsprechenden Boc-
geschitzten cis-Alkohol 15g in hoher Ausbeute reduziert. Die Eigenschaft der selektiven
Hydrogenierung wurde bei dieser Route genutzt. Durch geeignete Reaktionsbedingungen sollte
bei einer Sn2-Reaktion das chirale Zentrum invertiert werden. Der Alkohol wurde DMAP-
katalytisch durch Tosylchlorid zu einer guten Abgangsgruppe umgewandelt. 16 wurde unter

verschiedenen Reaktionsbedingungen (verschiedene Losemittel, Raumtemperatur, Reflux) mit
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Phenylalaninamid ohne Erfolg umgesetzt. Weiterhin wurde 15 mit Oxalylchlorid/DMF 143 statt
Tosylchlorid in situ aktiviert und ebenfalls erfolglos mit der geschutzten Aminosaure

substituiert.

O
BocN
BocN , SG 4’ BocN
“ X = Abgangs- X = NH,
o]

Irz

gruppe

Invertierung Retention

Abb. 3.8. Strategie zur Synthese der trans-Isomere.

') 1. Meldrumsaure, O 0
o H\)}\ EDC, DMAP, DCM BocN NaCNBH; BocN
Y on
o 2. EtOAc, Reflux 9:1 MeOH:AcOH,
PN o) 40 °C, 2d OH

0]

NH,
TsCIl, DMAP BocN

7 > BocN NH
DCM, RT, 2d TEA, DMF, "/N 2

OTs Temperatur, H 0
U.N.
16 trans-Coaktivator

Abb. 3.9. Syntheseroute der trans-Isomere mit Pyrrolidinonring als Elektrophil.

Die zweite verfolgte Synthesestrategie war die Nutzung des Pyrrolidinonrings als Nukleophil.
Dabei wurde zunédchst der Nitroester 17 aus 3-Nitropropansaure unter Aktivierung von
Oxalylchlorid hergestellt (Abb. 3.10). 144 Darauffolgend wurde der Nitroester in einer Nitro-
Mannich-Reaktion unter BzOH-Katalyse zusammen mit Isobutylaldehyd und Benzylamin in
hoher Ausbeute zum racemischen Nitropyrrolidinon umgesetzt (rac-18). 14> Wie beschrieben
wurde ein Enantiomerengemisch im Verhaltnis 1 : 1 erhalten, deren Isobutylgruppe relativ zur
Nitrogruppe in trans-Stellung war. Das Enantiomerengemisch sollte darauffolgend in das Amin
reduziert werden und eine Substitutionsreaktion durchlaufen. Hierbei sollten sich die

diastereomeren trans-Coaktivatoren bilden, die einzeln abgetrennt werden kdénnten. Um das
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Amin rac-19 zu erhalten, wurde die Nitrogruppe von rac-18 unter sauren Bedingungen in abs.
EtOH bei Rickfluss mit Zinnchlorid quantitativ reduziert. Parallel dazu wurde 21 synthetisiert
(Abb. 3.11). Dazu wurde die Aminogruppe von L-Phenylalanin in eine Diazogruppe durch
NaNO: in konz. HCI gewandelt und anschlieBend durch Chloridionen der Salzsdure ersetzt
(20). Die Saurefunktionalitat wurde durch Ethylchlorformiat aktiviert, um anschlieBend durch
wassrige Ammoniaklésung amidiert zu werden. Im Anschluss wurde rac-19 mit 21 in DMF bei
Raumtemperatur ber Nacht mit verschiedenen Basen (NaH, TEA, DBU, Pyridin) reagiert
(Abb. 3.12). Die zwei Bausteine reagierten entweder nicht oder 21 wurde zum Phenylacrylamid
eliminiert. Da die trans-Isomere nicht herstellbar und die cis-Isomere nicht reproduzierbar

bioaktiv waren, wurden weitere Untersuchungen eingestellt.

H2N )ﬁfH
(0]
+

BzOH, Toluol,

(0]
SnCl,, EtOH,
~ A 70°C, 2 d konz. HC,
O,N (@) .
70°C, U.N.
17
rac-18 rac-19

Abb. 3.10. Synthese des racemischen Aminopyrrolidinons rac-19 fir die Syntheseroute der trans-lsomere
mit Pyrrolidinonring als Nukleophil.

/@ /@ 1. Ethylchlorformiat Q
NaNO, TEA, THF 0°C, 1 h
—_—

*_ OH konz. HCI, OH 2. aq. NHj 30%, 30 min “__NH,
HzN/\fo( H,0 Y N

0°C-RT, 0i.N. o O
20 21

Abb. 3.11. Synthese des elektrophilen Aminosdurebausteins 21.

Base
— =
DMF,
RT, G.N.
NH,
(@)
rac-19 21 trans-Coaktivator 2

Abb. 3.12. Syntheseroute der trans-Isomere mit Pyrrolidinonring als Nukleophil.
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34 Zusammenfassung: Modulation des Hedghog Signalwegs zur Zellwachstums-
regulierung

In diesem Abschnitt wurden Coaktivatoren fur den Hh-Signalweg untersucht, die nitzlich fir

die Erforschung der Rolle des Hh-Signalweges fur Geweberegeneration, Differenzierung und
Embryonalentwicklung sein konnten. Nach einem Hit eines High-Throughput Screens im
COMAS und Validierung wurde ein Pyrollidinondipeptid als moglicher Kandidat flr eine
weitere Untersuchung in Betracht gezogen. Nach erfolgreicher Synthese stellte sich die
Substanz als inaktiv heraus. Darauffolgend wurden verschiedene Diastereomere des Hits nach
Literatursynthese hergestellt werden. Da nur die Hélfte, die cis-lsomere, auf diesem Wege
synthetisierbar war, sollten parallel dazu die trans-lsomere synthetisiert werden. Die Synthese
stellte sich hierbei als schwierig heraus. Eine asymmetrische Hydrogenierung sowie zahlreiche
Versuche uber Substitutionsreaktionen des Pyrrolidindionrings scheiterten. Nach Testung der
cis-lIsomere, war das Isomer 14ab als Coaktivator zusammen mit Purmorphamin im GLI-
Reportergenassay aktiv. Basierend auf diesem Molekil wurde eine kleine Substanzbibliothek
von elf Molekilen synthetisiert. Nach eingehender biologischer Untersuchung dieser
Substanzen in einem GLI-Reportergenexperiment konnte dabei keine reproduzierbare Aktivitét
festgestellt werden. Der Grund lag womdglich in der Isomerisierung der Substanz in cellulo.
Damit wird abschlieBend zusammengefasst, dass sich diese Substanzklasse aufgrund ihrer
physikalisch-chemischen Eigenschaften nicht zum biologischen Testen zumindest fur den Hh-
Signalweg anbietet.
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4. Neue Synthesemethoden von Glucalderivaten durch eine C-vinvloge, v-

selektive Ferrier-Umlagerung

4.1 Einleitung

Zucker sind wichtige Energietrdger der Zelle und haben entscheidende Funktionen als
Modifikation wvon biologisch relevanten Molekilen. Da Krebszellen einen hohen
Energieverbrauch besitzen, sind diese stark von Glucose abhangig. 46 Durch unvollstandige
Oxidation von Zucker wird nicht das gesamte energetische Potential von Glucose ausgeschopft,
was unter dem Begriff Warburg-Effekt zusammengefasst ist. 4 Durch den hohen
Energiebedarf greift die Krebszelle auf eigene Ressourcen zuriick, die nicht bendtigt werden.
Dabei werden z. B. nicht benotigte Proteine selbstverdaut, 147, 148, 149

Eine bekannte, lang untersuchte und verwendete Reaktion fir die Synthese von
Zuckerderivaten ist die Ferrier-Umlagerung (Abb. 4.1). 1%° Hierbei werden Glucale, meist O-
acetyliert, mit einem Katalysator umgesetzt. Dabei bildet sich ein Carbokation aus, wobei das
C3-Acetat eliminiert wird. AnschlieBend kann ein Nukleophil am partiell positiven C1
angreifen. Als Folge bildet sich eine Doppelbindung im Produkt zwischen C2 und C3. Dieses
Produkt ist kinetisch bevorzugt. Die Ferrier-Umlagerung kann zudem als
Glykosylierungsreaktion aufgefasst werden, die fir die Herstellung neuer zuckerbasierter
Stoffe sehr niitzlich sein kann. Verschiedene Katalysatoren fur diese Reaktion wurden in der
Vergangenheit  verwendet, die zumeist Lewis-S&uren  darstellen:  BFs*Et.0;
Ubergangsmetallchloride; Triflate der Lanthanoide und tibergangsmetallkatalysierte Reaktion.
151 Als Nukleophil wurden meistens Alkohole verwendet, z. T. Zucker um Disaccharide zu
erhalten. 1% Der herausfordernde Teil der Ferrier Umlagerung liegt bei der Kontrolle der
a/B-Selektivitat. Meist werden a-Produkte erhalten, die durch den anomeren Effekt, also der
Hyperkonjugation von Alkohol und C1-Kohlenstoff entstehen. Neben den meistverwendeten
O- oder S-Nukleophilen, gibt es ebenfalls die herausforderndere C-Glycosylierung. In der
Literatur werden daftir meist TMS-geschitzte Alkene verwendet, um eine C1-C-Knupfung zu
erhalten. 152 Damit ergibt sich eine groBe Liicke in der Literatur fir andere C-glykosidische
Strukturen, die durch die Ferrier-Umlagerung erhalten werden kdnnten. Eine Gruppe moglicher
Nukleophile stellen vinyloge Substrate dar. Hierbei wiirde eine vinyloge Ferrier-Umlagerung
geschehen, die C-glycosidische Produkte ergibt. Mégliche vinyloge Substrate waren vinyloge
Enolether wie z. B. 22. Diese wirden eine Etherschutzgruppe an einem Enolat, das durch Keto-
Enol-Tautomerie entsteht, besitzen und als eine Art aufgezogene Feder bei der Reaktion genutzt
werden. Durch geeignete Bedingungen kann die Schutzgruppe (SG) abgeldst werden, sich das
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Keton bilden und durch mesomere Delokalisation der Elektronen eine Bindung zum
Carbokation des C1-Kohlenstoffs entstehen (Abb. 4.2).

OAc

ACO‘&\4
e

Nu- Nu
OAc OAc / Kinetisches Produkt

(bevorzugt)
AcO o Kat.  aAcO o)
AcON_ _\ —> & OAc
Nu\« AcO

0
Nu
Thermodynamisches Produkt

(nicht bevorzugt)

Abb. 4.1. Mechanismus der Ferrier Umlagerung. 5

OAc >< OAc (0]
o" O AcO 0
AcO O 8t . / (@]
AcO N MO/ JSG Katalysator, /%

Losemittel, O

Temperatur,

variabel

Abb. 4.2. Vorgeschlagene Reaktionsfolge fiir die vinyloge C-Glycosylierung durch die Ferrier-Umlagerung.
SG = Schutzgruppe.
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4.2 Zielsetzung

Im dritten Teil der Dissertation sollte eine neue Methode zur C-Glykosylierung durch eine
Ferrier-Umlagerung entwickelt werden. Der Hintergrund liegt darin, dass bisher fur die Ferrier-
Umlagerung meist S- oder O-Nukleophile verwendet worden sind. AuRerdem sollte hier

erstmals eine y-selektive, vinyloge Ferrier-Umlagerung optimiert und demonstriert werden.
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4.3 Resultate und Diskussion

4.3.1 Initiale Syntheseoptimierung
o] o] o]
AcO N AcO \,/\
L, oo I
AcO' AN Kat., LM, AcO'
OAc OSG Temp., Zeit O
22a 23a

Abb. 4.3. Reaktionsschema der Ferrier-Umlagerung.

Ausgehend von Substanz 22a (Abb. 4.3), wurde die y-vinyloge Ferrier-Umlagerung optimiert.
In der Literatur wurde meist 3,4,6-Triacetlyglucal fir die Ferrier-Umlagerung genutzt. Dieses
war kommerziell erhéltlich und konnte direkt fur die Reaktion eingesetzt werden. Das Enolat
22a wurde gewdhlt, da das Dienolat relativ stabil ist und wahrscheinlich durch seine Sterik eine
hohe y-Selektivitat bei der Umlagerung zeigen sollte. Als erstes wurde der vinyloge, TMS-
geschiitzte Baustein 22a synthetisiert, welcher hochreaktiv, wasser- und lichtempfindlich war.
Die Synthese des Dienolates stellte sich als relativ kompliziert heraus, da unter komplett
wasserfreien Reaktionsbedingungen gearbeitet werden musste. Hierzu musste das DIPA frisch
destilliert sein. Das Dioxinon musste ebenfalls vor dem Experiment frisch destilliert werden,
da ansonsten zerfallenes Dioxinon die Reaktion stoéren wirde. Weiterhin musste sowohl das
Dioxinon fur die Deprotonierung als auch das TMSCI langsam hinzugegeben werden, da sich
ansonsten die Losung zu stark erwarmen wirde und die Ausbeute durch Zerfall des Produkts

gemindert sein wirde.

>< TMSCI ><

cco _—_—— -~ 0o 0
v

Mo LDA, -goh"c-RT )\/\O,s\

Dioxinon 22a

Abb. 4.4. Synthese des Enolat 22a.
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Tab. 4.1. Optimierung der vinylogen Ferrier-Umlagerung ausgehend von 3,4,6-Triacetylglucal und 22a
nach Katalysator, Zeit und Temperatur.[®

(e} O (@]
AcO | O><O Katalysator ACO/\(\/\[Jﬁ | \y/\
e + | Aoz o}
AcO /L\/\o*s( AcO I

Losemittel,
OAc Temperatur,
Zeit,
22a 23a
Eintra Katalysator Zeit (h) | Temp. (°C) | Ausbeute (%0)®! | a:p-Verhaltnis(c]
g (Beladung) P- ° )

1 Zn(OTf):, 0.5 50 46 1:1,2
(20 mol%)

2 Zn(OTf), 0.5 50 60 1:1,1
(10 mol%)

3 Zn(OTf):, 0.5 50 59 1:1,2
(30 mol%)

4 Zn(OTf), 1 50 44 1:1,30
(20 mol%)

5 Zn(OTf) 2 50 63 1:1,16
(20 mol%)

6 Zn(OTf):, 5 50 50 1:1,25
(20 mol%)

7] Zn(OTf):, 0.5 50 57 1:1
(20 mol%)

8 Sc(OTf)3 19 RT 40 1:1,89
(5 mol%)

9 Yb(OTf)3 19 RT 11 1:1,50
(10 mol%)

10 Zn(NTf2)2 19 RT 37 1:0,91
(5 mol%)

[a] Reaktionsbedingungen: Triacetyl-(D)-Glucal (0,2 mmol) und 22a (0,3 mmol) in 0,5ml trockenem
Losungsmittel. [b] NMR Ausbeuten bestimmt durch *H-NMR mit 1,3,5-Trimethoxybenzol als internen Standard.
[c] o:B-Verhdltnis durch *H-NMR der unaufgereinigten Reaktion, anomeres Zentrum durch *Jc.n
Kupplungskonstanten bestimmt. [d] 3 eq. 22a. [e] DCM statt DCE.
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Nach der Synthese von 22a wurde zundchst das TMS-geschiitzte Dioxinon mit 3,4,6-
Triacetylglucal in DCE mit 20 mol% Zn(OTf), als Katalysator bei erhOhter Temperatur
umgesetzt. Wie vermutet wurde eine y-selektive Umsetzung beobachtet, sowie eine Ausbeute
von 46 % und einem o/B-Verhaltnis von 1:1,25 nach 30 Minuten erhalten. Basierend auf diesem
ersten Ergebnis, wurden Katalysatorbeladungen (Tab. 4.1, Eintrag 1-3), Reaktionszeiten (Tab.
4.1, Eintrag 4-6) sowie Dienolatmenge (Tab. 4.1, Eintrag 7) getestet (in Kooperation mit Dr.
Chuanjie Loh am MPI Dortmund). Anschliefend wurden andere Metalltriflate bzw. Zn(NTf2)2
bei Raumtemperatur und DCM getestet, wobei die besten Reaktionsbedingungen fiir 20 mol%
Zn(OTf)2, zwei Stunden und 50 °C ermittelt wurden.

Basierend auf diesem Ergebnis wurde im Anschluss mit verschiedenen Ldsungsmitteln
experimentiert (Tab. 4.2). Es wurden zunachst polare Losemittel verwendet (Tab. 4.2, Eintrag
1 und 2), wobei in beiden Féllen eine Zersetzung stattfand. Weiterhin wurde festgestellt, dass
die Konzentration erh6ht werden musste (Tab. 4.2, Eintrag 3 und 4). 1,4-Dioxan bewahrte sich
als bestes Losungsmittel (Tab. 4.2, Eintrag 11). Es zeigte sich, dass eine kleinere Ausbeute bei
frisch hergestelltem 22a im Gegensatz zu alterem 22a zu beobachten war (Tab. 4.2, Eintrag
11 und 12). Dies kann an einem langsamen Zerfall des Enolats Uber Zeit wegen der hohen
Reaktivitat trotz der Lagerung bei -35 °C unter Schutzatmosphare liegen. Hierbei konnte freies
(OTf) als Katalysator dienen.

Um nicht-reproduzierbare Ergebnisse zu umgehen, wurde die reaktive, fiir Wasser leicht
zugangliche und damit leicht abspaltbare TMS-Schutzgruppe durch eine TBS-Gruppe ersetzt
(22b). Die TBS-Schutzgruppe stellte sich als relativ stabil heraus, da nach der Reaktion die
Substanz in Eiswasser ausgeschittelt werden konnte, ohne einen Zerfall zu beobachten.
Dadurch wurden ebenfalls die Reinheit und die Ausbeute erhéht. Auch beim Umgang mit der
Substanz wahrend der Reaktion wurde kein Zerfall beobachtet, welche sich durch Gelbfarbung
des Stoffes auszeichnete. Nach erfolgreicher Synthese wurde die Ferrier-Umlagerung mit dem
TBS-geschitzten Dioxinonenolether 22b erneut optimiert (Tab. 4.3).

Als finale Reaktionsbedingungen fur die Ferrier-Umlagerung mit TBS-geschitztem Enolat 22b
wurden die Reaktionsbedingungen, die in Tab. 4.3, Eintrag 3 angegeben sind, gewéhlt. Die
Reaktion wurde darauffolgend hochskaliert (12 mmol Edukt), wobei nur 10 mol% Zn(OTf).
und 1,5 eq. 22b verwendet wurden und die isolierte Ausbeute bei 86 % lag. Hiermit konnte
gezeigt werden, dass die Reaktion robust ist, da ein Hochskalieren dhnliche Ausbeuten lieferte,

wie eine Reaktion in kleinem Malfistab.
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Tab. 4.2. Optimierung der vinylogen Ferrier-Umlagerung ausgehend von 3,4,6-Triacetylglucal und

Enolether 22a nach Lésungsmittel.[?!

Aco” N N
) | + o O |
ACO\\ / /S|/
OAC %\)\O ~

20 mol% Zn(OTf),

AcO © | O\’/\
\ = 9

LM, 50 °C, 2 h AcO

0]
37a

Eintrag ngf;ﬁa:g)r Losungsmittel | Ausbeute (%)P! | a:p-Verhatlnisl
1 Zn(OTf), Aceton - -
(20 mol%)
2 Zn(OTH), HFIP - -
(20 mol%)
3 Zn(OTf), DCE 69 1:1,1
(20 mol%)
4 Zn(OTH), DCE 62 1:1,0
(20 mol%)
5 Zn(OTf), CHCl3 60 1:1,.2
(20 mol%)
6 Zn(OTH), MeCN 67 1:0,8
(20 mol%)
7 Zn(OTf), Toluol 35 1:1,0
(20 mol%)
8 Zn(OTH), THF 58 1:0,9
(20 mol%)
9 Zn(OTf), Chlorbenzol 63 1:1,0
(20 mol%)
10 Zn(OTf), Fluorbenzol 70 111
(20 mol%)
11[€] Zn(OTHf), 1,4-Dioxan 77 1:1,1
(20 mol%)
12M1 Zn(OTf), 1,4-Dioxan 60 1:1,1
(20 mol%)

[a] Reaktionsbedingungen: Triacetyl-(D)-Glucal (1 mmol) und 22a (2 mmol) in 0,5 ml trockenem L&sungsmittel.
[b] NMR Ausbeuten bestimmt durch *H-NMR mit 1,3,5-Trimethoxybenzol als internen Standard. [c] a:B-
Verhaltnis durch *H-NMR der unaufgereinigten Reaktion, anomeres Zentrum durch Jc.y Kupplungskonstanten
bestimmt. [d] 1,0 ml Lésungsmittel. [e] altes 22a. [f] frisch destilliertes 22a.
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Tab. 4.3. Optimierung der vinylogen Ferrier-Umlagerung ausgehend von 3,4,6-Triacetylglucal und
Enolether 22b.[

0
AcO | N 20 mol% Zn(OTf), AcO © | O\A
W + o o \ / P~ (@]
AcO AcO'

= _Si 1,4-Dioxan, 50 °C
OAc O Zeit 0
36b 37a
. Katalysator . Isolierte A
-B- [b]
Eintrag (Beladung) Zeit (h) Ausbeute (%) a:p-Verhatinis
1 Zn(OTf):, 2 56 1:1,1
(20 mol%)
2 Zn(OTf):, 15 81 1:1,1
(20 mol%)
3k Zn(OTf):, 15 61 1:1,2
(20 mol%)
4ld] Zn(OTf), 15 86 1:1,1
(10 mol%)

[a] Reaktionsbedingungen: Triacetyl-(D)-Glucal (1 mmol) und 22b (2 mmol) in 0,5 ml trockenem L&ésungsmittel.
[b] a:B-Verhdltnis durch *H NMR der unaufgereinigten Reaktion, anomeres Zentrum durch Jc.n
Kupplungskonstanten bestimmt. [c] 1,1 eq. 22b. [d] 1,5 eq 22b. [d] Reaktionsbedingungen: Triacetyl-(D)-Glucal
(12 mmol), 22b (18 mmol) und 10 mol% Zn(OTf), in 3 ml trockenem Ldsungsmittel.

4.3.2 Die Ferrier-Umlagerung von verschiedenen Glucalen mit 22b

Mit der optimierten Reaktionsbedingung (Tab. 4.3) wurde daraufhin die Anwendbarkeit der
y-selektiven, vinylogen Ferrier-Umlagerung mit 22b auf verschiedene acetylierte Zucker
getestet (Tab. 4.4, in Kooperation mit Dr. Chuanjie Loh am MPI Dortmund). Die vinyloge
Substitution lieR sich dabei auf Monosaccharide, Disaccharide sowie sechs- und fiinfgliedrige
Glucale anwenden. Die Ausbeute schwankte dabei zwischen 54 und 86 %, wobei Triacetyl-D-
Glucal die hochste Ausbeute lieferten. Das hochste o/p-Verhdltnis wurde fiir Acetylgalactal
(Tab. 4.4, Eintrag 2) erhalten, wobei hier von dirigierenden Actylgruppen ausgegangen wurde,
da diese im Gegensatz zu Acetylglucal (Tab. 4.4, Eintrag 1) alle in derselben Ebene liegen
und damit ein Angriff von der gegeniberliegenden B-Seite bevorzugt war. Im Falle von
Acetylrhamnal (Tab. 4.4, Eintrag 5) war das kinetische a-Produkt vermehrt gebildet worden.
Bei den restlichen Glucalen war keine o/B-Selektivitat zu beobachten.
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Tab. 4.4. Untersuchung der Anwendung der y-selektiven Ferrier-Umlagerung auf verschiedene, acetylierte
Zucker.

acetylierte O><O 20 mol% Zn(OTf), O><O
Glucale )
MOTBS ;’04;2'0;(2?] RMO
22b 23a-g
Isolierte
Eintrag Zucker (R) Ausbeute (%) | @:B-Verhatinisl]
o_.R
1 AcO 86 1:1,1
AcO™ N
o_.R
5 Acow 54 1:3,7
AcO Z
n, O R
3t U 83 121
AcO Z
4alc! @R 81 1:1,6
[c] .
4b ACO Pz 77 1:1,5
o_,R
5 U 80 1,9:1
AcO Z
ACO/\CJR
SN~
6 Aco” Ny OO0 62 1,1:1
AcO “'OAc
OAc
o)
[c] R .
7 Acom 70 14:1

[a] Reaktionsbedingungen: Triacetyl-(D)-Glucal (1 mmol) und 22b (2 mmol) in 1 ml trockenem 1,4 Dioxan bei
50 °C fir 15 h. [b] a:B-Verhéltnis durch *H-NMR der unaufgereinigten Reaktion, anomeres Zentrum durch *Jc.4
Kupplungskonstanten bestimmt [c] Anomere trennbar. 4a: D-Xylal. 4b: D-Arabinal.
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4.3.3 Untersuchung verschiedener y-Nukleophile

Da die Reaktion erfolgreich auf verschiedene Glucale angewendet werden konnte, wurden im
Anschluss verschiedene vinyloge y-Nukleophile unter den Reaktionsbedingungen, wie sie in
Tab. 4.4 beschrieben sind, mit Triacetyl-D-Glucal reagiert. Daflir wurden zundachst lineare,
TBS-geschitzte, verzweigte und nicht verzweigte Crotonyl-Nukleophile hergestellt (Tab. 4.5,
Eintrage 1-4). Durch *H-NMR wurde nach der Reaktion festgestellt, dass weder eine y-noch
a/B-selektive Substitution stattgefunden hatte. Dies lag wahrscheinlich an der ungeschiitzten -
Position des vinylogen Systems, die neben der y-Position reaktiv ist. Im Falle des
Sorbinséurenukleophils (Tab. 4.5, Eintrag 4) war dies besonders deutlich, wobei neben
fehlender y-, auch keine e-Selektivitat erreicht wurde und das Verhaltnis von o:fB:e-Angriff
stochometrisch vorlag. Im Falle des o-blockierten 2-Methylcrotonylesters (Tab. 4.5,
Eintrag 3) konnte ein leicht verbessertes y:a-Verhéltnis erreicht werden. Fiir die leichte y-
gegeniiber a-Selektivitidt des 2-Methylcrotonsédurenucleophils (Tab. 4.5, Eintrag 3) wurde
davon ausgegangen, dass die a-Position zu einem Teil durch die a-Methylgruppe abgeschirmt
wurde.

Die y-Selektivitit von Enolat 22a und 22b im Gegensatz zu den linearen Nukleophilen kdnnte
daraus resultieren, dass die sterische Hinderung des Dioxinonrings die a-Position zu einem
gewissen Grad abgeschirmt hat. Da keine Selektivitit erreicht werden konnte, wurde die
Methylestergruppe des Crotonylenolethers durch ein Dimethylpyrrol ersetzt. Diese Struktur
wurde gewdhlt, da das Beispiel bereits in der vinylogen Mukaiyama-Aldolreaktion eingesetzt
wurde. Bei der Mukaiyama-Aldolreaktion wurden ebenfalls y-Selektivititsprobleme von
linearen Nukleophile beobachtet. 1>

In der Literatur 1% wurde deshalb die Dimethylpyrrolgruppe eingesetzt um die benachbarte o-
Position zu blockieren. Um die Enolether 22g-i zu erhalten, wurde zunéchst Crotonylchlorid
mit wissriger Ammoniaklosung (24) umgesetzt, um anschliefend die Pyrrolbildung (25) bei
120 °C durchzufiihren (Abb. 4.5). Im Anschluss wurden mit NaHMDS als Base das

Crotonylderivat mit verschiedene Silyl-Schutzgruppen substituiert, um 22g-i zu erhalten.

0] OR
0o aq. NHz O 2,5-Hexandion RCI
/\)J\ T or /\)J\ /\)J\N N MN N
Cl Uu.N,, RT NH, Toluol, Reflux —/ NaHMDS —
24h THF,
-78°C-RT
24 25 2h 22g-i

Abb. 4.5. Synthese der Pyrrol-abgeleiteten Enolether 22g-i. 152
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Uberraschenderweise wurde keine Umlagerung von Triacetylglucal mit TBS-geschiitztem

Pyrrol 22h (Tab. 4.5, Eintrag 6) beobachtet. Der als sehr reaktiv angenommene TMS-

Enolether 22g (Tab. 4.5, Eintrag 5) ging ebenfalls keine Substitutionsreaktion ein. Auch 22i,

das fiir eine Mukaiyama-Reaktion verwendet wurde, zeigte keine Produktbildung.

Tab. 4.5. Optimierung der vinylogen Ferrier-Umlagerung mit verschiedenen Enolaten.!

. Name des . res yio-
B- [b]
Eintrag Nukleophils Nukleophil a:B-Verhiltnis Verhiltnis®!
TBS
22¢ 9 1:1 1:1
1 /\/\O P ca. I: ca.
O/TBS
2 22d )\/\ P ca. 1:1 ca. 1:1
(@)
O/TBS
3 22e PN ca. I:1 ca. 2.2:1
O/TBS
4 22f /\/\)\ ca. 1:1 ca. 1:1:1
= NF o~
OTMS
5 22g /\/\N N\ ] -
OTBS
6 22h MN N ] ]
DPMSO
7 22i MN N\ ] ]
8 22j o 0 ] -

PN o TIPS

[a] Reaktionsbedingungen: 0,2 mmol Triacetylglucal; 0,4 mmol Dienolat 22¢-j und 20 mol% Zn(OTf)z in 0,2 ml

trockenem 1,4-Dioxan bei 50 °C fir 15 h. [b] a:B- und a:y-Verhaltnisse wurde durch *H-NMR bestimmt, aufgrund

fehlender Reaktivitat/Selektivitat wurde keine Ausbeute bestimmt.
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4.3.4 Optimierung der o/p-Selektivitat - Enolate

Die gezeigten Enolate konnten keine y-Selektivitat aufweisen. Daher wurde im Folgenden der
Fokus auf die o/B-Selektivitat gelegt. Hierbei wurde die Reaktivitat der Silyl-Abgangsgruppe
veréndert. Dazu wurde TBS durch TIPS ersetzt (22j, Tab. 4.5, Eintrag 8). Der Hintergrund
war, dass durch eine langsamere Reaktionsgeschwindigkeit das thermodynamisch stabilere
Produkt gebildet werden sollte. Gekoppelt an den anomeren Effekt sollte sich bevorzugt das o-
Produkt bilden. 15! Es konnte keine Reaktion beobachtet werden, was in der TIPS-Gruppe als
schlechte Abgangsgruppe begriindet liegt. Als néchstes sollten Dioxinon-Enolate 22i-k (Abb.
2.6 und Abb. 2.7) synthetisiert werden, die mit hoher Wahrscheinlichkeit vy-C-
Glycosidierungen eingehen und durch verschiedene Eigenschaften das o/p-Verhéltnis positiv
beeinflussen sollten.

Daraufhin sollte 22k synthetisiert werden, das ein Derivat der Enolate 22a und 22b darstellt.
Es wurde spekuliert, dass die 2-Methylgruppe die Reaktivitét des vinylogen Systems und damit
das o/B-Verhéltnis beeinflussen sollte. Es wurde beginnend von tert-Butylacetoacetat eine
Methylierung an der C-H aciden a-Position durchgefihrt (Abb. 4.6). AnschlieRend wurde das
Lakton durch eine Acetal- und Esterbildung erhalten, das dann unter den Standardbedingungen
zum Enolether 22k tberfiihrt werden sollte. Trotz mehrere Anldufe konnte 22k nicht erhalten
werden, welches als TMS-Derivat in der Literatur > beschrieben ist. Stattdessen zerfiel das

Produkt und konnte nur teilweise geschitzt isoliert werden.

|tBu Aceton TBSCI ><
o & o ©
M NaH, THF, )H/go Ac,0, H,SO,, )\(&O LDA, THF, ZN0TBS
0°C-RT, .N. -10 °C-RT, U.N. -78 °C-RT, 2 h
22k

Abb. 4.6. Synthese des Enolethers 22k. 154

Als néchstes wurde der difluorierte Enolether 221 synthetisiert (Abb. 4.7). 1 Die Fluorgruppe
sollte dabei durch den negativen induktiven Effekt einen Einfluss auf die vinyloge Reaktivitat
nehmen und damit die a/B-Selektivitat beeinflussen. 1% Bei der Synthese wurde Dioxinon in
zwei Schritten unter geringer Ausbeute mit NFSI umgesetzt, um das difluorierte Dioxinon 29
zu erhalten. AnschlieRend wurde 29 mit einer TBS-Gruppe geschiitzt (221). 15 Leider konnte

auch hier nur Zerfall des Edukts aber keine Produktbildung beobachtet werden.
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X

1) NFSI, LDA, THF ><
>< -78 °C-RT, 2 h, 28

o~ o TBSCI o~ o
0~ "o . e
IS AL 2)28,NFsI, LDA, THF No LDA, THF, \%\/\OTBS
O .78°C-RT, 2h E -78°C-RT, 2h [
Dioxinon 29 22]
Abb. 4.7. Synthese des Enolethers 22. 1%
4.3.5 Optimierung der a/p-Selektivitat - Schutzgruppeneffekte

Da keines der Enolatderivate erfolgreich zu einer besseren a/y-Selektivitat fuhrte, wurde die
a/B-Selektivitat genauer untersucht. Hierbei wurde zunéchst der Einfluss von verschiedenen
Schutzgruppen der Zucker betrachtet. Dazu sollten die Acetylgruppen durch andere
Estergruppen (Mesyl-, Tosyl-, Trifluoracetyl-, Pivalat-, Benzoylgruppen) und Ethergruppen
(Benzyl-, TBS-Gruppen) ersetzt werden. Die verschiedenen Schutzgruppen sollten neben der
erhohten Reaktivitat als Abgangsgruppe (Mesyl, Tosyl, Trifluoracetyl) auch durch sterische
Effekte als Substituent (Pivalat, Benzoyl, Benzyl, TBS) die Selektivitat steuern. Aufler dem
kommerziell erhaltlichen benzylierten Glucal mussten weitere Glucalderivate synthetisiert
werden (Abb. 4.8).

Bei den Estern konnte das Glucal nur durch die Pivaloyl- und Benzylgruppen geschutzt werden.
Die Mesyl- und Tosylgruppen waren fiir eine Aufreinigung zu reaktiv. Bei der Reaktion mit
Trifluoracetylchlorid wurde eine heftige Reaktion beobachtet, die zur Zersetzung des
Startmaterials fiihrte. Nach der Synthese des Ausgangsmaterials wurde die Umlagerung unter
den optimierten Bedingungen der einzelnen Zuckerderivate getestet (Tab. 4.6). Es konnte in
allen Féllen bis auf die Benzyl-geschiitzten Glucalderivate (Tab. 4.6, Eintrag 4) keine
Reaktion registriert werden. Aus unbekannten Griinden konnte in nur eine vollstdnde

Zersetzung des Benzyl-geschiitzten Startmaterials beobachtet werden (Tab. 4.6, Eintrag 4).

R.
. O
Pivaloyl- oder
Benzoylchlorid TBSCI
Pyridin, RT, G.N. DMAP, Imidazol
DMF, 60°C, 36 h
OH
Glucal R = Piv 30a Glucal
R=Bz 30b
R =TBS 30c

Abb. 4.8. Synthese verschieden geschiitzter Zuckerbausteine.
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Tab. 4.6. Optimierung der vinylogen Ferrier-Umlagerung im Hinblick auf verschiedene Schutzgruppen des

Glucals.
0 0
20 mol% Zn(OTf), RO/\(/\[M |
- - 0
RO N

1,4-Dioxan
50 °C, 15 h (0]
23
a:p-
Eintrag/?! Glucal Bemerkung
Verhiiltnis!"!
1 ca. 1:1 -
2 - Edukt
3 R Edukt
4 - Zersetzung
S - Edukt
OTBS

[a] Reaktionsbedingungen: 0,2 mmol geschutztes D-Glucal; 0,4 mmol 22b und 20 mol% Zn(OTf), in 0,2 ml

trockenem 1,4-Dioxan bei 50 °C fiir 15 h. [b] a:B-Verhéltnis wurde durch *H-NMR bestimmit.
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4.3.6 Optimierung der a/p-Selektivitat - Katalysatoren

Verschiedene Enolate, Zuckerderivate und Schutzgruppen (Kapitel 4.3.3-4.3.5) konnten keine
grolere Verschiebung zu Gunsten des a- oder B-Anomers erbringen. Daher wurde die letzte
Madglichkeit, den Katalysator zu andern, intensiv ausgeschopft (Tab. 4.7). Zundchst wurden
Metall-basierte Lewis-Séauren (Tab. 4.7, Eintrage 1-19) getestet. Als erstes wurde Zn(OTf);
aus der Modellreaktion durch ZnCl; ersetzt (Tab. 4.7, Eintrag 1), wobei sich das Startmaterial
zersetzte. Bei Reaktionen mit Metallhalogeniden der Oxidationsstufe Il (Eintrage 1, 5 und 7),
mit Ausnahme von InCl; (Tab. 4.7, Eintrag 15), zersetzte sich das Startmaterial. Alle anderen
Metallhalogenid-Katalysatoren mit anderen Oxidationsstufen waren inaktiv und fuhrten zu
keiner Reaktion (Tab. 4.7, Eintrage 3, 4, 8, 10, 11, 13-18). Aufgrund dieser Beobachtungen,
war das Gegenion wichtiger als die Oxidationstufe. Es modulierte die Reaktivitat des Systems,
wenn z. B. Zn(OTf)2 mit ZnCl; verglichen wurde.

Es stellte sich heraus, dass ebenfalls Cu- und Ag-Triflat- bzw. -Triflylamid-Komplexe
unabhéngig von der Oxidationsstufe die Reaktion katalysiert haben (Tab. 4.7, Eintrage 6, 9,
12), wenngleich mit weniger Ausbeute als im optimierten System und ohne Selektivitat. Im
Falle der literaturbekannten Ferrier-Umlagerung >’ mit TiCls (Tab. 4.7, Eintrag 15) konnte
eine Reaktion beobachtet werden. Bei der Durchfiihrung musste darauf geachtet werden, die
Reaktion anfangs zu kiihlen, da der Katalysator hochreaktiv war. Zuséatzlich wurden 40 mol%
TiCls verwendet, weniger als die in der Literatur genannten stochiometrischen Mengen. Es
konnte eine geringe Ausbeute ohne Selektivitat beobachtet werden.

Als Néachstes wurden Zn-katalysierte Reaktionen mit verschiedenen chiralen, Chinin-basierten
Liganden, die hergestellt werden mussten, getestet. Dabei wurde zundchst die methylierte
Quadratséure 31 in einer Amidierungsreaktion zu 32 umgesetzt (Abb. 4.9). Parallel dazu,
wurde 33 aus Chinin durch eine Mitsonobu-Reaktion erhalten. Substanz 32 und 33 wurden
daraufhin in Methanol zum Katalysator 34 reagiert. 158 159 Ahnlich dazu wurde das
Thioharnstoff-Derivat 35 erhalten, wobei ein Isothiocyanat mit 33 umgesetzt wurde (Abb.
4.10). 1° Die Ferrier-Reaktion wurde mit 20 mol% 34 bzw. 35 und jeweils 40 mol% Zn(OTf).
durchgefuhrt. Es wurde Zn(OTf), gewadhlt, da das Gegenion (OTf)" bei dieser Ferrier-
Umlagerung bisher entscheidend zur Katalyse beitrug. Die Reaktion wurde mit 40 mol% des
Metalls durchgefiihrt, da der Chinidin-Teil des Katalysators koordinierende Stickstoffe besitzt.
Um nicht nur die Koordination an die Stickstoffe zu erreichen, sondern auch eine Koordination
an den Wasserstoffbriickendonorteil zu erhalten, wurde ein erhohtes Verhdltnis von
Metall zu chiralen Molekil eingesetzt. Dieses Katalysatorsystem stellte sich als zu reaktiv

heraus, was sich in einer Zersetzung des Edukts zeigte.
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Da die Katalysatoren 34 und 35 Wasserstoffbriickenkatalysatoren waren, wurde eine H-
Briicken-Katalyse in Betracht gezogen (Tab. 4.7, Eintrage 21 und 22). Neben den erwéhnten
Katalysatoren 34 und 35 wurde auch ein BARF-Derivat (36) und als Kontrolle das BARF
Gegenion 37 verwendet (Abb. 4.12 und Tab. 4.7, Eintrége 23 und 24). Es konnte nur im Fall
von 36 eine Reaktion beobachtet werden, wobei keine o/p-Selektivitat vorlag. Als nachstes
Katalysatoren-System wurde BFs-Etherat bzw. BPF untersucht (Tab. 4.7, Eintrage 25 und 26).
Auch hier konnte eine Reaktion mit geringer bis mittlerer Ausbeute beobachtet werden ohne
das a- oder B-Produkt bevorzugt zu erhalten. Es wurde ebenfalls lod als Katalysator getestet.
160 Hierbei wurde eine Umsetzung beobachtet ohne die gewiinschte Selektivitat zu erhalten. Da
sich keine der Anomere bevorzugt bildete und evtl. Optimierungen des Liganden ausstanden,

konnten im Rahmen dieser Arbeit die Selektivitat nicht zufriedenstellend optimiert werden.

Abb. 4.9. Synthese des Katalysators 34. 157 1%

-97-



SCN CF, cF,

CF,

CF3

33 35

15 h O

@) O
AcO O><o N 20 mol% Kat. Aco/\(/\ﬁ | \A
- + / > NS 0]
AcO /]‘\/\O/S'K 1,4-Dioxan, 50 °C AcO
2b

2 23a

Abb. 4.11. Reaktionsschema zur Optimierung der vinylogen Ferrier-Umlagerung im Hinblick auf
Katalysatoren (Tab. 4.7).

.
Na E
FsC CF; F F
_ . - FsC CF, - 3
s L b
NN N N N ~ F F
H H CF
3 F FF F
[(BARF)-]Z F3C CF3 F F
BARF- Nag’;‘RF BPF
Kat.
36

Abb. 4.12. Verwendete Katalysatoren bei der Ferrier-Umlagerung aus Tab. 4.7.

- 08 -



Tab. 4.7. Optimierung der vinylogen Ferrier-Umlagerung im Hinblick auf Katalysatoren.

Eintrag Kat. Ausbeute [%] | a:p-Verhaltnis®! | Bemerkung
1 ZnCl; - - Zersetzung
olc], [d] Ticl, 57 1:1 -
3 CuCl - - Edukt
4 Cul - - Edukt
S) CuBr; - - Zersetzung
6 Cu(OTf). 47 1:1,26 -
7 FeCl> - - Zersetzung
8 FeCls - - Produktspuren
9 Ag(NTf,) 42 1:0,82 -
10 AgNO3 - - Edukt
11 AgCIlO4 - - Zersetzung
12 Ag(OTH) 54 1:1,04 -
13 SnCl, - - Edukt
14 AICl3 - - Edukt
15 InCl3 - - Edukt
16 AuCl - - Edukt
17 AuCls - - Edukt
18 CeClz*7H20 - - Edukt
19 34 - - Zersetzung
Zn(OTf)2
20 35 - - Zersetzung
Zn(OTf)2
21 34 - - Edukt
22 35 - - Edukt
23 36 34 1:0,82 -
24 37 - - Edukt
251 1 BE S ELO 56 1:1 -
26 BPF 32 1:0,89 -
27 I2 36 1:0,97 -

[a] Reaktionsbedingungen: 0,2 mmol geschitztes Triacetylglucal; 0,4 mmol 22b und 20 mol% Zn(OTf), in
0,2 ml trockenem 1,4-Dioxan bei 50 °C fir 15 h. [b] a:p-Verhaltnisse wurde durch *H-NMR bestimmt. [c]

Temperatur: -75 °C bis RT. [d] 40 mol% Katalysator.
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4.4 Zusammenfassung: Neue Synthesemethoden von Glucalderivaten durch eine

C-vinvloge, y-selektive Ferrier-Umlagerung

In diesem Teilprojekt der Dissertation sollten durch die Ferrier-Umlagerung eine neue Methode
fur die vinyloge C-Glycosylierung gefunden werden. Hierbei wurde zunédchst ein Silyl-
geschiitztes Dioxinonenolat als mégliches Nukleophil und Actelyglucal als Substrat eingesetzt
werden. Anschlie3end sollte die Modellreaktion optimiert werden. Hierbei stellte sich TBS als
geeignete Schutzgruppe des Dioxinonnukleophils heraus. Nach der Syntheseoptimierung
wurde zundchst die Reaktion auf verschiedene andere Zucker erweitert. Dabei stellte sich
heraus, dass keine o/B-Selektivitat erreicht werden konnte. Es wurden deshalb systematisch
verschiedene Reaktionsparameter untersucht. Hierbei wurde festgestellt, dass Acetate als
einzige Schutzgruppe der Glucale zuldssig waren. Im Falle der linearen Enolether konnte keine
Selektivitat fur einen o/B- bzw. a-, y-, e-Angriff beobachtet werden. Nach intensivem Testen
verschiedenster literaturbekannter Katalysatoren der Ferrier-Umlagerung, konnte ebenfalls
keine Selektivitat gezeigt werden. Obwohl unter diesen Bedingungen kein Anomer deutlich
bevorzugt gebildet wurde, konnte hier die erste y-vinyloge C-Glycosylierung durch eine
Ferrier-Umlagerung berichtet werden. Es konnten sieben Glucale als Beispiele sowie die

Skalierbarkeit der Reaktion gezeigt werden.
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5. Zusammenfassung

Krebs zeichnet sich durch eine Fehlregulierung mehrerer Prozesse der Zelle aus. Die Src
Tyrosin Kinasen (SFKs), mit ihrem prominentesten Vertreter Src, sind ein Signalverstéarker fir
Onkogene und liegen in ca. 50% der Dickdarm-, Lunge-, Brust-, Leber- und
Bauchspeicheldriisenkrebsfalle meist (beraktiv und/oder Uberexprimiert vor. 4 Der
Schwerpunkt dieser Arbeit bestand darin, die Aktivitat von Src durch dessen Delokalisation zu
unterbinden, indem die Bindung von Src und SFKs an dessen Transportpartner UNC119 durch
kleine Molekile-Inhibitoren inhibiert werden sollte. Zunéchst wurde ein Screening fiir
UNC119-Inhibitoren durchgefiihrt. Eine Indolin-basierte Substanz konnte als potente
Ausgangstruktur fir die Inhibition des SFK-Chaperon identifiziert werden.

Homopiperazin
bevorzugt

/,
d I
LinkeranordnungO \©

toleriert bevorzugt

Substitutionen Alkylierungen

Cl hemmen Aktivitat

toleriert Substitutionen
m-Chlorbenzyl
bevorzugt

Abb. 5.1. Struktur-Wirkungsbeziehung des potentesten UNC119-Inhibitors Deltauncin.

Nach Synthese von ca. 80 Substanzen und iterativem Verbessern des initialen Hits stellte sich
ein substituiertes Indolin, das Deltauncin (Abb. 5.2), als potentester Inhibitor von UNC119
heraus. Struktur-Aktivitatsbeziehungsanalysen zeigten, dass ein Inhibitor mit N-benzoyliertes,
m-Chlor-substituiertes Indolinteil die hdchste Aktivitat zeigte. Das Substitutionsmuster am
aromatischen Ring der Kohlenwasserstoffkette war variabel (Abb. 5.1). Die Kohlenstoffekette
des Inhibitors am Sulfonamid musste hingegen lang und ein Piperazin, am besten
Homopiperazin, aufweisen. Deltauncin zeigte nicht nur einen niedrigen 1Cso-Wert, sondern
auch eine gute Loslichkeit (229,2 uM). Uberraschenderweise erwies sich Deltauncin als
doppelter Inhibitor fir UNC119a (Kq = 23 £ 3 nM) und PDES (Kq = 64 £ 7 nM), ein Chaperon
der protoonkogenen RAS-Subfamilie. Die Bindung der Substanz an UNC119a/b und PDES in
Zellen wurde durch ein FRET-FLIM-Experiment bestatigt, wobei  &hnliche
Bindungskonstanten (zelluléarer Kq; UNC119a: 938,2 + 35,9 nM; UNC119b: 144,1 £+ 9,45 nM;
PDES3: 708,2 + 105,9 nM) wie in vitro ermittelt wurden. Weiterhin konnte eine Delokalisation

von Src von der Plasmamembran in Endomembranen durch Fluoreszenzmikroskopie nach
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Behandlung von Zellen bestétigt werden. Wie erwartet zeigte eine Inhibition von UNC119
durch Deltauncin einen Effekt auf die Autohosphorylierung von Src und damit die Aktivitét
von Src. Darauf aufbauend wurde die Hypothese aufgestellt, dass Src Giberaktive und damit Src-
abhangige Zellen durch das Blockieren von UNC119 ein reduziertes Wachstum aufweisen
sollten. Es konnte eine dosisabhéngige, starke Reduktion von Kolonien im
Koloniebildungsassay gezeigt werden, wobei die Src-abhéngigen Zellinie MDA-MB-231 und
HT29 verwendet wurden. Neben der Koloniezahl wurden Sphéroide der HT29-Zellen als
Modell fir solide Tumoren untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, das Deltauncin
Spharoide aufbrechen kann.

Da Deltauncin zwei Chaperone inhibiert, wurde der Einfluss von Deltauncin auf das
Wachstum von KRAS-abhédngigen Panc-Tu-1-, HCT116- und MiaPaCa2-Zellen studiert und
eine Wachstumsreduktion beobachtet. Uberaschenderweise wurde auch ein Effekt in cellulo
auf die KRAS-unabhangigen Kontrollzelllinien BXPC3 und Panc-1 bemerkt. Dies steht im
Gegensatz zu einem UNC119-spezifischen Inhibitor, der keinen Effekt in keiner der Zelllinien
aufweist, bzw. PDES spezifischen Inhibitor, der das Wachstum nur in KRAS-abhangigen
Zellen unterdrickt. Um aber eine Verringerung des Wachstums zu erzielen, reichte eine
Inhibition von UNC119 allein nicht aus. Eine gemeinsame Gabe von UNC119- und PDES-
Inhibitor zeigte hingegen nur schwache Effekte. Damit muss der genaue Wirkmechanismus von
Deltauncin eingehender Uberpruft werden. In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal ein dualer
Inhibitor von UNC119 und PDES beschrieben, der das Wachstum von KRAS- und Src-

abhangigen Krebszelllinien reduziert.

Im zweiten Teilprojekt dieser Dissertation sollte eine Dipeptid-Substanzklasse (Abb. 5.2)
synthetisiert werden. Diese sollte als Verstarker der Proliferation und Differenzierung durch
den Hedgehog-Signalweg fungieren. Das Ziel war zundchst die erneute Synthese der Substanz
aus dem vorangegangenen Screening. Der Coaktivator von Purmorphamin stellte sich als
inaktiv im Hh-Signalweg heraus. Es wurde vermutet, dass das saure a-Proton racemisiert und
ein anderes Stereoisomer bioaktiv ist. Die Struktur wies drei Stereozentren auf, wobei zwel
davon durch den chiralen Pool von Aminosauren eingebaut werden konnten und ein chirales
Zentrum durch eine selektive Reduktion erhalten werden konnte. Basierend darauf wurden
zundchst die fehlenden drei cis-lsomere synthetisiert. Daneben wurden diverse Versuche
angestrebt, die fehlenden trans-Isomere zu erhalten, die aber durch asymmetrische Hydrierung
oder Substitutionen nicht realisiert werden konnten. Aufbauend auf einem anderen aktiven cis-

Isomer wurden anschlielend elf Verbindungen flr weitere Untersuchungen hergestellt. Die
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biologische Aktivitat konnte nicht reproduziert werden, da wahrscheinlich die Stereozentren im
Zellkontext leicht isomerisieren kdnnen. Somit eignet sich diese Substanzklasse fir diesen

Signalweg nicht und wurde deshalb nicht weiter verfolgt.

Im letzten Teil dieser Arbeit wurde eine neuartige Glycosylierungsreaktion durch die Ferrier-
Umlagerung entwickelt (Abb. 5.2). Dabei wurden triacetylierte Glucale mit Silyl-geschiitzten
Enolethern umgesetzt, um durch eine wenig beschriebene y-vinyloge Ferrier-Umlagerung
untypische C-glycosylierte Produkte zu erhalten. Nach Optimierung der Zn(OTf),-katalysierten
Umsetzung, konnten sieben verschiedene Glucale mit einem vinylogen TBS-geschitzten
Enoldioxinon umgesetzt werden. Auch ein Hochskalieren der Reaktion mit &hnlichen
Ausbeuten war erfolgreich. Trotz intensivem Testen und Ausschopfen verschiedener
Vorgehensweisen konnte keine o/B-Selektivitat beobachtet werden. Zusammenfassend wurde
hier erstmals eine robuste y-selektive, vinyloge C-Glykosylierung durch eine Ferrier-
Umlagerung beschrieben.

V)

(0]
o e 9
AgW
N HN " NH,
(@] H o

Cl

Deltauncin Hh-Coaktivator 14ab

0 0 0
AcO” | N 20 mol% Zn(OTf),  AcO” | \,/\
+ 000y _ - _ o)
AcO /L\/\ .Si 1,4-Dioxan AcO
OAc o j< 50 °C, 15h o

Optimierte Ferrier-Umlagerung

Abb. 5.2. Schematische Zusammenfassung der Dissertation.
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6. Summary

Cancer displays a missregulation of many processes in cells. The Src tyrosine kinase protein
family (SFKSs), with Src as its most prominent representative, are amplifiers of oncogenes and
are overactive and/or overexpressed in around 50% of colon, lung, breast, liver and pancreas
tumors. The emphasis of this thesis is the disruption of plasma membrane localization of Src
and therefore its activity by inhibition of the binding of Src to its shuttle protein UNC119 by
small molecule inhibitors. At first, a high-throughput screening for UNC119-inhibitors was
conducted in-house. An indoline-based scaffold was identified as a potent starting structure for
the inhibition of the SFK-chaperon. After synthesis of ca. 80 structurally related compounds
and the iterative improvement of the best structure, Deltauncin (Abb. 6.2) turned out to be the
most potent inhibitor of UNC119. Structure-activity relationship analysis showed that an N-3-
chlorobenzoyl substituted indoline part of the inhibitor was essential (Abb. 6.1). The

substitution pattern of the aromatic ring at the sulphonamide was variable.

homopiperazine
preferred

N N\ /7
\/ ~ //S
. o}
linker arrangement N

preferred
ttc))lelrat(_-:-s o alkylation
substitutions Cl blocks
activity

tolerates substitutions
m-chlorobenzyl
preferred

Abb. 6.1. Structure activity relationship of the most potent UNC119-inhibitor Deltauncin.

The hydrocarbon chain next to the sulphonamide should be long enough and must exhibit a
piperazine, at best a homopiperazine. Furthermore, Deltauncin showed excellent solubility
(229.2 pM) and was therefore suitable for further biological validation. Surprisingly,
Deltauncin exhibited a dual inhibition with high affinity of UNC119a (K4 = 23 + 3 nM) and
PDES (Kq =64 +7 nM). PDES is the chaperon of the protooncogenic RAS-subfamily. The
cellular binding of the substance to UNC119a/b and PDES was confirmed by a FRET-FLIM
experiment in cells and it was found similar binding constants (in-cell Kq; UNC119a:
938.2 £35.9nM; UNC119b: 144.1 +9.45nM; PDES: 708.2 +105.9 nM) like in vitro.
Consequently, the delocalisation of Src from the plasma membrane to endomembranes was

confirmed by fluorescence microscopy after the treatment of cells with Deltauncin. As
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expected, an inhibition of UNC119 by Deltauncin suppressed the autophosphorylation of Src
and thus its activity. Therefore, it was hypothesized that Src-dependent and therefore sensitive
cells should show a growth reduction upon blocking UNC119. A dose-dependent, strong
reduction of colonies was detected in a clonogenic assay utilizing the Src-dependent breast
cancer cell line MDA-MB-231 and the colon cancer cell line HT29. Besides the colony
formation, spheroids of HT29 cells as solid tumour model were studied. It was proven, that
Deltauncin can break up spheroids.

Deltauncin inhibits two chaperons, UNC119 and PDES. As expected, a growth reduction was
observed on KRAS-dependent Panc-Tu-1, HCT116 and MiaPaCa2 cells after treatment with
Deltauncin. Surprisingly, an additional reduction in growth was seen in the KRAS-independent
cell lines BXPC3 and Panc-1. This observation is contrary to the lack of influence of the
UNC119 specific inhibitor in KRAS-independent but Src-dependent cell lines and to the PDES-
specific inhibitor which suppresses the growth of KRAS-dependent cells only. In order to
achieve a reduction in growth, a single inhibition of UNC119 was not sufficient. Therefore,
combined treatment of cells with selective UNC119- and PDEg-inhibitors was performed.
However, an effect in the magnitude of Deltauncin cannot be observed. Concluding from that,
the exact mechanism of action of Deltauncin in cells has to be determined. Herein, an inhibitor
for both UNC119 and PDEo was described the first time that has suppressed growth in various

cancer cell lines.

In the second part of this dissertation, another glance should be taken on a dipeptide substance
class (Abb. 6.2) acting as an amplifier of proliferation and differentiation through the Hedgehog
signalling pathway. The goal was to resynthesize the substance of the preceding screen.
However, it proved to be inactive in the Hh signalling pathway most likely due to the acid a-
proton of the dipeptide, which might undergo racemization and one of the stereoisomer might
be the bioactive molecule in the Hh pathway. The compound displayed three stereogenic
centres, of which two were introduced by a chiral pool of amino acids and the other by selective
reduction. Based upon that, the missing three cis isomers were synthesized. After diverse
attempts, none of the four trans isomers could be obtained by either asymmetric hydrogenation
or substitution reaction. Based on another active cis isomer, eleven compounds were
synthesized for further studies. The biological activity proved to be not reproducible, most
probably because of isomerisation in cellulo. Therefore this compound class was not applicable

for this setup and was not followed up.
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The main focus of the third part was the development of novel glycosylation reactions by Ferrier
rearrangement (Abb. 6.2). Thereby, triacetylated glucals were treated with silyl protected enol
ethers in order to access atypical C-glycosylated products by rarely described y-vinylogous
Ferrier rearrangement. After optimization of the Zn(OTf),-catalyzed synthesis, seven different
glucals were reacted with a TBS protected enol dioxinone. An upscaling of the reaction was
also successful. Despite extensive tests and exhaustive pursue of different approaches, no o/f-
selectivity could be achieved. In summary, the first robust and upscalable vy-selective,

vinylogous C-glycosylation by a Ferrier rearrangement was described.

0]
\\/N\/\/N\S” 0
N HN N NH,
(0] H o

Deltauncin Hh-Coactivator 14ab

0 0 0
AcO | N 20 mol% Zn(OTf),  AcO” | \,/\
+ 99 Ny ~ 0
AcO AcO

/L\/\ _Si 1,4-Dioxan
OAc o j< 50 °C, 15h o

Optimized Ferrier Rearrangement

Abb. 6.2. Schematic summary of the dissertation.
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7. Experimenteller Teil

7.1 Chemischer Teil - Arbeitstechniken

Chemikalien und Losemittel

Die Chemikalien wurden von Sigma-Aldrich (Taufkirchen), AlfaAesar (Karlsruhe), VWR,
Acros (Darmstadt), Thermo Fisher Scientific (Nidderau), Merck (Darmstadt) und Bachem
(Bubendorf, Schweiz) und ohne weitere Aufreinigung, soweit nicht anders angegeben,
bezogen. Destilliertes Wasser wurde entweder aus dem hausinternen Verteilungssystem oder
aus einer Milli-Q Pod-Anlage (Millipore, Merck (Darmstadt)) entnommen. Inhibitoren fiir das
COMAS-Screening wurden von ChemDiv (San Diego, USA) bezogen. Losemittel wurden von
Thermo Fisher Scientific (Nidderau) erhalten. Trockene Ldsemittel wurden von Acros
(Nidderau) erstanden. NMR-L6semittel wurden von Deutero (Kastellaun) und Euroisotop
(Saarbriicken) erhalten.

Synthetisierte Substanzen

Reaktionen wurden unter einer trockenen Argonatmosphare in Glaskolben durch dreimaliges
Begasen/Evakuieren durchgefiihrt. Entgast/geldst wurde in einem Bandelin Sonorex RK102H
Ultraschallbad. Die Produkte wurden im Hochvakuum (3*10! mbar) fir mindestens 16 h
getrocknet. In den Fallen von Harzen/niedrigsiedenden Olen wurde die Substanz
gefriergetrocknet: in fliissigen Stickstoff getaucht und evakuiert bis zur Blasenbildung. Dieser
Prozess wurde dreimal wiederholt. Alle Substanzen wurden bei -30 °C gelagert. Alle
Inhibitoren wurde mit *H-NMR, HPLC/MS und HRMS und falls es die Menge zulieR, mit
13C-NMR charakterisiert. Literaturbekannte Substanzen und Stoffe, die von anderen
synthetisierten Substanz abstammen wurden zumindest mit *H-NMR charakterisiert bzw. direkt
im néchsten Schritt verwendet. Der UNC-spezifische Inhibitor 11 wurde von ChemDiv (San
Diego, USA) erhalten. Die Optimierung der Ferrier-Umlagerung aus Kapitel 4.3.1. (Tab. 4.1-
Tab. 4.3) und die Synthesen der Produkte (Tab. 4.4) wurden in Kooperation mit Dr. Chuanjie
Loh am MPI Dortmund durchgefihrt und charakterisiert. TIPS-geschutztes Dienolat 36j (Tab.
4.5, Eintrag 8) wurde von Huei-Ru Wu am MPI Dortmund und BARF-Katalysator 50 und
NaBARF 51 (Tab. 4.7, Abb. 4.12), von Dr. Chunfa Xu am MPI Dortmund synthetisiert und

dankend erhalten.
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Dunnschichtchromatographie und Farbung

Dinnschichtchromatographie (DC) Platten, Polygram Sil G/UV 254 wurden von
MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG (Durren) erhalten und wurden fiir die Detektion des
Reaktions-/Aufreinigungsprozesses verwendet. Im Falle der Glucalderivate wurde mit einer
KMnOg4-Ldsung angeféarbt (Zusammensetzung: 9 g KMnOs, 60 g K2COz, 15 ml 5 %ige
waéssrige NaOH, 900 ml dest. H20).

Aufreinigung

Die Substanzen wurden Uber trockengepackte Silica-Sdulen aufgereinigt. Das Silica Gel 60
(0,04-0,063 mm) wurde von Sigma-Aldrich bezogen. Das (un-)verdiinnte Produkt wurde
entweder direkt oder auf Silica aufgezogen aufgetragen. Die Endprodukte (Inhibitoren und
Coaktivatoren) wurden tber eine C18 oder C4 Umkehrphasenséule (klein: 125x10 mm; groR:
125x21 mm) in einer Agilent HPLC (1100 Serie) oder einer Waters HPLC aufgereinigt
(Flussrate: 1,0 ml/min bzw. 2,0 ml/min bei kleiner bzw. groRer Saule, Zeit: 35 min, 0,1 % TFA
in H20 und 0,1 % TFA in Acetonitril). Zuvor wurden diese (iber einen Chromafil PET-45/15
MS HPLC-Filter (0,45 uM, MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG (Durren)) filtriert.

NMR

Kernspinresonanzmessungen wurde in folgenden Maschinen gemessen:

400 MHz: Bruker AV 400 Avance Il HD NanoBay

500 MHz: Bruker AV 500 Avance Il HD (Prodigy), Agilent Technologies DD2
600 MHz: Bruker AV 600 Avance 111 HD (CryoProbe)

700 MHz: Bruker AV 700 Avance 111 HD (CryoProbe)

Spektren wurden bei Raumtemperatur aufgenommen. Kalibriert wurde Uber interne, deuterierte

Ldsemittel.

Analytische HPLC/MS

Analytische HPLC-MS Chromatogramme wurden von einer Agilent HPLC (1100 Serie) mit
einer Umkehrphasen-Séule (C4 oder C18 - 5 um, 250x4,6 mm) ausgestattet mit einem Finigan
LCQ ESI Spektrometer und einem UV/VIS Detektor (Flussrate: 1,0 ml/min, Zeit: 15 min,
0,1 % HCOOH in H20 und 0,1 % HCOOH in MeCN).
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HRMS

HRMS-Spektren wurden an einer Thermo Orbitrap, welche ESI verwendete, gemessen, die an
ein Thermo Accela HPLC System (Saule: Hypersyl GOLD, 50 mm x 1 mm, PartikelgroRe:
1,9 um) gekoppelt war.

Polarimeter

In einem Schmidt+Hansch Polaritronic HH8 Polarimeter wurde in 1 ml in angegebener
Konzentration und LoOsemittel bei 589 nm polarisiertem Licht die Polarisation dreimal
gemessen und der Mittelwert zu Bestimmung der Polarisation verwendet. Kivettenléange:

10 cm, Konzentration ¢ in g/100 ml.
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7.1.1 Synthese der UNC119 Inhibitoren

Synthese der acetylierten Indole 5a-n (allgemeine VVorschrift 1a) 192

Das Indolin-Derivat 4a, b wurde zusammen mit 3 eq. TEA und einer Spatelspitze DMAP in
DCM (15 ml) gelost. 1,2 eq. Carbonylchlorid wurde langsam unter Rihren hinzugegeben und
uber Nacht gerlhrt. Die Reaktion wurde in 50 ml 10 %iger wassriger NaOH gegeben und die
wassrige Phase dreimal mit 50 ml DCM extrahiert. Die organische Phase wurde tiber MgSO4
bzw. NaSOs4 getrocknet. Es wurde anschlieBend im angegebenen LOsemittel Uber eine
Silicasdule getrennt oder das Rohprodukt im n&chsten Schritt verwendet.

O - v 2w (I
Nt RC ———— N

N DCM \
RT, G.N. R
4a-b 5a-n

Abb. 7.1. Generelles Reaktionsschema der allgemeinen Vorschrift la fiir die Synthese der acetylierten
Indole. ¥2 R = Benzoyl (5a), Benzoyl (2-Methylindolin, 5b), 4-(Trifluormethyl)benzoyl (5c), 4-Chlorbenzoyl
(5d), 3-Chlorbenzoyl (5e), 4-Chlorbenzoyl (5f), 3,4-Dichlorbenzoyl (5g), 3,5-Dichlorbenzoyl (5h), 3-
Brombenzoyl (5i), Nicotinoyl (5j), Acetyl (5k), Acetyl (2-Methylindolin, 5I), Cyclopropanoyl (5m),
Cyclohexanoyl (5n).

N-Benzoylindolin (5a)

©\/> TEA, DMAP C :N
" bem o
RT, G.N.

4a b5a

Allgemeine Vorschrift la wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:

Indolin 4a (0,60 g; 5,04 mmol), Benzoylchlorid (1,06 g; 0,88 ml; 7,55 mmol) und TEA (1,06 g;
0,88 ml; 7,55 mmol). Es wurde tber Silica (PE : E 2 : 1) getrennt.

Aussehen:  gelber Feststoff

Ausbeute: 1,12 g (5,04 mmol) — quant.

R+-Wert: 0,09 (Silica, PE: E3:1)

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

8 [ppm] = 7,60 — 7,39 (m, 5H); 7,21 (d, J = 7,5 Hz, 1H); 7,01 (bs, 1H); 4,07 (bs, 2H): 3,11 (t,
J=8,3 Hz, 2H).
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N-Benzoyl-2-methylindolin (5b)

DCM
RT, G.N.

4b 5b

Allgemeine Vorschrift la wurde mit folgenden Edukten durchgefhrt:

2-Methylindolin 4b (0,50 g; 0,49 ml; 3,75 mmol), Benzoylchlorid (0,65 g; 0,53 ml; 4,60 mmol)
und TEA (1,14 g; 1,56 ml; 16,78 mmol). Das Rohprodukt wurde nicht gereinigt.

Aussehen:  braunes Ol

Ausbeute: 0,89 g (3,75 mmol) — quant.

'H-NMR: (500 MHz, CDCls):

8 [ppm] = 8,18 — 8,06 (m, 1H); 7,43 (d, J = 7,2 Hz, 5H); 7,20 (d, J = 7,3 Hz, 1H); 7,05 — 6,93
(m, 2H); 4,74 (s, 1H); 3,44 — 3,36 (m, 1H); 2,63 (d, J = 15,7 Hz, 1H); 1,23 (d, J = 7,1 Hz, 3H).

N-(4-(Trifluoromethyl)benzoyl)indolin (5c)

. I
TEA, DMAP
+ Cl —  » (@]
N DCM
FsC RT, .N.
FsC
4a 5c

Allgemeine Vorschrift la wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:

Indolin 4a (1,00 g; 0,94 ml; 8,39 mmol), 4-(Trifluormethyl)benzoylchlorid (2,63 g; 1,88 ml;
12,59 mmol) und TEA (4,25 g; 5,90 ml; 41,96 mmol). Es wurde uber Silica (PE: E 2:1)
getrennt.

Aussehen:  gelber Feststoff

Ausbeute: 2,32 g (7,98 mmol) — 95 %.

R+-Wert: 0,23 (Silica, PE: E 7 :1)

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

o [ppm] = 8,21 (bs, 1H); 7,69 (dd, J =18,9; 8,3 Hz, 4H); 7,23 (d, J = 8,6 Hz, 2H); 7,05 (bs,
1H); 4,02 (bs, 2H); 3,14 (t, J = 8,1 Hz, 2H).
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N-(4-Chlorbenzoyl)indolin (5d)

. Co
TEA, DMAP
(j\/> + cl ———— o)
T
C

RT, G.N.

4a 5d
Allgemeine Vorschrift la wurde mit folgenden Edukten durchgeflhrt:
Indolin 4a (1,00 g; 0,94 ml; 8,39 mmol), 4-Chlorbenzoylchlorid (2,20 g; 1,61 ml; 12,59 mmol)
und TEA (4,25 g; 5,90 ml; 25,18 mmol). Es wurde Uber Silica (PE : E 7 : 1) getrennt.
Aussehen:  gelber Feststoff
Ausbeute: 2,16 g (8,39 mmol) — quant.
Re-Wert: 0,18 (Silica, PE:E 7:1)
IH-NMR: (500 MHz, CDCls):
d [ppm] = 8,09 — 8,04 (m, 1H); 7,55—7,38 (m, 4H); 7,21 (d, J = 7,6 Hz, 6H); 7,02 (bs, 1H);
4,06 (s, 2H); 3,12 (t, J = 8,2 Hz, 2H).

N-(3-Chlorbenzoyl)indolin (5e)

0 ©j§
N
@ o TEA DWAT
+ - o
N
H

DCM

RT, i.N.
cl U

Cl
4a 5e

Allgemeine Vorschrift la wurde mit folgenden Edukten durchgefthrt:

Indolin 4a (1,00 g; 0,94 ml; 8,39 mmol), 3-Chlorbenzoylchlorid (1,71 g; 1,25 ml; 9,78 mmol)
und TEA (2,70 g; 3,75 ml; 25,18 mmol). Das Rohprodukt wurde nicht gereinigt.

Aussehen:  braun-weier Feststoff

Ausbeute: 2,29 g (8,90 mmol) — quant.

R+-Wert: 0,38 (Silica, PE: E6:1)

'H-NMR: (500 MHz, CDCls):

o [ppm] = 8,22 (bs, 1H); 7,57 (s, 1H); 7,50 — 7,39 (m, 3H); 7,25 (d, J =7,3 Hz, 1H); 7,08 (s,
1H); 4,09 (s, 2H); 3,16 (t, J = 8,3 Hz, 9H).
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N-(2-Chlorbenzoyl)indolin (5f)

TEA DMAP ©\/’\>
RT, U.N.

Cl

4a 5f

Allgemeine Vorschrift la wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:

Indolin 4a (1,00 g; 0,94 ml; 8,39 mmol), 2-Chlorbenzoylchlorid (1,71 g; 1,24 ml; 9,78 mmol)
und TEA (2,70 g; 3,75 ml; 25,18 mmol). Das Rohprodukt wurde nicht gereinigt.

Aussehen:  braun-weifer Feststoff

Ausbeute: 2,29 g (8,90 mmol) — quant.

Re-Wert: 0,29 (Silica, PE:E6:1)

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

& [ppm] = 8,35 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 7,49 — 7,33 (m, 4H); 7,21 (d, J = 7,2 Hz, 1H); 7,13 — 7,03
(m, 1H); 6,94 — 6,78 (m, 1H); 3,80 (bs, 2H); 3,13 (t, J = 8,4 Hz, 2H).

N-(3,4-Dichlorbenzoyl)indolin (5g)
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Allgemeine Vorschrift la wurde mit folgenden Edukten durchgefuhrt:
Indolin 4a (1,00 g; 0,94 ml; 8,39 mmol), 3,4-Chlorbenzoylchlorid (2,64 g; 12,59 mmol) und
TEA (4,25 g; 5,90 ml; 25,18 mmol). Es wurde Uber Silica (PE : E 7 : 1) getrennt.
Aussehen:  kanariengelber Feststoff
Ausbeute: 2,23 g (7,65 mmol) — 91 %
Rs-Wert: 0,21 (Silica, PE:E7:1)
'H-NMR: (500 MHz, CDCls):
d [ppm] = 8,08 (bs, 1H); 7,59 (d, J = 1,9 Hz, 1H); 7,46 (d, J = 8,2 Hz, 1H); 7,33 (dd, J = 8,2;
1,9 Hz, 1H); 7,16 (d, J=7,5Hz, 1H); 7,08 (s, 1H); 6,98 (s, 1H); 4,00 (bs, 2H); 3,07 (t,
J =8,2 Hz, 2H).
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N-(3,5-Dichlorbenzoyl)indolin (5h)
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Allgemeine Vorschrift la wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:
Indolin 4a (1,06 g; 1,00 ml; 8,92 mmol), 3,5-Dichlorbenzoylchlorid (2,06 g; 1,45 ml;
9,81 mmol) und TEA (2,71 g; 3,76 ml; 26,76 mmol). Das Rohprodukt wurde nicht gereinigt.
Aussehen:  gelb-weiler Feststoff
Ausbeute: 2,60 g (8,90 mmol) — quant.
IH-NMR: (500 MHz, CDCls):
d [ppm] =8,16 (bs, 1H); 7,50 (s, 1H); 7,45 (d, J=1,8 Hz, 2H); 7,26 (bs, 1H); 7,26 (d,
J=7,5Hz, 1H); 7,10 (bs, 1H); 4,07 (s, 2H); 3,18 (t, J = 8,2 Hz, 2H).

N-(3-Bromobenzoyl)indolin (5i)
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Allgemeine Vorschrift la wurde mit folgenden Edukten durchgefthrt:

Indolin 4a (1,06 g; 1,00ml; 8,92 mmol), 3-Bromobenzoylchlorid (2,35¢g; 1,41ml;
10,70 mmol) und TEA (2,71 g; 3,76 ml; 26,76 mmol). Das Rohprodukt wurde nicht gereinigt.
Aussehen:  oranger Feststoff

Ausbeute: 2,70 g (8,92 mmol) — quant.

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

d [ppm] = 8,20 (s, 1H); 7,73 - 7,71 (m, 1H); 7,64 (d, J = 7,9 Hz, 1H); 7,50 (d, J = 7,6 Hz, 1H);
7,36 (t,J =7,8 Hz, 1H); 7,25 (d, J = 7,5 Hz, 1H); 7,22 (bs, 1H); 7,07 (s, 1H); 4,08 (s, 2H); 3,16
(t, J=8,2 Hz, 2H).
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N-Nicotinoylindolin (5j)
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Allgemeine Vorschrift la wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:

Indolin 4a (1,06 g; 1,00 ml; 8,92 mmol), Nicotinoylchlorid Hydrochlorid (1,91 g; 10,70 mmol)
und TEA (2,71 g; 3,76 ml; 26,76 mmol). Das Rohprodukt wurde nicht gereinigt.

Aussehen:  brauner Feststoff

Ausbeute: 2,00 g (8,92 mmol) — quant.

Rs-Wert: 0,35 (Silica, PE:E5:1)

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

d [ppm] = 8,85 (s, 1H); 8,75 (d, J = 3,6 Hz, 1H); 8,24 (bs, 1H); 7,92 (d, J = 7,8 Hz, 1H); 7,43
(ddd, J=7,8, 4,9, 0,8 Hz, 1H); 7,38 — 7,29 (bs, 1H); 7,26 (d, J =7,5 Hz, 2H); 7,09 (bs, 1H);
4,12 (s, 2H); 3,18 (t, J = 8,2 Hz, 2H).

N-Acetylindolin (5k)

+ — > N
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Allgemeine Vorschrift la wurde mit folgenden Edukten durchgefthrt:

Indolin 4a (1,00 g; 0,94 ml; 8,39 mmol), Acetylchlorid (0,79 g; 0,59 ml; 9,23 mmol) und TEA
(1,70 g; 2,33 ml; 16,78 mmol). Es wurde Uber Silica (PE : E 5 : 2) getrennt.

Aussehen:  braun-weife Kristalle

Ausbeute: 1,35 g (8,39 mmol) — quant.

Re-Wert: 0,39 (Silica, PE: E3:1)

'H-NMR: (500 MHz, CDCls):

d [ppm] = 8,20 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 7,17 (d, J = 7,7 Hz, 1H); 7,00 (s, 1H); 4,05 (t, J = 8,5 Hz,
2H); 3,19 (t, J = 8,5 Hz, 2H).
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N-Acetyl-2-methylindolin (5I)
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Allgemeine Vorschrift la wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:
2-Methylindolin 4b (0,50 g; 0,49 ml; 3,75 mmol), Acetylchlorid (0,33 g; 0,30 ml; 4,14 mmol)
und TEA (1,14 g; 1,56 ml; 16,78 mmol). Das Rohprodukt wurde nicht gereinigt.
Aussehen:  braunes Ol
Ausbeute: 0,59 g (3,38 mmol) — 90 %.
Re-Wert: 0,33 (Silica, PE: E3:1)
'H-NMR: (500 MHz, CDCls):
8 [ppm] = 8,15 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 7,20 (t, J = 7,8 Hz, 2H); 7,01 (dd, J = 11,5; 4,1 Hz, 1H);
4,52 — 4,39 (m, 1H); 3,41 (dd, J = 16,4; 8,8 Hz, 1H); 2,65 (d, J = 15,5 Hz, 1H); 2,28 (s, 3H);
1,28 (t, J = 9,8 Hz, 3H).

N-(Cyclopropancarbonyl)indolin (5m)
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Allgemeine Vorschrift la wurde mit folgenden Edukten durchgefthrt:

Indolin 4a (1,07 g; 1,00 ml; 8,97 mmol), Cyclopropancarbonylchlorid (1,03 g; 0,90 ml;
9,87 mmol) und TEA (2,72 g; 3,73 ml; 26,91 mmol). Das Rohprodukt wurde nicht gereinigt.
Aussehen:  brauner Feststoff

Ausbeute: 1,68 g (8,97 mmol) — quant.

R+-Wert: 0,27 (Silica, PE:E6:1)

'H-NMR: (500 MHz, CDCls):

o [ppm] = 8,20 (s, 1H); 7,20 (t, J=7,6 Hz, 2H); 7,02 (t, J = 7,4 Hz, 1H); 4,30 (bs, 2H); 3,25
(bs, 2H); 1,78 (s, 1H); 1,16 (s, 2H); 0,91 (d, J = 4,7 Hz, 2H).
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N-(Cyclohexancarbonyl)indolin (5n)
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Allgemeine Vorschrift la wurde mit folgenden Edukten durchgeflhrt:
Indolin 4a (1,07 g; 1,00 ml; 8,97 mmol), Cyclohexylancarbonylchlorid (1,45 g; 1,32 ml;
9,87 mmol) und TEA (2,72 g; 3,73 ml; 26,91 mmol). Das Rohprodukt wurde nicht gereinigt.
Aussehen:  hell braun-weiler Feststoff
Ausbeute: 1,64 g (7,13 mmol) — 79 %
Re-Wert: 0,52 (Silica, PE: E6:1)
IH-NMR: (500 MHz, CDCls):
§[ppm] =8,29 (d, J=7,7Hz, 1H); 7,21 (t, J=7,9Hz, 2H); 7,02 (t, J=7,2Hz, 1H);
4,18 — 4,13 (t, 2H); 3,22 (t, J = 8,1 Hz, 2H); 2,49 (t, J = 11,2 Hz, 1H); 1,88 (d, J = 8,7 Hz, 3H);
1,75 (d, J=4,1 Hz, 1H); 1,67 — 1,58 (m, 4H); 1,34 (s, 3H).
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Synthese der alkylierten Indole 50-u (allgemeine VVorschrift 1b)

Das Indolin-Derivat 4a-d wurde zusammen mit 3 eq. NaH (60 %ige Dispersion in Mineral6l)
in 15 ml trockenem DMF bei Argonatmosphare geldst und mit 1,5 eq. Alkylhalogenid versetzt.
Die Losung wurde fir 8 h bei 100 °C geriihrt. Die Reaktion wurde anschliefend auf
Raumtemperatur gebracht. Die Mischung wurde in 50 ml 10 %iger wassriger NaOH gegeben
und die wassrige Phase dreimal mit 50 ml DCM extrahiert. Die organische Phase wurde uber
MgSO4 bzw. Na2SO4 getrocknet. Es wurde anschlieBend im angegebenen Losemittel Gber eine

Silicasaule getrennt.

()\/> R—| NaH ©\/§

+ — —
N N
H I\?

DMF
100°C, 8 h
4a-d 50-u

Abb. 7.2. Generelles Reaktionsschema der allgemeinen Vorschrift Ib fir die Synthese der alkylierten Indole.

R = Methyl (50), Ethyl (5p), Isopropyl (5q), Isopropyl (2-Methylindolin, 5r), Isopropyl (Isatin, 5s), Isopropyl
(Benzimidazol, 5t), 1-Propyl (Benzimidazol, 5u).

N-Methylindolin (50)

N T N
H \

DMF
100°C, 8 h

4a 50
Allgemeine Vorschrift Ib wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:
Indolin 4a (1,07 g; 1,00 ml; 8,97 mmol), Methyliodid (1,66 g; 0,73 ml; 11,66 mmol) und NaH,
60 %ige Dispersion in Mineral6l (301,39 mg; 12,56 mmol). Es wurde Gber Silica (PE : E
100:1-PE:E8:1)getrennt.
Aussehen:  griin-braunes Ol
Ausbeute: 904,00 mg (6,79 mmol) — 76 %
Rs-Wert: 0,74 (Silica, PE:E8:1)
'H-NMR: (500 MHz, CDCls):
o [ppm] =7,15-7,10 (m, 2H); 6,72 (t, J=7,4 Hz, 1H); 6,55 (d, J =8,1 Hz, 1H); 3,34 (t,
J =8,1Hz, 2H); 2,99 (t, J = 8,1 Hz, 2H); 2,80 (s, 3H).
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N-Ethylindolin (5p)

PRPEN %Qﬁ
H DMF

100°C, 8 h
4a 5p

Allgemeine Vorschrift Ib wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:

Indolin 4a (1,07 g; 1,00 ml; 8,97 mmol), Ethyliodid (1,82 g; 0,94 ml; 11,66 mmol) und NaH,
60 %ige Dispersion in Mineral6l (301,39 mg; 12,56 mmol). Es wurde Uber Silica (PE : E
100:1-8: 1) getrennt.

Aussehen:  griin-braunes Ol

Ausbeute: 484,00 mg (3,29 mmol) — 37 %

Rs-Wert: 0,70 (Silica, PE: E8:1)

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

d [ppm] = 7,10 (t, J = 8,2 Hz, 2H); 6,69 (t, J = 7,3 Hz, 1H); 6,53 (d, J = 7,7 Hz, 1H); 3,37 (t,
J=8,2 Hz, 2H); 3,18 (qui, J = 7,2 Hz, 2H); 2,99 (t, J = 8,2 Hz, 2H); 1,23 (t, J = 7,2 Hz, 3H).

N-(2-Propyl)indolin (5q)

@QATCO

100°C, 8 h
4a 5q

Allgemeine Vorschrift Ib wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:

Indolin 4a (1,07 g; 1,00 ml; 8,97 mmol), 2-Propyliodid (2,38 g; 1,40 ml; 13,99 mmol) und
NaH, 60 %ige Dispersion in Mineraldl (0,65 g; 26,91 mmol). Es wurde tber Silica (PE : E
100 : 1) getrennt.

Aussehen:  braunliches Ol

Ausbeute: 666,00 mg (4,13 mmol) — 46 %

Rs-Wert: 0,32 (Silica, PE : E 100: 1)

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

o [ppm] = 7,09 (d, J = 4,7 Hz, 2H); 6,65 (s, 1H); 6,48 (s, 1H); 3,86 (hept, J = 6,6 Hz, 1H); 3,38
(t, J=8,1 Hz, 2H); 2,97 (t, J = 8,3 Hz, 2H); 1,19 (d, J = 6,6 Hz, 6H).
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N-(2-Propyl)-2-methylindolin (5r)
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Allgemeine Vorschrift Ib wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:
2-Methylindolin 4b (1,02 g; 1,00 ml; 7,68 mmol), 2-Propyliodid (1,70 g; 1,00 ml; 10,02 mmol)
und NaH, 60 %ige Dispersion in Mineral6l (553,74 mg; 23,07 mmol). Es wurde tber Silica
(PE : E5:1) getrennt.
Aussehen:  braunes Ol
Ausbeute: 861,00 mg (2,81 mmol) — 64 %
IH-NMR: (500 MHz, CDCls):
d [ppm] = 7,04 (s, 2H); 6,60 (bs, 1H); 6,50 (bs, 1H); 3,86 (d, J = 5,3 Hz, 1H); 3,70 (dt, J = 13,0,
6,5 Hz, 1H); 3,28 — 3,15 (m, 1H); 2,64 — 2,54 (m, 1H); 1,28 (dd, J = 14,5, 6,9 Hz, 9H).

N-(2-Propyl)isatin (5s)

o 0
| NaH ©j/g:o
H 100°C, 8 h )\
4c 5s

Allgemeine Vorschrift Ib wurde mit folgenden Edukten durchgefuhrt:
Isatin 4c (2,00 g; 13,59 mmol), 2-Propyliodid (3,41 g; 2,00 ml; 20,04 mmol) und NaH, 60 %ige
Dispersion in Mineral6l (980,00 mg; 40,84 mmol). Es wurde Uber Silica (PE : E5 : 1) getrennt.
Aussehen:  orange-brauner Feststoff
Ausbeute: 532,00 mg (2,81 mmol) — 21 %
Rs-Wert: 0,18 (Silica, PE:E5:1)
'H-NMR: (500 MHz, CDCls):
o [ppm] =7,64 (d, J=7,4 Hz, 1H); 7,59 (dd, J=11,4; 4,3 Hz, 1H); 7,12 (t, J=7,5 Hz, 1H);
7,05 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 4,56 (hept, J = 7,0 Hz, 1H); 1,55 (d, J = 7,0 Hz, 6H).
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N-(2-Propyl)benzimidazol (5t)
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Allgemeine Vorschrift Ib wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:
Benzimidazol 4d (1,00 g; 8,46 mmol), 2- Propyliodid (2,16 g; 1,27 ml; 12,70 mmol) und NaH,
60 %ige Dispersion in Mineraldl (609,41 mg; 25,39 mmol). Es wurde Uber Silica (DCM - E)
getrennt.
Aussehen:  oranges Ol
Ausbeute: 1,27 g (7,94 mmol) — 94 %
IH-NMR: (500 MHz, CDCls):
d [ppm] = 8,04 (s, 1H); 7,87 — 7,82 (m, 1H); 7,46 (d, J = 7,0 Hz, 1H); 7,32 (dt, J = 6,3; 4,3 Hz,
2H); 4,72 — 4,62 (m, 1H); 1,66 (d, J = 6,8 Hz, 6H).

N-(1-Propyl)benzimidazol (5u)
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Allgemeine Vorschrift Ib wurde mit folgenden Edukten durchgefuhrt:
Benzimidazol 4d (1,00 g; 8,46 mmol), Butyliodid (2,21 g; 1,27 ml; 13,00 mmol) und NaH,
60 %ige Dispersion in Mineral6l (609,41 mg; 25,39 mmol). Es wurde Uber Silica (E mit 0,1 %
TEA) getrennt.
Aussehen:  braunes Ol
Ausbeute: 1,07 g (6,66 mmol) — 79 %
'H-NMR: (500 MHz, CDCls):
8 [ppm] = 7,94 (s, 1H); 7,71 (d, J = 7,2 Hz, 1H); 7,39 (d, J = 7,3 Hz, 1H); 7,31 — 7,24 (m, 3H),
4,13 (t, J=7,1 Hz, 2H); 3,38 (s, 2H); 1,93 — 1,85 (m, 2H); 0,92 (t, J = 7,4 Hz, 3H).
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Synthese der Indolin-5-Sulfonylchloride 6a-v (allgemeine Vorschrift 11) 103

Das N-derivatisierte Indolin 5a-u wurde bei 0 °C langsam mit 10 ml Chlorsulfonsaure versetzt.
Die Reaktion wurde bei 70 °C fiir die angegebene Zeit geriihrt. Die Losung wurde langsam in
200 ml Eiswasser pipettiert und 100 ml DCM hinzugegeben. Nach Abtrennen der organischen
Phase wurde die wéssrige Phase zweimal mit jeweils 100 ml DCM extrahiert. Es wurde tber

MgSOs bzw. Na;SOs getrocknet. Das reine Produkt wurde ohne weitere Aufreinigung
verwendet.

5a-u 6a-v
4a

Abb. 7.3. Generelles Reaktionsschema der allgemeinen Vorschrift Il fir die Synthese der Indolin-5-
Sulfonchloride. % R =Benzoyl (6a), Benzoyl (2-Methylindolin, 6b), 4-(Trifluormethyl)benzoyl (6c), 4-
Chlorbenzoyl (6d), 3-Chlorbenzoyl (6¢), , 4-Chlorbenzoyl (6f), 3,4-Dichlorbenzoyl (6g), 3,5-Dichlorbenzoyl (6h),
3-Brombenzoyl (6i), Nicotinoyl (6]), Acetyl (6k), Acetyl (2-Methylindolin, 6l),Cyclopropanoyl (6m),
Cyclohexanoyl (6n), H (60), Ethyl (6p), Isopropyl (6q), Isopropyl (2-Methylindolin, 6r), Isopropyl (Isatin, 6s),
Isopropyl (Benzimidazol, 6t), 1-Propyl (Benzimidazol, 6u), Methyl (6v).
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N-Benzoylindolin-5-sulfonylchlorid (6a)

Allgemeine Vorschrift 11 wurde mit 1-Benzoylindolin 5a (1,12 g; 5,03 mmol) durchgefiihrt
sowie 5 h bei 70 °C geruhrt.

Aussehen:  schwarzer Feststoff

Ausbeute: 1,62 g (5,03 mmol) — quant.

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

d [ppm] = 8,80 (s, 1H); 8,51 — 8,48 (m, 1H); 8,31 (ddd, J=28,0; 1,9; 1,1 Hz, 1H); 8,15 (dd,
J=8,3; 1,2 Hz, 1H); 7,88 (s, 1H); 7,81 (t, J = 7,9 Hz, 1H); 7,59 (d, J = 1,6 Hz, 1H); 7,52 (s,
1H); 4,23 (t, J = 8,5 Hz, 2H); 3,27 (t, J = 8,5 Hz, 2H).

N-Benzoyl-2-methylindolin-5-sulfonylchlorid (6b)

Allgemeine Vorschrift 11 wurde mit 1-Benzoyl-2-methylindolin 5b (1,03 g; 4,35 mmol)
durchgeftihrt sowie 4 h bei 70 °C geruhrt.

Aussehen:  zahviskoses, braunes Ol

Ausbeute: 1,06 g (3,15 mmol) — 73 %

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

d [ppm] =8,79 (t, J=1,6 Hz, 1H); 8,52 - 8,47 (m, 1H); 8,31 (ddd, J =8,0; 1,9; 1,1 Hz, 1H);
8,17 — 8,12 (m, 1H); 7,88 (s, 1H); 7,81 (t, J = 7,9 Hz, 2H); 7,68 — 7,63 (m, 1H); 4,91 — 4,82 (m,
1H); 3,53 (dd, J = 16,2; 9,0 Hz, 1H); 2,82 (dd, J = 16,2; 1,6 Hz, 1H); 1,29 (d, J = 6,4 Hz, 3H).
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N-(4-(Trifluoromethyl)benzoyl)indolin-5-sulfonylchlorid (6c)
0

oy
AOW
N
0 N

F3C

Allgemeine Vorschrift Il wurde mit 1-(4-(Trifluoromethyl)benzoyl)indolin 5c¢ (1,47 g;
5,03 mmol) durchgefiihrt sowie 5 h bei 70 °C gerihrt.

Aussehen:  braun-weier Feststoff

Ausbeute: 1,96 g (5,03 mmol) — quant.

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

§ [ppm] = 7,89 (d, J = 13,5 Hz, 1H); 7,81 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,79 7,71 (m, 2H); 7,68 (d,
J=8,0 Hz, 2H); 7,42 (d, J = 8,2 Hz, 1H); 4,15 (t, J = 8,5 Hz, 2H); 3,26 (t, J = 8,5 Hz, 2H).

N-(4-Chlorbenzoyl)indolin-5-sulfonylchlorid (6d)

Allgemeine Vorschrift Il wurde mit 1-(4-Chlorbenzoyl)indolin 5d (2,17 g; 8,40 mmol)
durchgefihrt sowie 5 h bei 70 °C geruhrt.

Aussehen:  braun-weier Feststoff

Ausbeute: 2,71 g (5,03 mmol) — 91 %

'H-NMR: (500 MHz, CDCls):

§ [ppm] = 8,02 (d, J=8,7 Hz, 1H); 7,86 (t, J=4,5Hz, 2H); 7,55 7,41 (m, 4H); 4,18 (t,
J =8,5Hz, 2H); 3,24 (t, J = 8,5 Hz, 2H).
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N-(3-Chlorbenzoyl)indolin-5-sulfonylchlorid (6e)
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Allgemeine Vorschrift Il wurde mit 1-(3-Chlorbenzoyl)indolin 5e (2,46 g; 9,55 mmol)
durchgefuhrt sowie 4 h bei 70 °C geruhrt.

Aussehen:  weiB-brauner Feststoff

Ausbeute: 3,10 g (8,71 mmol) — 91 %

'H-NMR: (500 MHz, CDCly):

d [ppm] =8,21-7,76 (m, 3H); 7,63-7,55 (m, 2H); 7,50 (d, J=5,1Hz, 2H); 4,18 (t,
J=8,5Hz, 2H); 3,28 (t, J = 8,5 Hz, 2H).

13C-NMR: (125 MHz, CDCly):

d [ppm] = 168,49; 149,19; 139,10; 137,99; 135,15; 134,85; 131,40; 130,66; 128,24; 127,58;
125,57; 124,23; 117,20; 51,67; 28,05.

N-(2-Chlorbenzoyl)indolin-5-sulfonylchlorid (6f)

Allgemeine Vorschrift Il wurde mit 1-(2-Chlorbenzoyl)indolin 5f (2,35g; 9,13 mmol)
durchgeftihrt sowie 4 h bei 70 °C geruhrt.

Aussehen:  weil3-brauner Feststoff

Ausbeute: 2,94 g (8,25 mmol) — 90 %

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

d [ppm] =8,52 (d, J = 6,9 Hz, 1H); 7,97 (d, J = 8,7 Hz, 1H); 7,85 (s, 1H); 7,43 (d, J = 19,7 Hz,
4H); 3,94 (bs, 2H); 3,25 (t, J = 8,8 Hz, 2H).
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N-(3,4-Dichlorbenzoyl)indolin-5-sulfonylchlorid (6g)

59 69

Allgemeine Vorschrift 11 wurde mit 1-(3,4-Dichlorbenzoyl)indolin 5g (2,24 g; 7,65 mmol)
durchgefuhrt sowie 5 h bei 70 °C geruhrt.

Aussehen:  brauner Feststoff

Ausbeute: 2,82 g (7,21 mmol) — 94 %

'H-NMR: (500 MHz, CDCls):

3 [ppm] =7,91-7,85 (m, 2H); 7,67 (t, J=2,0 Hz, 1H); 7,57 (d, J =8,2 Hz, 1H); 7,41 (dd,
J=8,2; 2,0 Hz, 1H); 4,17 (t, J = 8,5 Hz, 2H); 3,26 (t, J = 8,1 Hz, 2H).

1-(3,5-Dichlorbenzoyl)indolin, 5-sulfonylchlorid (6h)

Cl o 70°C,4 h

Cl
Cl

5h 6h
Allgemeine Vorschrift 11 wurde mit 1-(3,5-Dichlorbenzoyl)indolin 5h (2,60 g; 8,90 mmol)
durchgeftihrt sowie 4 h bei 70 °C geruhrt.
Aussehen:  oranger Feststoff
Ausbeute: 3,26 g (8,33 mmol) — 94 %
'H-NMR: (500 MHz, CDCls):
S [ppm] =8,31-7,89 (m, 3H); 7,56 (t, J=1,9 Hz, 1H); 7,47 (d, J=1,9 Hz, 2H); 4,19 (t,
J =8,5Hz, 2H); 3,30 (t, J = 8,4 Hz, 2H).

-129 -



1-(3-Bromobenzoyl)indolin, 5-sulfonylchlorid (6i)

Br
Br

5i 6i

Allgemeine Vorschrift Il wurde mit 1-(3-Bromobenzoyl)indolin 5i (2,85 g; 9,43 mmol)
durchgefuhrt sowie 4 h bei 70 °C geruhrt.

Aussehen:  weil3-brauner Feststoff

Ausbeute: 3,50 g (8,73 mmol) — 93 %

'H-NMR: (500 MHz, CDCls):

d [ppm] =8,28 - 7,87 (m, 3H); 7,75-7,73 (m, 1H); 7,70 (ddd, J=8,0; 1,8; 1,0 Hz, 1H);
7,54 — 7,50 (m, 1H); 7,40 (t, J = 7,9 Hz, 1H); 4,20 (t, J = 8,5 Hz, 2H); 3,28 (t, J = 8,5 Hz, 2H).

N-Nicotinoylindolin-5-sulfonylchlorid (6j)

= o) 70°C, 4 h - o)
\ V \
N Y
N
5j 6j

Allgemeine Vorschrift Il wurde mit 1-Nicotinoylindolin 5j (2,33 g; 10,38 mmol) durchgefihrt
sowie 4 h bei 70 °C geruhrt.

Aussehen:  blass gelber Feststoff

Ausbeute: 2,53 g (7,85 mmol) — 76 %

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

d [ppm] = 8,68 (s, 1H); 8,52 (d, J = 4,4 Hz, 1H); 8,42 (d, J = 7,0 Hz, 2H); 7,85 — 7,65 (m, 3H);
3,70 (s, 2H); 2,79 (s, 2H).
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N-Acetylindolin-5-sulfonylchlorid (6k)

5k 6k

Allgemeine Vorschrift 11 wurde mit 1-Acetylindolin 5k (1,40 g; 8,68 mmol) durchgefihrt
sowie 5 h bei 70 °C geruhrt.

Aussehen:  brauner Feststoff

Ausbeute: 2,25 g (8,68 mmol) — quant.

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

§ [ppm] = 8,37 (d, J=9,4 Hz, 1H); 7,88 (dd, J=8,7; 2,1 Hz, 1H); 7,80 (s, 1H); 4,19 (t,
J =8,8 Hz, 2H); 3,30 (t, J = 8,8 Hz, 2H).

N-Acetyl-2-methylindolin-5-sulfonylchlorid (6l)

51 6l

Allgemeine Vorschrift 1l wurde mit 1-Acetyl-2-methylindolin 51 (0,59 g; 3,37 mmol)
durchgefuhrt sowie 4 h bei 70 °C geruhrt.

Aussehen:  zahviskoses, braunes Ol

Ausbeute: 0,32 g (1,18 mmol) — 35 %

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

o [ppm] =7,96 7,92 (m, 1H); 7,86 (s, 1H); 7,76 — 7,39 (m, 1H); 4,65 (s, 1H); 3,52 (dd,
J=16,1; 9,2 Hz, 1H); 2,82 (d, J = 16,1 Hz, 1H); 2,37 (d, J = 11,4 Hz, 3H); 1,40 (d, J = 6,4 Hz,
3H).
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N-(Cyclopropancarbonyl)indolin-5-sulfonylchlorid (6m)

Cl< /9
/S
\ 2 AP
+ Cl—S-OH —— N
(0]

Allgemeine Vorschrift 11 wurde mit 1-(Cyclopropancarbonyl)indolin 5m (1,74 g; 9,27 mmol)
durchgefihrt sowie 4 h bei 70 °C geriihrt. Das Produkt enthdlt Verunreinigungen die nicht
abgetrennt werden konnten.

Aussehen:  braunes Ol

Ausbeute: 839,00 mg (2,94 mmol) — 32 %

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

8 [ppm] = 8,47 — 7,32 (m, 3H); 4,43 — 4,36 (t, J = 8,5 Hz, 2H); 3,32 (t, J = 8,5 Hz, 2H); 1,78
(tt, J =8,1; 4,7 Hz, 1H); 1,20 — 0,83 (m, 6H).

N-(Cyclohexancarbonyl)indolin-5-sulfonylchlorid (6n)

Allgemeine Vorschrift 1l wurde mit 1-(Cyclohexancarbonyl)indolin 5n (1,64 g; 7,15 mmol)
durchgeftihrt sowie 3 h bei 70 °C geruhrt.

Aussehen:  schwarzes Ol

Ausbeute: 1,57 g (4,79 mmol) — 67 %

'H-NMR: (500 MHz, CDCls):

S [ppm] =7,91 (t, J=9,2 Hz, 1H); 7,77 (qui, J = 7,4 Hz, 2H); 4,29 (t, J = 8,6 Hz, 2H); 3,32 (t,
J=8,5Hz, 2H); 2,52 (t, J= 11,2 Hz, 1H); 1,89 (d, J = 11,2 Hz, 4H); 1,77 (d, J = 4,5 Hz, 1H);
1,63 (d, J=10,8 Hz, 1H); 1,35 (t, J = 8,4 Hz, 4H).
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Indolin-5-sulfonylchlorid (60)

CL) - ot
—Q— _ y
 * CI—S-OH 3 \©\/>
H N
H

S 70°C, 3 h

4a 60

Allgemeine Vorschrift Il wurde mit Indolin 4a (1,00 ml; 1,07 g; 8,97 mmol) durchgefiihrt
sowie 3 h bei 70 °C geruhrt.

Aussehen:  oranger Feststoff

Ausbeute: 1,74 g (7,99 mmol) — 89 %

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

d [ppm] = 8,41 — 7,30 (m, 3H); 4,16 — 4,02 (m, 2H); 3,55 — 3,01 (m, 2H).

N-Ethylindolin-5-sulfonylchlorid (6p)

o CI\S//O
1] /,
©\/,\> + Cl=$-OH ———— o’\©\/>
N

\_ 3 70°C, 3 h

5p 6p

Allgemeine Vorschrift 11 wurde mit 1-Ethylindolin 5p (484,00 mg; 3,29 mmol) durchgefihrt
sowie 3 h bei 70 °C geruhrt.

Aussehen:  dunkelgriines Wachs

Ausbeute: 807,00 mg (3,29 mmol) — quant.

'H-NMR: (500 MHz, CDCls):

& [ppm] =7,32 (dd, J=7,7; 1,7 Hz, 1H); 7,20 (d, J=7,7 Hz, 1H); 6,95 (d, J = 1,6 Hz, 1H);
3,57 (t, J = 8,5 Hz, 2H); 3,27 (qui, J = 7,2 Hz, 2H); 3,10 (t, J = 8,4 Hz, 2H); 1,25 (t, J = 7,2 Hz,
3H).
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N-(2-Propyl)indolin-5-sulfonylchlorid (6q)

5q 6q

Allgemeine Vorschrift Il wurde mit 1-(2-Propyl)indolin 5gq (247,00 mg; 1,53 mmol)
durchgefuhrt sowie 5 h bei 70 °C geruhrt.

Aussehen:  dunkelgriines Ol

Ausbeute: 376,00 mg (1,45 mmol) — 95 %

'H-NMR: (500 MHz, CDCls):

3 [ppm] =7,39 (dd, J=7,7; 1,3 Hz, 1H); 7,24 (d, J=7,7 Hz, 1H); 7,06 (d, J = 1,0 Hz, 1H);
3,94 (dt, J=13,1; 6,6 Hz, 1H); 3,61 (t, J=8,3 Hz, 2H); 3,13 (t, J=8,2 Hz, 2H); 1,26 (d,
J=6,6 Hz, 6H).

N-(2-Propyl), 2-methylindolin-5-sulfonylchlorid (6r)

ol P
0 . o 4
N + Cl—$-OH ——— O
Il N
)\ o)

70°C,1h )\

5r 6r

Allgemeine Vorschrift 11 wurde mit 1-(2-Propyl), 2-methylindolin 5r (861,00 mg; 4,91 mmol)
durchgefihrt sowie 1 h bei 70 °C geruhrt.

Aussehen:  grines Harz

Ausbeute: 990,00 mg (1,48 mmol) — 74 %

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

8 [ppm] = 7,24 (dd, J=7,6; 1,6 Hz, 1H); 7,13 (d, J = 7,7 Hz, 1H); 6,90 (d, J = 1,5 Hz, 1H);
4,07 (dt, J=9,6; 6,2 Hz, 1H); 3,76 (dt, J = 13,7; 6,8 Hz, 1H); 3,31 (dd, J = 17,0; 9,5 Hz, 1H);
2,67 (dd, J = 17,0; 6,2 Hz, 1H); 1,37 — 1,31 (m, 9H).
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N-(2-Propyl)isatin-5-sulfonylchlorid (6s)

6s

Allgemeine Vorschrift Il wurde mit 1-(2-Propyl)isatin 5s (282,00 mg; 1,49 mmol)
durchgefuhrt sowie 1 h bei 60 °C geruhrt.

Aussehen:  braunes Harz

Ausbeute: 426,00 mg (1,48 mmol) — quant.

'H-NMR: (500 MHz, CDCls):

d [ppm] = 8,32 -8,10 (m, 2H); 7,28 — 7,17 (m, 1H); 4,65 4,56 (m, 1H); 1,59 (dd, J =6,8;
5,5 Hz, 6H).

N-(2-Propyl)benzimidazol-5-sulfonylchlorid (6t)

N cl P

LY . ot 208
N+ c—s-oH —— O %
)\ o 70°C, 4 h ;\

5t 6t

Allgemeine Vorschrift 11 wurde mit 1-(2-Propyl)benzimidazol 5t (1,27 g; 7,94 mmol)
durchgefihrt sowie 4 h bei 70 °C geruhrt.

Aussehen:  braunes Harz

Ausbeute: 0,88 g (3,40 mmol) — 43 %

'H-NMR: (500 MHz, CDCly):

d [ppm] = 8,66 — 8,20 (m, 2H); 8,10 — 7,61 (m, 2H); 4,32 (dt, J = 26,4; 7,2 Hz, 2H); 2,03 (ddt,
J=145; 10,2; 7,3 Hz, 2H); 1,09 — 1,00 (m, 3H).
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N-(1-Propyl)benzimidazol-5-sulfonylchlorid (6u)

S5u 6u

Allgemeine Vorschrift Il wurde mit 1-(1-Propyl)benzimidazol 5u (1,07 g; 6,66 mmol)
durchgefuhrt sowie 3 h bei 70 °C geruhrt.

Aussehen:  braunes Harz

Ausbeute: 812,00 mg (3,15 mmol) — 47 %

'H-NMR: (500 MHz, CDCls):

d [ppm] = 8,60 — 8,51 (m, 1H); 8,37 — 8,23 (m, 1H); 8,08 — 7,63 (m, 2H); 4,80 (dh; J = 20,4;
6,8 Hz, 1H); 1,74 (d, J = 6,8 Hz, 3H); 1,72 (d, J = 6,8 Hz, 3H).

N-Methylindolin-5-sulfonylchlorid (6v)

50 6v

Allgemeine Vorschrift 1l wurde mit 1-Methylindolin 50 (904,00 mg; 6,79 mmol)
durchgefuhrt sowie 3 h bei 70 °C geruhrt.

Aussehen:  dunkelgriines Wachs

Ausbeute: 457,00 mg (1,97 mmol) — 29 %

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

S [ppm] =7,34 (dd, J=7,7; 1,7 Hz, 1H); 7,21 (d, J=7,7 Hz, 1H); 6,94 (d, J = 1,6 Hz, 1H);
3,53 (t, J = 8,4 Hz, 2H); 3,09 (t, J = 8,3 Hz, 2H); 2,88 (s, 3H).
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Synthese einfach Boc-geschiitzter Diamine 8a-f (allgemeine VVorschrift 111) 104. 105, 106

Diamin 7a-f (2 eq.) wurde in DCM (50 ml) gel6st. Anschlielend wurde 1 eq. Di-tert-
butyldicarbonat in 25 ml DCM langsam bei 0 °C hinzugetropft. Die Losung wurde fur zwei
Tage bei Raumtemperatur gertihrt. Das Lésemittel wurde abgezogen und das entstandene Gel
mit 100 ml Wasser versetzt. Die Losung wurde filtriert. Das Filtrat wurde dreimal mit 50 ml
DCM extrahiert. Die organische Phase sowie der Filterkuchen wurden zusammengegeben und

uber MgSO4 getrocknet. Das Produkt wurde in vacuo getrocknet.

DCM
0 °C-RT, 2d

T7a-f 8a-f

H H

N N
[ ] Boc,0O [ ]

N N

H

Boc

Abb. 7.4. Generelles Reaktionsschema der allgemeinen Vorschrift 111 far die Synthese der einfach Boc-
geschiitzten Diamine. 104 105 106 Dijamine: Piperazin (8a), Homopiperazin (8b), Methylpiperazin (8c),
Propyldiamin (8d), Butyldiamin (8e), Ethyldiamin (8f).
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tert-ButyI-piperazin-l-carboxylat (8a)

Boczo

E ) o E J
0 °C-RT, 2d B
7a 8a

Allgemeine Vorschrift 111 wurde mit Piperazin 7a (8,05 g; 93,47 mmol) und Boc.O (10,20 g;
10,00 ml; 46,74 mmol) durchgefiihrt.
Aussehen:  weiler Feststoff
Ausbeute: 8,21 g (44,05 mmol) — 94 %
IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

o [ppm] = 3,40 (t, J = 4,9 Hz, 4H); 2,88 (s, 1H); 2,82 (t, J = 4,9 Hz, 2H); 1,86 (s, 1H); 1,48 (d,
J=1,5Hz, 9H).

tert-ButyI-homopiperazin-1-carboxy|at (8b)

> Boc20 >
DCM N

0°C-RT, 2d Boc

ZT

7b 8b

Allgemeine Vorschrift 111 wurde mit Homopiperazin 7b (4,68 g; 46,74 mmol) und Boc20
(5,10 g; 5,00 ml; 23,37 mmol) durchgefihrt.

Aussehen:  weiBes Ol

Ausbeute: 4,00 g (19,95 mmol) — 85 %

'H-NMR: (500 MHz, CDCls):

d [ppm] = 3,55 - 3,42 (m, 4H); 2,97 — 2,88 (m, 3H); 2,19 (d, J=6,4 Hz, 1H); 1,89 — 1,78 (m,
2H); 1,48 (d, J = 3,2 Hz, 9H).
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tert—ButyI-S-methyIpiperazin-l—carboxylat (8c)
H
j/ BOCzo [N]/
DCM N
0 °C-RT, 2d Boc

7c 8c

Allgemeine Vorschrift 111 wurde mit 2-Methylpiperazin 7c (4,68 g; 46,74 mmol) und Boc.O
(5,10 g; 5,00 ml; 23,37 mmol) durchgefihrt.

Aussehen:  gelbe Flissigkeit

Ausbeute: 4,68 g (23,37 mmol) — quant.

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

d [ppm] = 3,95 (s, 2H); 2,97 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 2,78 (d, J = 9,7 Hz, 3H); 2,42 (s, 1H); 1,48 (s,
9H); 1,07 (d, J = 6,3 Hz, 3H).

tert-Butyl-(3-aminopropyl)carbamat (8d)

N Bocz0 N
H,N NH, —————— H,N NHBoc
DCM
0 °C-RT, 2d
7d 8d

Allgemeine Vorschrift 111 wurde mit 1,3-Diaminopropan 7d (8,66 g; 9,75 ml; 116,84 mmol)
und Boc20 (5,10 g; 5,00 ml; 23,37 mmol) durchgefthrt.

Aussehen:  gelbes Ol

Ausbeute: 4,07 g (23,37 mmol) — quant.

'H-NMR: (500 MHz, CDCls):

d [ppm] =4,91 (s, 1H); 3,30 — 3,16 (m, 2H); 2,81 (d, J = 6,6 Hz, 1H); 1,87 (s, 2H); 1,69 — 1,64
(m, 1H); 1,47 (s, 9H).

-139 -



tert-Butyl-(4-aminobutyl)carbamat (8e)
Boc,O

NH NHB
H2N/\/\/ 2 W’ H2N/\/\/ ocC
0 °C-RT, 2d
Te 8e

Allgemeine Vorschrift 111 wurde mit 1,4-Diaminobutan 7e (0,82 g; 0,94 ml; 9,36 mmol) und
Boc2O (1,02 g; 1,00 ml; 4,67 mmol) durchgefihrt.

Aussehen:  weies Wachs

Ausbeute: 620,00 mg (3,29 mmol) — 70 %

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

§ [ppm] = 4,71 (s, 1H); 4,58 (s, 1H); 3,15 (s, 2H); 2,78 (s, 1H); 2,19 — 2,04 (m, 2H); 1,54 (d,
J=12,9 Hz, 3H); 1,46 (s, 9H).

tert-Butyl-(2-aminoethyl)carbamat (8f)

Boc,O
HsN
2 \/\NHQ DCM H2N\/\NHBoc
0 °C-RT, 2d
7f 8f

Allgemeine Vorschrift 111 wurde mit 1,2-Diaminoethan 7f (2,47 g; 2,22 ml; 33,28 mmol) und
Boc2O (1,21 g; 1,19 ml; 5,54 mmol) durchgefihrt.

Aussehen:  oranges Harz

Ausbeute: 872,30 mg (5,44 mmol) — 98 %

'H-NMR: (500 MHz, CDCls):

8 [ppm] = 4,86 (s, 1H); 3,25 (s, 1H); 2,19 (d, J = 1,5 Hz, 2H); 1,46 (s, 9H).
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Synthese der acetylierten und geschuiitzten Linker 10a-o (allgemeine VVorschrift 1\VVa) 194
105

Einfach geschitztes Diamin, 3 eq. TEA und eine Spatelspitze DMAP wurden in 15 ml DCM
gelost. AnschlieBend wurden 1,2 eq. Carbonylchlorid langsam hinzugetropft und uber Nacht
bei Raumtemperatur gertihrt. Die Reaktion wurde in 50 ml 10 %ige wéssrige NaOH Ldsung
gegeben und dreimal mit 50 ml DCM extrahiert. Die organische Phase wurde tiber MgSQO4 bzw.

Na>SO4 getrocknet. Das Produkt wurde ohne weitere Aufreinigung verwendet.

H
=0-2
N . " c|  DMAP, TEA h=0-2 ﬁNBOC
[ ] _ - 2 N\)
N [ e (Y
Boc RT, G.N.
8a-f

10a-o0

Abb. 7.5. Generelles Reaktionsschema der allgemeinen Vorschrift 1Va fir die Synthese der acetylierten
Boc-geschiitzten Diamine. 1% 1% R=H, n=0 (10a), R=H, n=1 (10b), R=H, n=2 (10c), R=H, n=2
(Homopiperazin, 10d), R = H, n = 0 (2-Methylpiperazin, 10e), R = H, n = 0 (Homopiperazin, 10f), R=H, n=0
(Benzyl, 10g), R=4, n=0 (10h), R=3-Chlor, n=0 (10i), R=2-Chlor, n=0 (10j), R=H, n=0 (1,3-
Diaminopropan, 10k), R = H, n = 0 (1,4-Diaminobutan, 10I), R = H, n = 0 (1,2-Diaminoethan, 10m), R=H,n=0
(Homopiperazin u. Benzyl, 10n).
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tert-ButyI-4-benzoyIpiperazin-l-carboxylat (10a)

DMAP, TEA|
DCM
Boc RT, i.N. &NBOC

8a 0a

Allgemeine Vorschrift 1Va wurde mit 8a (0,50 g; 2,68 mmol), Benzoylchlorid (0,45 g;
0,37 ml; 3,22 mmol) und TEA (0,81 g; 1,12 ml; 8,05 mmol) durchgefiihrt.

Aussehen:  gelb-brauner Feststoff

Ausbeute: 0,78 g (2,68 mmol) — quant.

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

d [ppm] = 7,56 — 7,36 (m, 5H); 3,73 (bs, 2H); 3,46 — 3,37 (m, 2H); 1,46 (s, 9H).

tert-Butyl-4-(2-phenylacetyl) piperazin-1-carboxylat (10b)

H
[N ] @\/(i DMAP, TEA @
+
N cl " oom
Boc

RT, .N. NBOC

8a 10b

Allgemeine Vorschrift 1Va wurde mit 8a (0,30 g; 1,61 mmol), Phenylacetylchlorid (0,28 g;
0,24 ml; 1,82 mmol) und TEA (0,49 g; 0,67 ml; 4,83 mmol) durchgefiihrt.

Aussehen:  gelber Feststoff

Ausbeute: 0,49 g (1,61 mmol) — quant.

'H-NMR: (500 MHz, CDCls):

8 [ppm] = 7,49 — 7,28 (m, 3H); 7,22 — 7,12 (m, 1H); 3,76 — 3,70 (m, 1H); 3,63 — 3,54 (m, 1H);
3,37 (s, 3H); 3,20 (dd, J=8,2; 3,2 Hz, 1H); 3,07 (dd, J=14,8; 7,4 Hz, 1H); 1,65 (s, 2H);
1,46 — 1,35 (m, 9H).
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tert-ButyI-4-(3-phenyIpropanoyl)-piperazin-l-carboxylat (10c)

©/\)J\ DMAP TEA ©/\)J\
DCM
Boc RT, ii.N. &NBOC

8a Oc

Allgemeine Vorschrift 1Va wurde mit 8a (0,30 g; 1,61 mmol), 3-Phenylpropanoylchlorid
(0,30 g; 0,26 ml; 1,77 mmol) und TEA (0,49 g; 0,67 ml; 4,83 mmol) durchgefihrt.

Aussehen:  orange-gelber Feststoff

Ausbeute: 0,51 g (1,61 mmol) — quant.

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

8 [ppm] = 7,28 (d, J = 0,9 Hz, 1H); 7,22 — 7,18 (m, 4H); 3,61 — 3,54 (m, 2H); 3,37 (s, 4H); 3,30
(d, J=6,8 Hz, 3H); 3,15 (s, 1H); 3,00 — 2,94 (m, 2H); 2,65 — 2,59 (m, 2H); 1,45 (s, 9H).

tert-ButyI-4-(3-phenyIpropanoyl)-homopiperazin-l-carboxylat (10d)

[ > DMAP TEA
DCM
Boc RT, G.N.
8b 10d

Allgemeine Vorschrift Va wurde mit 8b (500,00 mg; 2,50 mmol), 3-Phenylpropanoylchlorid
(0,45 g; 0,40 ml; 2,69 mmol) und TEA (0,76 g; 1,04 ml; 7,49 mmol) durchgefihrt.

Aussehen:  braunes Ol

Ausbeute: 0,80 g (2,41 mmol) — 96 %

'H-NMR: (500 MHz, CDCls):

d [ppm] =7,33 - 7,29 (m, 2H); 7,23 (dd, J = 11,4; 6,2 Hz, 3H); 3,65 (s, 1H); 3,55 (s, 1H); 3,47
(d,J =5,4 Hz, 2H); 3,42 (d, J = 6,3 Hz, 2H); 3,36 (d, J = 5,7 Hz, 2H); 3,05 — 2,95 (m, 2H); 2,64
(t, J=7,6 Hz, 2H); 1,89 — 1,83 (m, 2H), 1,48 (s, 9H).
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tert-Butyl-4-benzoyl-3-methylpiperazin-1-carboxylat (10e)

H 0

N DMAP TEA
Y~

N DCM

Boc RT, Gi.N. &NBOC

8c Oe
Allgemeine Vorschrift 1vVa wurde mit 8c (0,50 g; 2,50 mmol), Benzoylchlorid (0,39 g;
0,32 ml; 2,75 mmol) und TEA (0,76 g; 1,04 ml; 7,49 mmol) durchgefunhrt.
Aussehen:  weiler Feststoff
Ausbeute: 683,00 mg (2,24 mmol) — 90 %
IH-NMR: (500 MHz, CDCls):
o [ppm] = 7,46 — 7,37 (m, 5H); 4,17 — 4,12 (m, 1H); 3,91 (s, 9H); 3,32 — 2,75 (m, 3H); 1,49 (s,
9H); 1,28 (d, J = 7,2 Hz, 3H).

tert-ButyI-4-benzoy|-homopiperazin-1-carboxy|at (10f)

[ > DMAP TEA
DCM
Boc RT, G.N. NBoc

Allgemeine Vorschrift 1VVa wurde mit 8b (279,70 mg; 1,40 mmol), Benzoylchlorid (0,22 g;
0,18 ml; 1,54 mmol) und TEA (0,42 g; 0,58 ml; 4,19 mmol) durchgefiihrt.

Aussehen:  hellbraunes Harz

Ausbeute: 377,00 mg (1,24 mmol) — 89 %

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

S [ppm] = 7,44 — 7,37 (m, 5H); 3,83 (bs, 1H); 3,73 (bs, 1H); 3,73 (bs, 1H); 3,57 — 3,36 (m, 5H);
2,02 (s, 1H): 1,73 (s, 1H); 1,46 (s, 9H).
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tert—ButyI-4-benzyIpiperazin-l-carboxylat (109)

SRt~ afspeN

RT, @.N.

8a 0g
Allgemeine Vorschrift IVa wurde mit 8a (1,50 g; 8,05 mmol), Benzylchlorid (1,32 g; 1,20 ml;
10,41 mmol) und TEA (0,90 g; 1,23 ml; 8,86 mmol), aber ohne DMAP durchgefihrt.
Aussehen:  weiles Wachs
Ausbeute: 1,22 g (4,41 mmol) — 55 %
IH-NMR: (500 MHz, CDCls):
d [ppm] =7,33 (d, J =4,0 Hz, 4H); 7,28 — 7,25 (m, 1H); 3,55 (d, J = 13,2 Hz, 3H); 3,44 (dd,
J=14,4;9,7 Hz, 3H); 2,54 (bs, 2H); 2,44 — 2,38 (m, 2H); 1,48 (s, 9H).

tert-ButyI-4-benzoyIpiperazin-l-carboxylat (10h)

0]
[ ] /@)‘\ DMAP TEA /@)}\ /\
N
DCM NBoc
Boc Cl K/

RT, G.N.

8a
Allgemeine Vorschrift 1Va wurde mit 8a (0,20 g; 1,07 mmol), 4-Chlorbenzoylchlorid (0,27 g;
0,20 ml; 1,56 mmol) und TEA (0,33 g; 0,45 ml; 3,22 mmol) durchgefiihrt.
Aussehen:  gelb-brauner Feststoff
Ausbeute: 348,00 mg (1,07 mmol) — quant.
IH-NMR: (500 MHz, CDCls):
d [ppm] = 8,09 (m, 1H); 7,46 — 7,35 (m, 3H); 3,89 — 3,34 (m, 7H); 3,15 (s, 1H); 1,49 (s, 9H).
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tert-ButyI-S-benzoyIpiperazin-l-carboxylat (101)

DMAP TEA

DCM NBOC
Boc RT, G.N.

Allgemeine Vorschrift 1VVa wurde mit 8a (0,20 g; 1,07 mmol), 3-Chlorbenzoylchlorid (0,27 g;
0,20 ml; 1,56 mmol) und TEA (0,33 g; 0,45 ml; 3,22 mmol) durchgefunhrt.

Aussehen:  gelb-brauner Feststoff

Ausbeute: 348,00 mg (1,07 mmol) — quant.

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

d [ppm] = 8,36 — 6,61 (m, 1H); 7,45 — 7,29 (m, 3H); 3,77 — 3,39 (m, 6H); 3,12 (s, 2H); 1,49 (s,
9H).

tert-ButyI-Z-benzoyIpiperazin-l-carboxylat (10p

[ ] DMAP TEA
DCM NBoc
Boc Cl

RT, G.N.

Allgemeine Vorschrift 1VVa wurde mit 8a (0,20 g; 1,07 mmol), 2-Chlorbenzoylchlorid (0,27 g;
0,20 ml; 1,56 mmol) und TEA (0,33 g; 0,45 ml; 3,22 mmol) durchgefiihrt.

Aussehen:  gelb-brauner Feststoff

Ausbeute: 348,00 mg (1,07 mmol) — quant.

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

d [ppm] = 8,26 — 6,53 (m, 1H); 7,46 — 7,29 (m, 3H); 6,54 (d, J = 6,6 Hz, 1H); 3,41 (s, 8H); 1,49
(d, J=3,1 Hz, 9H).
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tert-Butyl-(3-benzamidopropyl)carbamat (10k)

(0]
HZN\/\/NHBOC + ©)J\C| DMAP, TEA @)J\N/\/\NHBOC
DCM

RT, U.N.
8d

Allgemeine Vorschrift 1Va wurde mit 8d (500,00 mg; 2,87 mmol), Benzoylchlorid (0,44 g;
0,36 ml; 3,16 mmol) und TEA (0,87 g; 1,19 ml; 8,61 mmol) durchgefuhrt. Das Rohprodukt
wurde sdulenchromatographisch in Silica im Gradienten PE: E5: 1 —3: 1 getrennt.
Aussehen:  orang-gelber Feststoff

Ausbeute: 455,00 mg (1,63 mmol) — 57 %

Re-Wert: 0,05 (Silica, PE: E5:1)

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

d [ppm] = 7,89 (dd, J = 14,6; 8,0 Hz, 2H); 7,49 (m, 3H); 7,25 (s, 1H); 3,53 (d, J = 12,3 Hz, 2H);
3,27 (dd, J = 11,8; 6,0 Hz, 2H); 1,77 — 1,70 (m, 2H); 1,48 (s, 9H).

13C-NMR: (125 MHz, CDCls):

3 [ppm] = 134,96; 131,70; 128,90; 127,37; 109,98; 79,94; 37,47; 36,50; 30,68; 28,79.

tert-Butyl-(3-benzamidobutyl)carbamat (101)

0]
DMAP TEA
HZN/\/\/NHBOC + ©)‘\CI @)J\ /\/\/NHBOC
DCM
RT, G.N.

8e
Allgemeine Vorschrift 1'Va wurde mit 8e (500,00 mg; 2,66 mmol), Benzoylchlorid (0,70 g;
0,60 ml; 4,54 mmol) und TEA (0,81 g; 1,10 ml; 7,79 mmol) durchgefiihrt.
Aussehen:  gelber Feststoff
Ausbeute: 355,00 mg (1,21 mmol) — 46 %
IH-NMR: (500 MHz, CDCls):
o [ppm] =7,79 (d, J=7,3Hz, 2H); 7,46 (m, 4H); 6,46 (s, 1H); 4,63 (s, 1H); 3,50 (qui,
J=6,5Hz, 2H); 3,17 (d, J = 5,7 Hz, 2H); 1,69 — 1,57 (m, 4H); 1,44 (s, 9H).
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tert-Butyl-(2-benzamidoethyl)carbamat (10m)

(0]
DMAP TEA
H N/\/NHBOC + Cl /\/NHBOC
2 DCM
RT, G.N.

8f Om

Allgemeine Vorschrift 1Va wurde mit 8f (235,00 mg; 1,47 mmol), Benzoylchlorid (0,23 g;
0,19 ml; 1,61 mmol) und TEA (0,45 g; 0,61 ml; 4,40 mmol) durchgefiihrt.
Aussehen:  braunes Harz

Ausbeute: 0,78 g (2,68 mmol) — quant.

tert-Butyl-4-benzylhomopiperazin-1-carboxylat (10n)

H

N

N DCM K/NBoc
Boc RT, 2d

8b 10n

Allgemeine Vorschrift IVa wurde mit 8b (1,50 g; 7,49 mmol), Benzylchlorid (1,32 g; 1,20 ml;
10,41 mmol) und TEA (2,19 g; 3,00 ml; 21,64 mmol), aber ohne DMAP und mit zwei Tage
Ruhren durchgefiihrt. Das Produkt wurde in PE : E 5 : 1 gesault.

Aussehen:  durchsichtiges Ol

Ausbeute: 946,00 mg (3,26 mmol) — 43 %

Rs-Wert: 0,09 (Silica, PE:E5:1)

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

d [ppm] =7,38 — 7,23 (m, 5H); 3,57 — 3,30 (m, 4H); 2,66 (dd, J = 19,1; 14,1 Hz, 4H); 1,84 (d,
J=16,6 Hz, 2H); 1,49 (d, J = 3,2 Hz, 9H).
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Synthese der alkylierten und geschiitzten Linker 100-g (allgemeine VVorschrift 1\Vb)

N-(3-Bromopropyl)phthalimid (1 eq.), 1 eqg. substituiertes Diamin 9n, r-s und 2 eq. KoCO3
wurden bei Argonatmosphdre mit 20 ml trocknem Acetonitril (bergossen. Es wurde fur 7 h
unter Ruckfluss geriihrt. Die warme Suspension wurde abfiltriert und das Filtrat vom Losemittel
befreit. Entweder wurde sdulenchromatographisch getrennt oder das Produkt wurde direkt im

nachsten Schritt verwendet.

0
HU\ ) y cho3 _\_\
_\—\ T MecN

H-CI 0 Br Reflux, 7 h

an,r-s 100-q
Abb. 7.6. Generelles Reaktionsschema der allgemeinen Vorschrift 1Vb flr die Synthese der alkylierten

Phthalimid geschiitzten Diamine. Diamine: 1-(3-Chlophenyl)piperazin (100), 1-(2-Chlophenyl)piperazin (10p),
N-Benzylhomopiperazin (10q).
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1-(3-(4-(3-Chlorphenyl)piperazin-1-yl)propyl)phthalimid (100)
0

0 | :[ :\N_\_\
HN
/\ K,CO4
K/N Cl . N , o) N
O/ SN MeCN O
H—ClI o Br Reflux, 7 h N
as

Allgemeine Vorschrift Vb wurde mit 1-(3-Chlophenyl)piperazin Hydrochlorid 9r (2,00 g;
8,58 mmol), N-(3-Bromopropyl)phthalimid (2,30 g; 8,58 mmol) und K>COsz (2,37 g;
17,16 mmol) durchgefiihrt. Es wurde sdulenchromatographisch auf SilicainPE:E5:1-3:1

9r 100

getrennt.

Aussehen:  oranges Ol

Ausbeute: 2,87 g (7,48 mmol) — 87 %

Re-Wert: 0,05 (Silica, PE: E5:1)

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

o [ppm] =7,87—-7,81 (m, 4H); 7,18 (s, 1H); 6,86 (s, 2H); 6,76 (d, J=9,0 Hz, 1H); 3,79 ({,
J = 6,8 Hz, 2H); 3,07 — 2,98 (m, 4H); 2,55 — 2,43 (m, 6H); 1,90 (p, J = 6,7 Hz, 2H).
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1-(3-(4-(2-Chlorphenyl)piperazin-1-yl)propyl)phthalimid (10p)
0

0 N—\_\
HN Cl :::: :é
/\ K,CO3

N . N , o) N
_\—\ MeCN ¢
H—Cl N cl

o) Br Reflux, 7 h

9s 10p

Allgemeine Vorschrift IVb wurde mit 1-(2-Chlorphenyl)piperazin Hydrochlorid 9s (2,00 g;
8,58 mmol), N-(3-Bromopropyl)phthalimid (2,30 g; 8,58 mmol) und K>COsz (2,37 g;
17,16 mmol) durchgefiihrt. Es wurde sdulenchromatographisch auf SilicainPE:E5:1-3:1
getrennt.

Aussehen:  oranges Ol

Ausbeute: 1,77 g (4,61 mmol) — 54 %

'H-NMR: (500 MHz, CDCls):

8 [ppm] = 7,90 — 7,84 (m, 4H); 7,36 (dd, J = 7,9; 1,4 Hz, 1H); 7,26 (td, J = 8,0; 1,5 Hz, 1H);
704 -6,95 (m, 2H); 3,80 (t, J=6,8 Hz, 2H); 2,82 (s, 5H); 2,50 (t, J = 6,4 Hz, 5H); 1,90 (p,
J=6,6 Hz, 2H).
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1-(3-(4-Benzylhomopiperazin-1-yl)propyl)phthalimid (10q)

MeCN

Br Reflux, 7 h
N

9n 10q

Allgemeine Vorschrift I1Vb wurde mit 9n (619,00 mg; 3,25 mmol), N-(3-
Bromopropyl)phthalimid (872,16 mg; 3,25 mmol) und K>COsz (5,84¢g; 42,29 mmol)
durchgefiihrt.

Aussehen:  oranges Ol

Ausbeute: 1,23 g (3,25 mmol) — quant.

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

8 [ppm] = 7,78 — 7,63 (m, 4H); 7,25 — 7,19 (m, 4H); 7,18 — 7,11 (m, 1H); 3,68 (t, J = 7,0 Hz,
2H): 3,51 (s, 2H); 2,65 — 2,44 (m, 10H); 1,76 (p, J = 6,9 Hz, 2H), 1,69 — 1,61 (m, 2H).

- 152 -



Synthese der acetylierten Linker 9a-n (allgemeine VVorschrift VVa)

1 eq. geschtzter Linker wurde in 15 ml DCM gel6st und mit 10 eq. TFA versetzt. Es wurde
uber Nacht gertihrt. Die Lésung wurde in 25 ml geséttigte wassrige NaHCO3 gegeben und
dreimal mit 50 ml DCM extrahiert. Die organische Phase wurde tber MgSO4 bzw. Na;SO4
getrocknet. Das Losemittel wurde in vacuo entfernt und das Produkt direkt im ndachsten Schritt

verwendet.

’ o ,OBOC TEA ’ o (NH
RP,%MN. @ 0

10a-n 9a-n

Abb. 7.7. Generelles Reaktionsschema der allgemeinen Vorschrift Va fir die Synthese der acetylierten
Diamine. R=H,n=0(%),R=H,n=1(9b), R=H,n=2(9¢c), R =H, n=2 (Homopiperazin, 9d), R=H,n=0
(2-Methylpiperazin, 9e), R = H, n =0 (Homopiperazin, 9f), R=H, n=0 (Benzyl, 99), R=4, n=0 (9h), R = 3-
Chlor, n =0 (9i), R = 2-Chlor, n = 0 (9j), n = 0 (1,3-Diaminopropan, 9k), R = H, R = H, n = 0 (1,4-Diaminobutan,
9l), n =0 (1,2-Diaminoethan, 9m), R = H, R = H, n = 0 (Homopiperazin u. Benzyl, 9n).

N-Benzoylpiperazin (9a)

0] (0]
TFA
N - = N
K/NBOC R_II_DCMN ©)J\ K/)\IH
10a 9a

Allgemeine Vorschrift Va wurde mit 10a (0,95 g; 3,27 mmol) und TFA (3,73 g; 2,52 ml;
32,68 mmol) durchgefiihrt und direkt im néachsten Schritt verwendet.

Aussehen:  gelb-braunes Wachs

Ausbeute: 292,00 mg (1,53 mmol) — 47 %

'H-NMR: (300 MHz, CDCls):

o [ppm] = 7,45 — 7,34 (m, 5H); 3,78 (bs, 2H); 3,45 (bs, 2H); 2,86 (s, 4H).
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N-(2-Phenyl-1-ethanoyl)piperazin (9b)

N(\NBOC TEA ﬁNH

[:::]/A\H/ \\/J +»[:::]/A\H/N\\/J
DCM
0 RT,Cu. N. 0

10b 9b

Allgemeine Vorschrift Va wurde mit 10b (0,52 g; 1,71 mmol) und TFA (1,94 g; 1,31 ml;
17,05 mmol) durchgefiihrt und direkt im nachsten Schritt verwendet.

Aussehen:  braunes Ol

Ausbeute: 348,00 mg (1,71 mmol) — quant.

'H-NMR: (300 MHz, CDCls):

o [ppm] = 7,54 —7,02 (m, 5H); 3,76 — 2,10 (m, 10H).

N-(3-Phenyl-1-propanoyl)piperazin (9c)

0 TFA 9
N - = N
SRa W L

10c 9c

Allgemeine Vorschrift Va wurde mit 10c (0,54 g; 1,71 mmol) und TFA (1,94 g; 1,31 ml;
17,05 mmol) durchgefuhrt und direkt im néchsten Schritt verwendet.

Aussehen:  braunes Ol

Ausbeute: 309,00 mg (1,42 mmol) — 83 %

'H-NMR: (300 MHz, CDCls):

o [ppm] = 7,33 (m, 1H); 7,22 (m, 4H); 3,22 — 2,75 (m, 12H).
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N-(3-Phenyl-1-propanoyl)homopiperazin (9d)

i TFA i
N — N
N ™
RT, 4. N.
10d 9d

Allgemeine Vorschrift Va wurde mit 10d (584,00 mg; 1,76 mmol) und TFA (2,00 g; 1,35 ml;
17,57 mmol) durchgefiihrt und direkt im nachsten Schritt verwendet.

Aussehen:  braunes Ol

Ausbeute: 328,00 mg (1,41 mmol) — 80 %

N-Benzoyl-2-methylpiperazin (9e)

0]
N
[i::r%EL::LBOC RE%MN [::T%ZL\/NH
10e

Allgemeine Vorschrift Va wurde mit 10e (427,00 mg; 1,40 mmol) und TFA (1,60 g; 1,08 ml;
14,03 mmol) durchgefiihrt und direkt im nachsten Schritt verwendet.

Aussehen:  gelbes Harz

Ausbeute: 250,00 mg (1,22 mmol) — 87 %

N-Benzoylhomopiperazin (9f)
0

N7\

k\/JNBOC DCM k\/JNH
RT, G. N.

10f

Allgemeine Vorschrift Va wurde mit 10f (377,00 mg; 1,24 mmol) und TFA (1,41 g; 0,95 ml;
12,39 mmol) durchgefiihrt und direkt im né&chsten Schritt verwendet.

Aussehen:  gelb-braunes Wachs

Ausbeute: 78,00 mg (0,38 mmol) — 31 %
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N-Benzylpiperazin (99)

N TFA N
@ K/)“BOC DCM @ K/)“H
109

RT, 4. N. 9g

Allgemeine Vorschrift Va wurde mit 10g (1,54 g; 5,58 mmol) und TFA (6,36 g; 4,30 ml;
55,79 mmol) durchgefuhrt und direkt im néachsten Schritt verwendet.

Aussehen:  weiles Pulver

Ausbeute: 509,00 mg (2,89 mmol) — 52 %

N-(4-Chlor)benzoyl-2-methylpiperazin (9h)

OO B TG

N —_— N

. K/NBoc RT[,)%'Y'N. - K/NH
10h 9h

Allgemeine Vorschrift Va wurde mit 10h (347,00 mg; 1,07 mmol) und TFA (1,22 g; 0,82 ml;
10,68 mmol) durchgefuhrt und direkt im n&chsten Schritt verwendet.

Aussehen:  gelbes Ol

Ausbeute: 196,00 mg (1,22 mmol) — 82 %

N-(3-Chlor)-benzoyl-2-methylpiperazin (9i)
0 0

N TFA N
()\‘BOC DCM ()\‘H

RT, 4. N. Cl
10i 9i

Cl

Allgemeine Vorschrift Va wurde mit 10i (348,00 mg; 1,07 mmol) und TFA (1,22 g; 0,83 ml;
10,71 mmol) durchgefiihrt und direkt im né&chsten Schritt verwendet.

Aussehen:  gelbes Ol

Ausbeute: 154,00 mg (0,69 mmol) — 64 %
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N-(2-Chlor)benzoyl-2-methylpiperazin (9j)

TFA

T -
DCM
cl \NBoc RT, @ N. cl NH
10j 9j
Allgemeine Vorschrift Va wurde mit 10j (370,00 mg; 1,14 mmol) und TFA (1,30 g; 0,88 ml;
11,39 mmol) durchgefiihrt und direkt im nachsten Schritt verwendet.

Aussehen:  oranges Ol
Ausbeute: 167,00 mg (0,74 mmol) — 65 %

N-(2-Aminopropyl)benzamide (9k)

0 0
TFA
N >"NHBoc ——— N" " NH,
H DCM H
RT, i. N.
10k 9k

Allgemeine Vorschrift Va wurde mit 10k (577,00 mg; 2,07 mmol) und TFA (2,36 g; 1,60 ml;
20,73 mmol) durchgefiihrt und direkt im ndchsten Schritt verwendet.

Aussehen:  oranger Feststoff

Ausbeute: 188,00 mg (1,05 mmol) — 51 %

N-(2-Aminobutyl)benzamide (9l)

0 o
N~ NHBoc R NS NH:
H DCM H
RT, i. N.
101 ol

Allgemeine Vorschrift Va wurde mit 101 (355,00 mg; 1,21 mmol) und TFA (1,38 g; 0,96 ml;
12,14 mmol) durchgefuhrt und direkt im néchsten Schritt verwendet.

Aussehen:  gelber Feststoff

Ausbeute: 23,00 mg (1,05 mmol) — 10 %
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N-(2-Aminoethyl)benzamide (9m)

9 TFA o
N/\/NHBOC N/\/NHz
H DCM H
RT, 4. N.

10m 9m

Allgemeine Vorschrift Va wurde mit 10m (496,00 mg; 1,88 mmol) und TFA (2,14 g; 1,45 ml;
18,77 mmol) durchgefuhrt und direkt im nachsten Schritt verwendet.

Aussehen:  braunes Harz

Ausbeute: 289,00 mg (1,76 mmol) — 93 %

N-Benzylhomopiperazin (9n)

O o —2 )
NBoc —— > KJNH
DCM
9n

RT, 4. N.
10n

Allgemeine Vorschrift Va wurde mit 10n (946,00 mg; 3,26 mmol) und TFA (3,71 g; 2,51 ml;
32,58 mmol) durchgefiihrt. Der Extraktionsschritt entfiel; stattdessen wurde das Losemittel
abgezogen sowie mit 20 ml Toluol coevaporiert.

Aussehen:  gelb-braunes Wachs

Ausbeute: 619,00 mg (3,25 mmol) — quant.
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Synthese der alkylierten Linker 90-g (allgemeine VVorschrift \VVb)

1 eq. geschutzter Linker 100-g wurde in 20 ml absolutem Ethanol gelést und mit 2 eq. Hydrazin
Monohydrat (64 %) versetzt. Die Losung wurde fir 2 h unter Riickfluss gerthrt. Die Mischung
wurde auf Raumtemperatur gebracht, mit DCM verdunnt und filtriert. Das Filtrat wurde mit
50 ml Wasser, anschlieend mit 50 ml konz. NaCl-Lésung gewaschen und Uber NaSO4

getrocknet. Das Losemittel wurde in vacuo entfernt.

0

N NoH,*H,0O R
_\_\ 2H2 M2 \N/\

’ <\l:>

Ethanol K/N\/\/NHz
Reflux,
2-5h
100-q 90-q

Abb. 7.8. Generelles Reaktionsschema der allgemeinen Vorschrift Vb fur die Synthese der alkylierten
Diamine. Diamine: 1-(3-Chlophenyl)piperazin (90), 1-(2-Chlophenyl)piperazin (9p), Benzylhomopiperazin (9q).

3-(4-(3-Chlorphenyl)piperazin-1-yl)propan-1-amin (90)

N—\_\
/\/\
o} N N,H,*H,0O ﬁN NH2
& R o NJ
N Ethanol
@ Reflux, 2 h
Cl
100 90

Allgemeine Vorschrift Vb wurde mit 100 (2,87 9; 7,48 mmol) und 64 % Hydrazin
Monohydrat (1,17 g; 1,13 ml; 14,95 mmol) durchgefuhrt.

Aussehen:  oranges Ol

Ausbeute: 1,58 g (6,24 mmol) — 83 %

IH-NMR: (600 MHz, Aceton-d®):

8 [ppm] = 7,21 (t, J = 8,1 Hz, 1H); 6,93 (t, J = 2,1 Hz, 1H); 6,91 (dd, J = 8,4; 2,0 Hz, 1H); 6,78
(ddd, J=7,8; 1,8; 1,6 Hz, 1H); 3,27 — 3,19 (m, 6H); 2,59 — 2,53 (m, 4H); 2,45 — 2,39 (m, 2H);
1,80 -1,76 (m, 2H).
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3-(4-(2-Chlorphenyl)piperazin-1-yl)propan-1-amin (9p)

N
/\/\
©:l<\< _\_\ N,H,*H,0 Cl ﬁN NH;
0 N G N
O Ethanol

N Reflux, 2 h

10p 9p
Allgemeine Vorschrift Vb wurde mit 10p (1,77 9; 4,61 mmol) und 64 % Hydrazin
Monohydrat (0,72 g; 0,70 ml; 9,21 mmol) durchgefihrt.
Aussehen:  gelbes Ol
Ausbeute: 1,17 g (4,60 mmol) — quant.
'H-NMR: (600 MHz, Aceton-de):
3 [ppm] =7,39 (dd, J=7,9; 1,4 Hz, 1H); 7,29 (td, J=8,0; 1,4 Hz, 1H); 7,16 (dd, J=8,0;
1,3 Hz, 1H); 7,03 (td, J =7,7; 1,4 Hz, 1H); 3,58 (q, J=7,0 Hz, 2H); 3,26 (t, J = 6,9 Hz, 2H);
3,05 (s, 2H); 2,61 (s, 2H); 1,81 — 1,75 (m, 2H); 1,14 (t, J = 7,0 Hz, 2H).

3-(4-Benzyl-homopiperazin-1-yl)propan-1-amin (9q)

@ EU A
e (O
>

10q 9q
Allgemeine VVorschrift Vb wurde mit 99 (1,23 g; 3,25 mmol) und 64 % Hydrazin Monohydrat
(0,51 g¢; 0,49 ml; 6,50 mmol) bei 5 h unter Riickfluss durchgefiihrt.
Aussehen:  oranges Ol
Ausbeute: 622,00 mg (2,51 mmol) — 77 %
'H-NMR: (500 MHz, Aceton-de):
S [ppm] =7,37 (d, J =7,5Hz, 2H); 7,31 (t, J=7,5 Hz, 2H); 7,23 (t, J = 7,2 Hz, 1H); 3,63 (s,
2H); 2,75 - 2,52 (m, 10H); 2,09 (dd, J = 6,3; 4,2 Hz, 2H); 1,83 — 1,68 (m, 4H).
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Synthese der Inhibitoren 3a-j/a-u (allgemeine Vorschrift VVla)

Sulfonylchlorid 6a-u und 1,5 eq. Amin 9a-j wurden vorgelegt und mit 2,5 ml DCM sowie 3 eq.
TEA versetzt. Es wurde bei Raumtemperatur Gber Nacht gerihrt. Das LOsemittel wurde
abgezogen und das Rohprodukt (ber eine préparative HPLC (C18-Sdule; Acetonitril:Wasser
5:95-100:0 in 35 Minuten) getrennt. Die Inhibitoren werden durch ihre Ausgangsmaterialien
benannt. Dabei steht 3 fur Inhibitor, der erste Buchstabe a-j fur das Sulfonamid und der letzte

Buchstabe fiir das Amin a-u.

©\<\/>)?\

0

Cl /

KNH s TEA ls N/\ o

S S S B O

D oo SO
N
R

6a-u 9a-j Inhibitor 3a-u/a-j

Abb. 7.9. Generelles Reaktionsschema der allgemeinen Vorschrift Vla fiir die Synthese der Inhibitoren.

Synthese der Inhibitoren 3j-m, o-a/e (allgemeine VVorschrift V1b) 107

Sulfonylchlorid 6e und 1,5 eq. primdres Amin 9j-m, o-g wurden vorgelegt und mit 2,5 ml
Pyridin versetzt. Es wurde (ber Nacht entweder bei Raumtemperatur gerihrt oder unter
Rickfluss geruhrt. Das Losemittel wurde abgezogen und das Rohprodukt Giber eine praparative
HPLC (C18-Sé&ule; Acetonitril:Wasser 5:95-100:0 in 35 Minuten) getrennt. Die Inhibitoren
werden durch ihre Ausgangsmaterialien benannt. Dabei steht 3 fur Inhibitor, der erste

Buchstabe e fur das Sulfonamid und der letzte Buchstabe m, o-q fur das Amin.

Cl< //O ,H\ //O
R—NH, + N _ N
e} Pyridin o
cl RT-100°C Cl
U.N.
9m, o-q 6e Inhibitor 3e, o-g/m

Abb. 7.10. Generelles Reaktionsschema der allgemeinen Vorschrift VIb fur die Synthese der Inhibitoren.
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Inhibitor 3aa

o)
S
o) TEA ,,S\©\/>
N — o)
RT, U.N.

9a 6a 3aa

Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 9a (20,00 mg; 62,15 pmol), 9a (19,00 mg; 99,87 umol)
und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 umol) durchgefihrt.
Ausbeute: 1,80 mg (3,79 ummol) — 6 %
IH-NMR: (500 MHz, CDCls):
d [ppm] = 7,61 - 7,34 (m, 13H); 4,20 (t, J = 8,3 Hz, 2H); 3,90 (bs, 2H); 3,58 (bs, 2H); 3,24 (t,
J=8,1Hz, 2H); 3,09 (s, 4H).
LC/MS (ESI +): m/z = 476,3 [M+H]*
HRMS (ESI +): C26H2sN304S [M+H]*
berechnet:  m/z = 476,16385
gefunden: m/z = 476,16395
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Inhibitor 3ab

9b 6a 3ab

Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6a (25,00 mg; 77,69 pumol), 9b (20,00 mg; 97,91 pumol)
und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 pumol) durchgefunhrt.
Ausbeute: 2,00 mg (4,09 pmmol) — 5 %
'H-NMR: (500 MHz, CDCls):
o [ppm] =7,63—-7,47 (m, 8H); 7,33—-7,30 (m, 2H); 7,27 (m, 1H); 7,18 (m, 2H); 4,20 (t,
J=8,3Hz, 2H); 3,75 (t, J=8,0 Hz, 2H); 3,72 (s, 2H); 3,55 (t, J=7,4 Hz, 2H); 3,22 {(,
J=8,4 Hz, 2H); 2,98 (t, J = 7,6 Hz 2H); 2,81 (t, 2H).
BC-NMR: (151 MHz, CDCls):
3 [ppm] = 169,49; 134,41; 128,86; 128,53; 124,38; 45,90; 45,76; 45,49; 41,12; 40,96; 30,15;
29,71; 29,25; 14,14.
LC/MS (ESI +): m/z = 490,3 [M+H]*
HRMS (ESI +): C27H27N304S [M+H]*

berechnet:  m/z = 490,17950

gefunden: m/z = 490,17944
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Inhibitor 3ac

0]
S
N + (0]
RT, G.N.

9c 6a 3ac

Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6a (25,00 mg; 77,69 umol), 9¢ (20,00 mg; 91,62 pumol)
und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 umol) durchgefihrt.
Ausbeute: 5,00 mg (9,93 ummol) — 13 %
IH-NMR: (500 MHz, CDCls):
3 [ppm] = 7,62 — 7,49 (m, 7H); 7,27 — 7,13 (m, 6H); 4,21 (t, J = 8,3 Hz, 2H); 3,74 (m, 2H); 3,43
(m, 2H); 3,25 (t, J = 8,1 Hz, 2H); 2,99 — 2,92 (m, 4H); 2,77 (m, 2H); 2,66 (d, J = 15,4 Hz, 2H).
13C-NMR: (151 MHz, CDCls):
d [ppm] = 170,63; 170,60; 169,64; 147,11; 140,83; 136,04; 130,99; 128,82; 128,53; 128,43;
128,13; 127,09; 127,05; 126,30; 124,41; 46,00; 45,89; 45,63; 44,93; 40,98; 34,87; 31,40; 31,39;
27,85.
LC/MS (ESI +): m/z = 504,4 [M+H]*
HRMS (ESI +): C27H27N304S [M+H]*

berechnet: m/z = 504,19515

gefunden: m/z = 504,19514
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Inhibitor 3ad

. & N
TEA J
N + N B ———— N
\/ o DCM
NH RT, G.N. : &/‘ =0

9d 6a 3ad

Allgemeine Vorschrift VVla wurde mit 6a (20,00 mg; 62,15 pumol), 9d (18,00 mg; 77,48 pmol)
und TEA (25,55 mg; 35,00 pl; 252,50 pumol) durchgefihrt.
Ausbeute: 6,80 mg (13,14 pummol) — 21 %
'H-NMR: (500 MHz, CDCls):
8 [ppm] = 7,82 — 7,32 (m, 8H); 7,28 — 7,15 (m, 5H); 4,18 (t, J = 8,3 Hz, 2H); 3,71 (bs, 2H);
3,55 (dd, J=13,1; 6,6 Hz, 2H); 3,31-3,10 (m, 6H); 2,99 (dd, J=13,9; 6,7 Hz, 2H);
2,62 — 2,60 (m, 2H); 1,95 — 1,90 (m, 2H).
BC-NMR: (151 MHz, CDCls):
d [ppm] = 172,04; 169,70; 131,05; 128,93; 128,66; 128,63; 127,24; 126,40; 126,35; 50,51,
50,00; 49,89; 48,13; 47,26; 46,80; 44,85; 35,30; 34,90; 31,54; 31,49; 28,95; 27,64.
LC/MS (ESI +): m/z =518,3 [M+H]*
HRMS (ESI +): C29H31N304S [M+H]*

berechnet:  m/z =518,21080

gefunden: m/z = 518,21096
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Inhibitor 3ba

S o)
(@) TEA 7 m
N . o)
N
O " o DCM N
NH !
RT, U.N. \ o

9a 6b 3ba

Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6b (20,00 mg; 59,56 pumol), 9a (19,00 mg; 99,87 pmol)
und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 umol) durchgefiihrt.
Ausbeute: 6,40 mg (13,07 ummol) — 22 %
IH-NMR: (400 MHz, CDCls):
o [ppm] =7,51-7,26 (m, 13H); 4,73 (m, 1H); 3,77 (s, 2H); 3,50 (s, 2H); 2,95 (s, 4H); 2,68 (d,
J=16,2 Hz, 2H); 1,18 (d, J = 6,4 Hz, 3H).
13C-NMR: (126 MHz, CDCls):
d [ppm] = 134,56; 132,60; 130,87; 130,35; 128,89; 128,68; 128,05; 127,14; 127,09; 124,95;
116,80; 57,89; 35,62; 21,21.
LC/MS (ESI +): m/z = 490,4 [M+H]*
HRMS (ESI +): C27H27N304S [M+H]*
berechnet:  m/z = 490,17950
gefunden: m/z = 490,17950
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Inhibitor 3bb

9b 6b 3bb

Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6b (20,00 mg; 59,56 pumol), 9b (15,00 mg; 73,43 pumol)
und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 umol) durchgefihrt.

Ausbeute: 1,60 mg (3,18 ummol) — 5 %

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

d [ppm] = 7,55 - 7,35 (m, 9H); 7,19 — 7,09 (m, 3H); 4,82 — 4,78 (m, 1H); 3,72 (d, J = 16,2 Hz,
4H); 3,55 - 3,49 (m, 2H); 2,97 (bs, 2H); 2,76 (dd, J = 34,0; 9,2 Hz, 4H); 1,25 (d, J = 6,6 Hz,
3H).

LC/MS (ESI +): m/z =504,3 [M+H]*
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Inhibitor 3bc

9c 6b 3bc

Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6b (20,00 mg; 56,59 pumol), 9¢ (15,00 mg; 68,71 pmol)
und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 umol) durchgefihrt.
Ausbeute: 3,10 mg (5,99 ummol) — 10 %
IH-NMR: (500 MHz, CDCls):
d [ppm] =7,56 - 7,53 (m, 4H); 7,52 - 7,46 (m, 3H); 7,41 (dd, J =17,2; 8,0 Hz, 1H); 7,24 (t,
J=7,4 Hz, 2H); 7,19 — 7,14 (m, 3H); 4,85 4,80 (m, 1H); 3,73 (s, 2H); 3,56 — 3,47 (m, 2H);
3,45 (s, 2H); 2,95 (dd, J = 14,5; 6,8 Hz, 4H); 2,80 (s, 2H); 2,62 (t, J=7,5 Hz, 2H); 1,27 (d,
J=6,2 Hz, 3H).
LC/MS (ESI +): m/z =518,3 [M+H]*
HRMS (ESI +): C29H31N304S [M+H]*

berechnet: m/z = 518,21080

gefunden: m/z = 518,21130
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Inhibitor 3bd

(0] o
©/\)J\N/w +
K/NH
9d

3bd

Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6b (20,00 mg; 59,56 pumol), 9d (18,00 mg; 77,48 pumol)

und TEA (25,55 mg; 35,00 pl; 252,50 pumol) durchgefihrt.
2,80 mg (5,27 ummol) — 9 %
(500 MHz, CDClg):

Ausbeute:
IH-NMR:

& [ppm] = 7,62 (s, 1H): 7,53 — 7,50 (m, 6H); 7,30 — 7,25 (t, 2H); 7,25 — 7,20 (m, 3H); 4,82 (s,
1H): 3,75 (dd, J = 5,6; 3,4 Hz, 1H); 3,68 (dd, J = 7,2; 4,9 Hz, 1H); 3,57 — 3,46 (m, 3H); 3,29 (t,
J=5,1Hz, 1H); 3,25 — 3,20 (m, 1H); 3,18 — 3,14 (m, 1H); 3,11 (t, J = 6,0 Hz, 1H); 3,00 — 2,96
(m, 2H); 2,75 (d, J = 16,2 Hz, 1H); 2,64 (td, J = 7,8; 3,6 Hz, 2H); 1,99 — 1,86 (m, 2H); 1,27 (d,

J=5,6Hz, 3H).
13C-NMR:

(126 MHz, CDCla):

o [ppm] = 130,93; 128,99; 128,65; 128,64; 127,24; 126,40; 124,35; 57,94; 49,94; 48,27; 47,28,;

46,78; 44,86; 35,70; 35,33; 34,89; 31,54; 31,49; 29,85; 28,93; 27,61.
LC/MS (ESI +): m/z = 532,4 [M+H]*

HRMS (ESI +): CaoH33N304S [M+H]*

m/z = 532,22645
m/z = 532,22677

berechnet:

gefunden:
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Inhibitor 3ca

9a 6¢c 3ca

Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6¢ (20,00 mg; 51,31 pmol), 9a (19,00 mg; 99,87 pmol)
und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 umol) durchgefihrt.
Ausbeute: 10,60 mg (19,50 ummol) — 38 %
IH-NMR: (500 MHz, CDCls):
8 [ppm] = 7,74 (dd, J = 37,3; 8,0 Hz, 4H); 7,60 (s, 2H); 7,45 - 7,42 (m, 3H); 7,34 (d, J = 7,6 Hz,
2H); 4,15 (t, J = 7,2 Hz, 2H); 3,72 (d, J = 142,7 Hz, 4H); 3,24 (t, J = 8,3 Hz, 2H); 3,04 (s, 4H).
13C-NMR: (151 MHz, CDCls):
d [ppm] = 170,60; 168,25; 134,87; 130,40; 128,79; 128,38; 127,60; 127,26; 126,10; 124,63;
124,58; 46,34; 41,12.
LC/MS (ESI +): m/z = 544,2 [M+H]*
HRMS (ESI +): C27H24F3N304S [M+H]*

berechnet:  m/z =544,15124

gefunden: m/z = 544,15161
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Inhibitor 3cb

S
O
0 T o
N TEA g
N/\ + N

K/NH ° DCM
RT, U.N.

9b 6¢c 3cb

Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6¢ (20,00 mg; 51,31 umol), 9b (15,00 mg; 73,43 pmol)
und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 umol) durchgefihrt.
Ausbeute: 6,70 mg (12,02 ummol) — 23 %
IH-NMR: (500 MHz, CDCls):
d [ppm] =7,80 (d, J = 8,2 Hz, 2H); 7,72 (d, J = 8,1 Hz, 2H); 7,58 — 7,50 (m, 2H); 7,37 — 7,29
(m, 3H); 7,28 — 7,22 (m, 1H); 7,17 (d, J = 6,8 Hz, 2H); 4,16 (t, J = 7,6 Hz, 2H); 3,78 — 3,73 (m,
4H); 3,58 - 3,54 (m, 2H); 3,25 (t, J = 8,4 Hz, 2H); 3,00 - 2,98 (m, 2H); 2,85 - 2,81 (m, 2H).
13C-NMR: (126 MHz, CDCly):
o [ppm] = 134,41; 129,33; 128,85; 128,55; 127,85; 127,58; 126,35; 46,24; 46,08; 46,02; 41,77,
41,18.
LC/MS (ESI +): m/z =572,3 [M+H]*
HRMS (ESI +): CagH26F3N304S [M+H]*

berechnet: m/z = 558,16689

gefunden: m/z = 558,16725
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Inhibitor 3cc

S
O ~
/,
N
RT, G.N.

9c 6¢c 3cc

Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6¢ (20,00 mg; 51,31 umol), 9¢ (15,00 mg; 68,71 pumol)
und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 umol) durchgefihrt.
Ausbeute: 8,10 mg (14,17 ummol) — 28 %
IH-NMR: (500 MHz, CDCls):
3 [ppm] = 8,22 (bs, 1H); 7,80 (d, J = 8,2 Hz, 2H); 7,72 (d, J = 8,0 Hz, 2H); 7,59 (s, 1H); 7,21
(dt, J = 14,8; 7,9 Hz, 6H): 4,17 (t, = 7,4 Hz, 2H): 3,74 (t, J = 7,5 Hz, 2H): 3,44 (m, 2H); 3,26
(t, J=8,3 Hz, 2H); 2,99 — 2,92 (m, 4H); 2,82 - 7,76 (m, 2H); 2,64 (t, J = 7,6 Hz, 2H).
13C-NMR: (126 MHz, CDCls):
d [ppm] = 172,24; 129,00; 128,81; 128,62; 127,84; 126,90; 126,38; 124,88; 46,16; 45,70;
41,67; 35,07; 32,02.
HRMS (ESI +): C2gH2sF3N304S [M+H]*

berechnet: m/z = 572,18254

gefunden: m/z = 572,18268
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Inhibitor 3cd
0 2 //}
Cl\ /7 N
/§ \\V/N\ép
O @ 4

N TEA o

N + N

O O pcwm

NH

RT, G.N.

9d 6¢c 3cd

Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6¢ (20,00 mg; 51,31 umol), 9d (18,00 mg; 77,48 pumol)
und TEA (25,55 mg; 35,00 pl; 252,50 pumol) durchgefihrt.
Ausbeute: 15,00 mg (25,61 pummol) — 50 %
'H-NMR: (500 MHz, CDCls):
d [ppm] =8,16 (s, 1H); 7,78 (d, J=8,0 Hz, 2H); 7,69 (d, J=8,0 Hz, 2H); 7,63 (s, 1H);
7,62 -7,30 (m, 1H); 7,27 (dd, J=6,1; 1,6 Hz, 2H); 7,20 (dd, J = 14,3; 7,1 Hz, 3H); 4,13 (s,
2H); 3,70 (dt, J=12,1; 5,5 Hz, 2H); 3,55 (dd, J = 14,1; 7,6 Hz, 2H); 3,31 — 3,12 (m, 6H); 2,97
(dd, J=15,1; 7,2 Hz, 2H); 2,60 (dd, J = 14,2; 6,8 Hz, 2H); 2,00 — 1,85 (m, 2H).
BC-NMR: (151 MHz, CDCls):
d [ppm] = 172,02; 141,24; 128,65; 128,60; 127,59; 126,39; 126,03; 50,47; 49,93; 49,81; 48,40;
48,08; 47,26; 46,79; 44,85; 35,26; 34,87; 31,51; 31,46; 28,95; 27,63.
LC/MS (ESI +): m/z = 586,4 [M+H]*
HRMS (ESI +): CoHaoF3N304S [M+H]*

berechnet:  m/z =586,19819

gefunden: m/z = 586,19870
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Inhibitor 3da

Cl
Cl

9a 6d 3da

Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6d (20,00 mg; 56,14 umol), 9a (19,00 mg; 99,87 pmol)
und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 pumol) durchgefunhrt.
Ausbeute: 11,60 mg (22,74 ummol) — 41 %
'H-NMR: (500 MHz, CDCls):
o [ppm] =7,60-7,53 (m, 4H); 7,50-7,39 (m, 6H); 7,34 (d, J=7,8Hz, 2H); 4,17 (¢,
J =8,4 Hz, 2H); 3,89 (bs, 2H); 3,57 (bs, 2H); 3,23 (t, J = 8,3 Hz, 2H); 3,04 (d, J = 5,7 Hz, 4H).
13C-NMR: (151 MHz, CDCls):
d [ppm] = 176,53; 170,60; 168,67; 147,08; 137,38; 134,88; 134,44; 130,39; 129,27; 128,79;
127,26; 122,20; 70,68; 69,48; 63,18; 47,32; 25,58; 22,77; 14,10; 11,94.
LC/MS (ESI +): m/z =510,3 [M+H]*
HRMS (ESI +): C26H24CIN304S [M+H]*

berechnet: m/z = 510,12488; 512,12193

gefunden: m/z = 510,12504; 512,12215
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Inhibitor 3db

o)
O//S K/N\ 2
o) S
.
N/\ o DCM N
NH .
@ RT, 0.N.
Cl
Cl

9b 6d 3db

Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6d (20,00 mg; 56,14 umol), 9b (15,00 mg; 73,43 pumol)
und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 pumol) durchgefunhrt.
Ausbeute: 7,60 mg (14,50 ummol) — 26 %
'H-NMR: (500 MHz, CDCly):
d [ppm] = 7,52 (dt, J = 27,4; 8,7 Hz, 6H); 7,37 — 7,29 (m, 3H); 7,27 (d, J = 7,1 Hz, 1H); 7,16
(d, J=6,7 Hz, 2H); 4,19 (t, J = 8,3 Hz, 2H); 3,79 — 3,74 (m, 4H); 3,59 - 3,56 (m, 2H); 3,24 (t,
J =8,3 Hz, 2H); 3,01 -2,98 (m, 2H); 2,85 - 2,80 (m, 2H).
13C-NMR: (126 MHz, CDCly):
S [ppm] = 171,23; 169,24; 147,16; 137,81; 134,43; 134,09; 129,59; 129,40; 129,05; 128,81,
128,47; 127,70; 124,82; 51,60; 46,17; 46,10; 41,97; 41,05; 28,26.
LC/MS (ESI +): m/z = 524,3 [M+H]*
HRMS (ESI +): C27H26CIN304S [M+H]*

berechnet:  m/z =524,14053; 526,13758

gefunden: m/z = 524,14059; 526,13785
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Inhibitor 3dc
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[::]//\V/M\T::j o ooM N
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RT, G.N.

Cl
Cl

9c 6d 3dc

Allgemeine VVorschrift Vla wurde mit 6d (20,00 mg; 56,14 pmol), 9¢ (15,00 mg; 68,71 pmol)
und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 umol) durchgefinhrt.
Ausbeute: 15,20 mg (28,25 ummol) — 50 %
IH-NMR: (500 MHz, CDCls):
8 [ppm] = 7,96 (bs, 1H); 7,59 — 7,48 (m, 6H); 7,24 (t, J=7,4 Hz, 2H); 7,17 (dd, J = 10,8;
4,5 Hz, 3H); 4,19 (t, J=8,3 Hz, 2H); 3,74-3,72 (m, 2H); 3,42 -3,44 (m, 2H); 3,25 (t,
J=8,4 Hz, 2H); 2,99 — 2,89 (m, 4H); 2,76 - 278 (m, 2H); 2,66 (t, J = 7,6 Hz, 2H).
13C-NMR: (126 MHz, CDCls):
d [ppm] = 172,72; 169,39; 147,13; 140,39; 137,87; 134,31; 130,77; 129,61; 129,03; 128,82;
128,53; 126,97; 124,87; 51,64; 46,77; 46,11; 45,83; 41,81; 34,99; 32,10; 28,27; 8,93.
LC/MS (ESI +): m/z = 538,4 [M+H]*
HRMS (ESI +): C2sHasCIN3O4S [M+H]*

berechnet: m/z = 538,15618; 540,15323

gefunden: m/z = 538,15645; 540,15373
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Inhibitor 3dd
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Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6d (20,00 mg; 56,14 umol), 9d (18,00 mg; 77,48 pumol)
und TEA (25,55 mg; 35,00 pl; 252,50 pumol) durchgefihrt.
Ausbeute: 17,80 mg (23,24 ummol) — 57 %
IH-NMR: (500 MHz, CDCls):
3 [ppm] =7,86 (bs, 1H); 7,64 -7,56 (m, 2H); 7,53 (dd, J=8,5; 2,2 Hz, 2H); 7,48 (d,
J=8,3Hz, 2H); 7,27 (dd, J=7,5; 2,5 Hz, 2H); 7,24 — 7,17 (m, 3H); 4,15 (t, J = 8,3 Hz, 2H);
3,70 - 3,98 (m, 2H); 3,54 (dd, J=14,1; 7,7 Hz, 2H); 3,37 — 3,05 (m, 6H); 2,97 (dd, J = 14,5;
7,1 Hz, 2H); 2,60 (dd, J = 14,4; 7,0 Hz, 2H); 1,94 - 1,90 (m, 2H).
BC-NMR: (176 MHz, CDCls):
3 [ppm] = 171,96; 141,29; 141,22; 129,19; 128,79; 128,57; 127,25; 126,35; 126,30; 50,42;
49,89; 49,77, 48,37, 48,02; 47,22; 46,75; 44,80; 35,22; 34,83, 31,48; 31,43; 28,93; 27,61.
LC/MS (ESI +): m/z = 552,3; 554,2 [M+H]*
HRMS (ESI +): C29H30CIN304S [M+H]*

berechnet:  m/z =552,17183; 554,16888

gefunden: m/z = 552,17240; 554,16967
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Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6e (20,00 mg; 56,14 pmol), 9a (19,00 mg; 99,87 pmol)
und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 pumol) durchgefunhrt.
Ausbeute: 14,60 mg (28,63 ummol) — 51 %
'H-NMR: (500 MHz, CDCls):
d [ppm] = 7,50 - 7,47 (m, 3H); 7,45 - 7,42 (m, 1H); 7,40 — 7,30 (m, 6H); 7,27 — 7,23 (m, 2H);
4,08 (t, J = 8,4 Hz, 2H); 3,79 (s, 2H); 3,53 (d, J = 8,7 Hz, 2H); 3,16 (t, J = 8,4 Hz, 2H); 2,97 (d,
J =15,3 Hz, 4H).
13C-NMR: (126 MHz, CDCly):
o [ppm] =171,04; 168,17; 146,83; 137,59; 134,97; 134,16, 133,73; 131,11; 130,52; 130,27;
129,85; 128,74; 128,21; 127,26; 127,10; 125,14; 124,46; 122,07; 122,04; 70,53; 69,35; 63,06;
51,17; 47,20; 46,21; 31,71; 30,94; 29,57; 27,89; 26,48; 25,44; 22,69; 22,62.
LC/MS (ESI +): m/z = 510,3; 512,0 [M+H]*
HRMS (ESI +): C26H23CI2N304S [M+H]*

berechnet:  m/z =510,12488; 512,12193

gefunden: m/z = 510,12483; 512,12195
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Inhibitor 3eb

Cl

Cl
9b 6e 3eb

Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6e (20,00 mg; 56,14 umol), 9b (15,00 mg; 73,43 pumol)
und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 pumol) durchgefunhrt.
Ausbeute: 8,90 mg (16,98 ummol) — 30 %
'H-NMR: (500 MHz, CDCls):
d [ppm] = 7,49 (s, 1H); 7,48 — 7,32 (m, 6H); 7,22 — 7,19 (m, 2H); 7,18 — 7,15 (m, 1H); 7,07 (d,
J=6,5Hz, 2H); 4,08 (t, J = 8,4 Hz, 2H); 3,66 (d, J = 9,6 Hz, 4H); 3,49 - 3,45 (m, 2H); 3,14 (t,
J=8,4Hz, 2H); 2,89 - 2,91 (m, 2H); 2,72 -2,74 (m, 2H).
13C-NMR: (126 MHz, CDCly):
d [ppm] = 170,63; 137,52; 135,00; 133,80; 131,12; 130,39; 130,26; 128,98; 128,42; 128,11,
127,26; 127,23; 125,10; 124,40; 45,79; 45,69; 41,52; 40,71; 27,86.
LC/MS (ESI +): m/z = 524,3 [M+H]*
HRMS (ESI +): C27H26CIN304S [M+H]*

berechnet:  m/z =524,14053; 526,13758

gefunden: m/z = 524,14073; 526,13808
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Inhibitor 3ec

Cl

9c 6e 3ec cl

Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6e (20,00 mg; 56,14 pmol), 9¢ (15,00 mg; 68,71 pumol)
und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 umol) durchgefihrt.
Ausbeute: 20,00 mg (73,17 ummol) — 66 %
IH-NMR: (500 MHz, CDCls):
8 [ppm] = 7,95 (bs, 1H); 7,58 — 7,43 (m, 6H); 7,23 (d, J = 7,3 Hz, 2H); 7,19 - 7,15 (m, 3H);
4,18 (t, J = 8,3 Hz, 2H); 3,73 - 3,70 (m, 2H); 3,45 - 3,40 (m, 2H); 3,25 (t, J = 8,3 Hz, 2H); 2,95
(dd, J=15,3; 7,6 Hz, 4H); 2,79 (J = 8,4 Hz, 2H); 2,64 (t, J = 7,6 Hz, 2H).
13C-NMR: (126 MHz, CDCls):
d [ppm] = 171,86; 168,17; 146,72; 140,25; 137,53; 134,99; 131,12; 130,41; 130,25; 128,59;
128,43; 128,17; 127,24; 126,48; 125,11; 124,44; 51,11; 45,82; 45,77; 45,31; 41,29; 34,67;
31,63; 27,85.
LC/MS (ESI +): m/z = 538,4; 540,2 [M+H]*
HRMS (ESI +): C28H2sCIN304S [M+H]*

berechnet:  m/z =538,15618; 540,15323

gefunden: m/z = 538,15626; 540,15358
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Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6e (20,00 mg; 56,14 umol), 9d (18,00 mg; 77,48 pumol)
und TEA (25,55 mg; 35,00 pl; 252,50 umol) durchgefihrt.
Ausbeute: 21,50 mg (38,94 ummol) — 69 %
IH-NMR: (500 MHz, CDCls):
3 [ppm] = 8,00 (bs, 1H); 7,65 — 7,54 (m, 3H); 7,53 — 7,49 (m, 1H); 7,47 — 7,43 (m, 2H); 7,27
(dd, J=7,7; 2,5 Hz, 2H); 7,22 - 7,16 (m, 3H); 4,15 (t, J = 8,2 Hz, 2H); 3,71 - 3,69 (m, 2H);
3,57 3,52 (m, 2H); 3,31 - 3,29 (m, 1H); 3,27 — 3,14 (m, 4H); 3,13 (t, J = 6,0 Hz, 1H); 2,97
(dd, J = 14,8; 7,1 Hz, 2H), 2,60 (qui, J = 5,5 Hz, 2H); 1,99 — 1,86 (m, 2H).
13C-NMR: (126 MHz, CDCly):
d [ppm] = 171,97; 135,01; 134,35; 131,08; 130,31; 128,63; 128,58; 127,37; 127,31; 127,28;
126,37; 126,32; 125,25; 123,86; 123,80; 51,20; 50,45; 49,94; 49,81; 48,40; 48,06; 47,24; 46,79;
44,83; 35,25; 34,85; 31,51; 31,46; 28,95; 27,98; 27,64.
LC/MS (ESI +): m/z = 552,3; 554,2 [M+H]*
HRMS (ESI +): C29H30CIN304S [M+H]*

berechnet:  m/z =552,17183; 554,1688

gefunden: m/z = 552,17244; 554,16969
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Allgemeine Vorschrift VIb wurde mit 6e (25,00 mg; 70,18 pmol) und 9e (14,00 mg;
68,54 umol) durchgefihrt.
Ausbeute: 5,90 mg (11,26 ummol) — 16 %
'H-NMR: (500 MHz, Aceton-ds):
8 [ppm] = 8,13 (s, 1H); 7,70 (s, 1H); 7,67 — 7,56 (m, 5H); 7,47 — 7,41 (m, 3H); 7,37 (dd, J = 7,7;
1,6 Hz, 2H); 4,21 (t, J=8,5Hz, 2H); 3,74 (d, J = 10,3 Hz, 1H); 3,59 (d, J = 11,5 Hz, 1H);
3,39 - 3,26 (m, 5H); 2,51 (dd, J = 11,6; 3,5 Hz, 1H); 2,36 (td, J = 11,8; 3,3 Hz, 1H); 1,38 (d,
J =6,8 Hz, 3H).
LC/MS (ESI +): m/z = 524,2; 526,1 [M+H]*
HRMS (ESI +): C27H26CIN304S [M+H]*

berechnet:  m/z = 524,114053; 526,16758

gefunden: m/z = 524,14525; 526,13971
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Inhibitor 3ef

of 6e 3ef

Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6e (35,00 mg; 98,25 umol), 9f (20,00 mg; 97,91 pumol)
und TEA (36,50 mg; 50,00 pl; 360,71 pmol) durchgefinhrt.
Ausbeute: 1,40 mg (2,67 ummol) — 3 %
'H-NMR: (500 MHz, Aceton-ds):
d [ppm] =8,09 (s, 1H); 7,84 -7,65 (m, 3H); 7,65-7,56 (m, 3H); 7,48 -7,31 (m, 5H);
4,24 — 4,12 (m, 2H); 3,80 (d, J=8,9 Hz, 2H); 3,50 (dd, J=5,1; 2,4 Hz, 5H); 3,35 (s, 1H);
3,28 — 3,22 (m, 4H).
LC/MS (ESI +): m/z =524,2; 525,9 [M+H]*
HRMS (ESI +): C27H26CIN304S [M+H]*

berechnet: m/z = 524,14053; 526,13758

gefunden: m/z = 524,14184; 526,13911
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Inhibitor 3eg

Allgemeine VVorschrift VVla wurde mit 6e (25,00 mg; 70,18 pmol), 99 (12,00 mg; 68,08 pmol)
und TEA (36,50 mg; 50,00 pl; 360,71 pmol) durchgefinhrt.
Ausbeute: 16,70 mg (33,67 ummol) — 49 %
'H-NMR: (500 MHz, Aceton-ds):
8 [ppm] = 8,24 — 7,95 (m, 1H); 7,67 — 7,55 (m, 8H); 7,48 — 7,43 (m, 3H); 4,46 (s, 2H); 4,18 (t,
J=8,5Hz, 2H); 4,15 - 3,66 (m, 1H); 3,62 — 3,31 (m, 6H); 3,26 (t, J = 8,3 Hz, 2H); 3,22 - 2,87
(m, 1H).
LC/MS (ESI +): m/z = 496,1; 498,0 [M+H]*
HRMS (ESI +): C26H26CIN3O3S [M+H]*

berechnet: m/z = 496,14562; 498,14267

gefunden: m/z = 496,14757; 498,14441
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Allgemeine VVorschrift Vla wurde mit 6e (25,00 mg; 70,18 umol), 9h (15,00 mg; 66,76 pmol)
und TEA (36,50 mg; 50,00 ul; 360,71 pmol) durchgefuhrt. Es wurde GberinPE :E5:1-5:4
aufgereinigt.
Ausbeute: 21,70 mg (39,86 ummol) — 60 %
Rs-Wert: 0,18 (Silica, PE:E1:1)
'H-NMR: (500 MHz, Aceton-ds):
3 [ppm] = 8,11 (bs, 1H); 7,68 — 7,54 (m, 6H); 7,50 - 7,41 (m, 2H); 4,19 (t, J = 8,5 Hz, 2H); 3,68
(bs, 4H); 3,28 (t, J = 8,5 Hz, 2H); 3,05 (s, 4H).
BC-NMR: (126 MHz, Aceton-d):
d [ppm] = 168,75; 135,48; 134,90; 134,76; 134,39; 130,89; 130,81; 130,67; 129,50; 128,87;
128,20; 127,38; 125,84; 124,93.
HRMS (ESI +): C26H23CI2N304S [M+H]*

berechnet: m/z = 544,08591; 546,08296; 548,08001

gefunden: m/z = 544,08693; 546,08383; 548,08043
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Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6e (25,00 mg; 70,18 umol), 9i (15,00 mg; 66,76 pmol)
und TEA (36,50 mg; 50,00 ul; 360,71 pmol) durchgefuhrt. Eswurde GberinPE :E5:1-5:4
aufgereinigt.
Ausbeute: 10,20 mg (18,73 ummol) — 28 %
Re-Wert: 0,18 (Silica, PE:E1:1)
'H-NMR: (500 MHz, Aceton-de):
8 [ppm] = 8,14 (bs, 1H); 7,70 — 7,59 (m, 5H); 7,51 — 7,41 (m, 4H); 7,35 (tt, J = 7,2; 1,4 Hz,
1H); 4,22 (td, J = 8,4; 3,8 Hz, 2H); 3,69 (s, 4H); 3,30 (t, J = 8,4 Hz, 2H); 3,09 (s, 4H).
13C-NMR: (151 MHz, CDCls):
3 [ppm] = 168,98; 168,15; 147,02; 137,80; 136,63; 135,08; 134,97; 131,20; 130,51; 130,38;
130,17; 128,34; 127,48; 127,41; 125,27; 125,26; 124,58.
HRMS (ESI +): C26H23CI2N304S [M+H]*

berechnet:  m/z = 546,08296; 548,08001

gefunden: m/z = 546,08440; 548,08092
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Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6e (25,00 mg; 70,18 pumol), 9j (15,00 mg; 66,76 pmol)
und TEA (36,50 mg; 50,00 pl; 360,71 umol) durchgefihrt. Es wurde sdulenchromatographisch
im Losemittelverhaltnis PE : E 5 : 1-5 : 4 getrennt.
Ausbeute: 26,20 mg (48,12 ummol) — 72 %
Re-Wert: 0,18 (Silica, PE:E1:1)
'H-NMR: (500 MHz, Aceton-de):
8 [ppm] = 8,13 (bs, 1H); 7,73 — 7,53 (m, 6H); 7,51 — 7,40 (m, 3H): 7,35 — 7,30 (m, 1H); 4,21
(t, J=8,5Hz, 2H); 3,88 (d, J = 7,8 Hz, 4H); 3,29 (t, J = 8,4 Hz, 2H); 3,09 (s, 4H).
BC-NMR: (126 MHz, Aceton-ds):
d [ppm] = 168,29; 167,83; 147,49; 139,28; 138,22; 136,17; 134,77; 134,40; 134,26; 130,92;
130,81; 130,68; 130,56; 130,01; 129,84; 128,46; 128,20; 127,82; 127,55; 127,39; 125,97;
125,85; 124,94; 116,96; 51,39; 46,69; 46,49; 46,28; 40,99.
LC/MS (ESI +): m/z = 544,22; 546,2 [M+H]*
HRMS (ESI +): C26H23Cl2N304S [M+H]*

berechnet: m/z = 544,08591; 546,08296; 548,08001

gefunden: m/z = 544,08738; 546,08433; 548,08069
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Allgemeine Vorschrift VIb wurde mit 6e (25,00 mg; 70,18 umol) und 9k (12,00 mg;
67,33 umol) durchgefihrt.
Ausbeute: 11,40 mg (22,89 ummol) — 34 %
IH-NMR: (500 MHz, CDsOD):
d [ppm] = 8,60 (s, 1H); 7,91 — 7,88 (m, 3H); 7,68 — 7,55 (m, 4H); 7,50 (t, J = 7,5 Hz, 4H); 4,14
(d, J=8,2 Hz, 1H); 3,57 — 3,40 (m, 4H); 3,22 (t, J = 8,3 Hz, 1H); 2,00 — 1,90 (m, 4H).
13C-NMR: (126 MHz, CD30D):
d [ppm] = 170,37; 135,63; 132,68; 129,59; 128,26; 38,35; 30,41.

Inhibitor 3el

O
N/\/\/NH3 + N - 5 © \CE'}
H o) Pyridin o
cl 100°C, u.N. cl

9 6e 3el

Allgemeine Vorschrift VIb wurde mit 6e (25,00 mg; 70,18 pmol) und 91 (13,00 mg;
67,62 umol) durchgefihrt.

Ausbeute: 30,10 mg (58,79 pmmol) — 87 %

'H-NMR: (500 MHz, CD3s0D):

o [ppm] = 8,66 (bs, 1H); 8,45 (bs, 1H); 8,00 - 7,95 (m, 1H); 7,83 — 7,31 (m, 9H); 4,43 - 4,10
(m, 2H); 3,25 - 3,19 (m, 6H); 1,36 - 1,33 (m, 5H).
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Allgemeine Vorschrift VIb wurde mit 6e (25,00 mg; 70,18 umol) und 9m (11,00 mg;
66,99 umol) durchgefihrt.

Ausbeute: 5,80 mg (11,98 ummol) — 18 %

'H-NMR: (500 MHz, CD30D):

d [ppm] = 8,05 - 8,00 (m, 1H); 7,95 - 7,86 (m, 1H); 7,78 — 7,31 (m, 10H); 4,12 (d, J = 8,0 Hz,
2H); 3,27 — 3,17 (m, 4H); 2,73 (s, 1H); 1,97 (s, 2H).
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Allgemeine Vorschrift VIb wurde mit 6e (50,00 mg; 140,36 pumol) und 90 (36,00 mg;
141,86 umol) durchgefiihrt.
Ausbeute: 19,10 mg (33,30 umol) — 24 %
'H-NMR: (500 MHz, Aceton-de):
8 [ppm] = 8,32 (bd, 1H); 7,76 — 7,46 (m, 6H); 7,30 —7,20 (m, 1H); 7,11—7,02 (m, 1H);
7,01 - 6,88 (m, 2H); 4,19 (sept, 2H); 3,55 — 3,52 (m, 2H); 3,36 — 3,32 (m, 2H); 3,28 — 3,23 (m,
4H); 3,15 - 3,13 (m, 2H); 1,52 — 1,46 (m, 2H); 1,42 — 1,31 (m, 2H); 0,93 — 0,90 (m, 2H).
BC-NMR: (126 MHz, Aceton-d):
o [ppm] = 151,67; 134,98; 134,57; 134,38; 130,89; 130,79; 130,74; 130,64; 61,54; 54,35;
51,53; 51,36; 48,48; 46,37; 46,13; 46,02; 39,90; 35,39; 24,27.
LC/MS (ESI +): m/z =573,36; 575,2 [M+H]*
HRMS (ESI +): C2sH30Cl2N403S [M+H]*

berechnet: m/z = 573,14884; 575,14589; 577,14294

gefunden: m/z = 573,15009; 575,14709; 577,14364
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Allgemeine Vorschrift VIb wurde mit 6e (50,00 mg; 140,36 umol) und 9p (36,00 mg;
141,86 pmol) durchgefihrt.
Ausbeute: 30,30 mg (52,83 umol) — 38 %
'H-NMR: (500 MHz, Aceton-ds):
d [ppm] = 8,02 - 7,99 (m, 1H); 7,80 — 7,69 (m, 2H); 7,67 (d, J = 1,5 Hz, 1H); 7,62 — 7,55 (m,
3H); 7,45 (dd, J=7,9; 1,3 Hz, 1H); 7,35 (td, J =8,0; 1,4 Hz, 1H); 7,22 (dd, J = 8,0; 1,2 Hz,
1H): 7,13 (td, J = 7,9; 1,3 Hz, 1H); 4,19 (t, J = 8,4 Hz, 2H); 3,80 (d, J = 8,4 Hz, 2H); 3,54 (d,
J=9,2 Hz, 2H); 3,44 — 3,41 (m, 2H); 3,34 (t, J = 7,3 Hz, 4H); 3,26 (t, J = 8,4 Hz, 2H); 3,09 (t,
J=6,3 Hz, 2H); 2,15 - 2,12 (m, 2H).
BC-NMR: (126 MHz, Aceton-d):
o [ppm] = 167,72; 148,17; 146,84; 139,35; 135,93; 134,58; 134,38; 130,91; 130,78; 130,63;
128,83; 128,54; 127,31; 125,85; 125,32; 124,14; 121,40; 109,98; 54,41; 52,36; 51,36; 48,39;
46,32; 40,48; 27,99; 24,30.
LC/MS (ESI +): m/z = 573,4; 575,3 [M+H]"
HRMS (ESI +): C28H30Cl2N403S [M+H]*

berechnet: m/z = 573,14884; 575,14589; 577,14294

gefunden: m/z = 573,14980; 575,14664; 577,14369
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Allgemeine Vorschrift VIb wurde mit 6e (50,00 mg; 140,36 umol) und 9q (35,00 mg;
141,48 umol) durchgefiihrt.
Ausbeute: 16,70 mg (29,45 umol) — 21 %
'H-NMR: (500 MHz, Aceton-de):
& [ppm] = 8,05 (s, 1H); 7,74 — 7,70 (m, 2H); 7,67 (s, 1H); 7,65 — 7,63 (m, 2H); 7,61 — 7,58 (m,
2H); 7,57 (s, 1H); 7,55 (dd, J=7,4; 2,6 Hz, 1H); 7,45 (d, J=7,5Hz, 2H); 4,52 (s, 2H);
4,24 — 4,09 (m, 3H); 3,99 — 3,61 (m, 8H); 3,42 — 3,35 (m, 2H); 3,22 (dt, J = 22,8; 8,3 Hz, 3H);
3,05 (t, J = 6,3 Hz, 2H); 2,52 (s, 2H).
BC-NMR: (126 MHz, Aceton-ds):
d [ppm] = 139,36; 139,36; 134,36; 130,76; 129,94; 129,35; 127,41; 125,51; 124,13; 60,71,
55,19; 53,20; 52,68; 40,40; 24,64.
LC/MS (ESI +): m/z = 567,4; 569,3 [M+H]*
HRMS (ESI +): C30HasCIN4O3S [M+H]*

berechnet: m/z = 567,21912; 569,21617

gefunden: m/z = 567,21980; 569,21715

-192 -



Inhibitor 3er
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Allgemeine Vorschrift VVla wurde mit 6e (25,00 mg; 70,18 pmol), 1-(3-Chlorphenyl)piperazin
Hydrochlorid 9r (25,00 mg; 107,23 umol) und TEA (0,15¢9; 200,00 ul; 1,44 mmol)
durchgefuhrt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch in PE : E 5 : 1 getrennt.
Ausbeute: 28,80 mg (55,77 umol) — 79 %
H-NMR: (500 MHz, DMSO-ds):
d [ppm] = 8,15 (bs, 1H); 7,70 — 7,53 (m, 6H); 7,21 (t, J = 8,1 Hz, 1H); 6,94 (t, J = 2,0 Hz, 1H);
6,88 (dd, J=8,4; 1,9 Hz, 1H); 6,81 (dd, J=7,8; 1,3Hz, 1H); 4,07 (t, J=8,4 Hz, 2H);
3,30 - 3,27 (m, 4H); 3,19 (t, J = 8,5 Hz, 2H); 3,00 — 2,98 (m, 4H).
13C-NMR: (151 MHz, CD30D):
o [ppm] = 161,91; 161,45; 129,52; 129,38; 64,53; 61,91; 58,50; 45,93; 33,49; 31,67; 29,37,
29,08; 28,76; 26,75; 24,62; 22,33; 13,06.
LC/MS (ESI +): m/z = 516,2; 518,2 [M+H]"
HRMS (ESI +): C25H23CIl2N303S [M+H]*

berechnet: m/z = 516,09099; 518,08804; 520,08509

gefunden: m/z = 516,09283; 518,08930; 520,08627
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Allgemeine Vorschrift VVla wurde mit 6e (25,00 mg; 70,18 pmol), 1-(2-Chlorphenyl)piperazin
Hydrochlorid 9s (25,00 mg; 107,23 umol) und TEA (0,159; 200,00 ul; 1,44 mmol)
durchgefuhrt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch in PE : E 5 : 1 getrennt.
Ausbeute: 28,50 mg (55,19 pmol) — 79 %
'H-NMR: (500 MHz, Aceton-de):
d [ppm] =8,17 (s, 1H); 7,71 - 7,70 (m, 3H); 7,65 7,55 (m, 3H); 7,39 (dd, J=7,9; 1,4 Hz,
1H); 7,32 (td, J = 8,0; 1,4 Hz, 1H); 7,22 — 7,19 (m, 1H); 7,07 (td, J = 7,8; 1,5 Hz, 1H); 4,21 (t,
J=8,5Hz, 2H); 3,31 (t, J = 8,4 Hz, 2H); 3,16 (dd, J = 16,2; 4,3 Hz, 8H).
13C-NMR: (126 MHz, Aceton-ds):
o [ppm] = 167,82; 149,12; 147,46; 139,37; 134,75; 134,39; 130,78; 130,63; 128,85; 128,37;
128,28; 127,40; 125,85; 124,98; 124,82; 121,46; 51,37; 50,97; 46,89; 28,01.
LC/MS (ESI +): m/z =516,38; 518,2 [M+H]*
HRMS (ESI +): C25H23CI2N303S [M+H]*

berechnet:  m/z =516,09099; 518,08804; 520,08509

gefunden: m/z = m/z = 516,09261; 518,08919; 520,08598
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Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6e (210,00 mg; 0,54 mol), 8a (100,00 mg; 0,59 pmol)
und TEA (0,16 mg; 0,23 ml; 1,61 mmol) durchgefuhrt.
Ausbeute: 237,00 mg (0,47 ummol) — 87 %
'H-NMR: (500 MHz, CDCly):
8 [ppm] = 7,90 (bs, 1H), 7,62 — 7,42 (m, 6H); 4,14 (t, J = 8,3 Hz, 2H); 3,54 — 3,52 (m, 4H);
3,39 (s, 2H); 3,24 (t, J = 8,4 Hz, 2H); 2,98 (s, 2H); 1,48 (s, 9H).
13C-NMR: (126 MHz, CD.Cly):
o [ppm] = 154,34; 135,05; 131,12; 130,57; 128,36; 127,56; 125,55; 124,84; 80,33; 79,94,
46,39; 28,46; 28,38.
HRMS (ESI +): C24H2sCIN3OsS [M+H]*
berechnet: m/z = 506,15110; 508,14815
gefunden: m/z = 506,15210; 508,14859
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Inhibitor 3eu

Allgemeine Vorschrift Va wurde mit 3et (668,00 mg; 1,32 mmol) und TFA (1,48 g; 1,00 ml;
12,98 mmol) durchgefihrt.
Ausbeute: 535,00 mg (1,32 mmol) — quant.
'H-NMR: (500 MHz, Aceton-ds):
d [ppm] = 8,08 (s, 1H); 7,70 — 7,46 (m, 6H); 4,19 (t, J = 8,5 Hz, 2H); 3,54 — 3,40 (m, 8H);
3,31-3,29 (m, 2H).
13C-NMR: (126 MHz, Aceton-de):
o [ppm] = 167,77; 147,22; 139,35; 134,54; 134,39; 131,10; 130,80; 130,65; 128,15; 127,41,
125,86; 124,90; 116,79; 54,47, 51,37; 47,38; 46,45; 45,47; 45,38.
HRMS (ESI +): C19H20CIN303S [M+H]*
berechnet:  m/z = 408,09572
gefunden: m/z = 408,09770
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Allgemeine Vorschrift la wurde mit Isonicotinoylchlorid Hydrochlorid (25,00 mg;
140,44 umol), 3eu (50,00 mg; 123,18 umol) und TEA (219,00 mg; 300,00 pl; 2,16 mmol)
durchgefiihrt.
Ausbeute: 10,40 mg (20,35 pmmol) — 17 %
'H-NMR: (500 MHz, Aceton-de):
d [ppm] = 8,82 (bs, 2H); 8,12 (bs, 1H); 7,72 — 7,54 (m, 8H); 4,22 (t, J = 8,5 Hz, 2H); 3,74 (d,
4H); 3,32 — 3,28 (m, 2H); 3,15 — 3,08 (m, 4H).
LC/MS (ESI +): m/z = 511,4; 513,1 [M+H]"
HRMS (ESI +): C25H23CIN4O4S [M+H]*

berechnet:  m/z =511,12013; 513,11718

gefunden: m/z =511,12007; 513,11720
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Allgemeine Vorschrift la wurde mit Nicotinoylchlorid Hydrochlorid (25,00 mg;
140,44 umol), 3eu (50,00 mg; 123,18 umol) und TEA (219,00 mg; 300,00 pl; 2,16 mmol)
durchgefihrt.
Ausbeute: 10,40 mg (20,35 pmmol) — 17 %
'H-NMR: (500 MHz, Aceton-ds):
d [ppm] = 8,68 (d, J = 24,0 Hz, 2H); 8,08 (bs, 1H); 7,93 (d, J =7,7 Hz, 1H); 7,70 — 7,44 (m,
7H); 4,16 (t, J = 8,4 Hz, 2H); 3,70 (d, J = 8,7 Hz, 4H); 3,31 — 3,21 (m, 2H); 3,07 (s, 4H).
13C-NMR: (126 MHz, Aceton-ds):
o [ppm] = 167,84; 147,51; 139,29; 136,54; 134,79; 134,40; 130,81; 130,68; 128,21; 127,38;
125,85; 124,94; 51,39; 46,38.
LC/MS (ESI +): m/z = 511,4; 513,1 [M+H]*
HRMS (ESI +): C25H23CIN4O4S [M+H]*

berechnet:  m/z=511,12013; 513,11718

gefunden: m/z =511,12007; 513,11720
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Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6e (50,00 mg; 140,36 umol), 3eu (50,00 mg;
123,18 umol) und TEA (219,00 mg; 300,00 pl; 2,16 pmol) durchgefihrt.

Ausbeute: 4,60 mg (6,34 umol) — 5 %

'H-NMR: (500 MHz, Aceton-ds):

8 [ppm] = 7,98 (bs, 2H); 7,80 — 7,40 (m, 12H); 4,21 (t, J = 8,5 Hz, 4H); 3,50 — 3,48 (m, 5H);
3,42 (d, J = 5,0 Hz, 3H); 3,31 (d, J = 8,8 Hz, 4H).

LC/MS (ESI +): m/z = 406,21; 408,2 [M+H]*
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Inhibitor 3fa

9a 6f 3fa

Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6f (20,00 mg; 56,14 pmol), 9a (19,00 mg; 99,87 pumol)
und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 umol) durchgefihrt.
Ausbeute: 12,50 mg (24,51 pmmol) — 44 %
IH-NMR: (500 MHz, CDCls):
8 [ppm] = 8,72 — 8,49 (m, 1H); 7,69 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 7,60 (s, 1H); 7,51 (d, J = 6,9 Hz, 1H);
7,45 7,41 (m, 6H); 7,36 (d, J = 7,0 Hz, 2H); 3,94 (bs, 2H); 3,73 — 3,71 (m, 2H); 3,59 (bs, 2H):
3,25 (t, J = 8,1 Hz, 2H); 3,08 (bs, 4H).
13C-NMR: (151 MHz, CDCls):
3 [ppm] = 170,50; 166,70; 146,58; 136,31; 134,75; 133,41; 131,00; 130,24; 130,02; 128,66;
128,46; 127,58; 127,13; 124,31; 122,07; 117,36; 49,62; 47,19; 29,70; 27,74; 25,45; 22,64;
13,96; 11,80.
LC/MS (ESI +): m/z =510,3; 512,1 [M+H]*
HRMS (ESI +): C26H21CIN304S [M+H]*

berechnet: m/z = 510,12488; 512,12193

gefunden: m/z = 510,12507; 512,12218
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Inhibitor 3fb

9b 6f 3fb

Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6f (20,00 mg; 56,14 pmol), 9b (15,00 mg; 73,43 pmol)
und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 umol) durchgefinhrt.
Ausbeute: 11,50 mg (21,95 ummol) — 39 %
IH-NMR: (500 MHz, CDCls):
d [ppm] = 8,39 (d, J=8,6 Hz, 1H); 7,51 (d, J=9,0 Hz, 1H); 7,45-7,31 (m, 6H); 7,21 (d,
J=7,5Hz, 1H); 7,10 (dd, J = 26,8; 15,4 Hz, 3H); 3,87 (s, 1H); 3,65 (d, J = 10,0 Hz, 3H); 3,46
(s, 2H); 3,18 — 3,12 (m, 3H); 2,99 (s, 2H); 2,89 (d, J = 3,3 Hz, 2H); 2,69 (s, 1H).
13C-NMR: (151 MHz, CDCls):
d [ppm] = 169,59; 166,66; 146,48; 136,33; 134,36; 133,25; 131,00; 130,02; 128,85; 128,51,
127,42; 127,09; 124,25; 49,61; 46,43; 45,89; 45,76; 45,49; 41,17; 40,97; 27,72; 8,70.
LC/MS (ESI +): m/z = 542,3; 526,3 [M+H]"
HRMS (ESI +): C27H26CIN304S [M+H]*

berechnet:  m/z =524,14053; 526,13758

gefunden: m/z = 524,14071; 526,13806
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Inhibitor 3fc

9c 6f 3fc

Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6f (20,00 mg; 56,14 pmol), 9¢ (15,00 mg; 68,71 pumol)
und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 umol) durchgefihrt.
Ausbeute: 9,20 mg (17,10 ummol) — 30 %
IH-NMR: (500 MHz, CDCls):
d [ppm] = 8,60 — 8,40 (m, 1H); 7,56 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 7,47 (s, 1H); 7,40 (d, J = 5,8 Hz, 1H);
7,37 —-17,29 (m, 3H); 7,14 (t, J = 7,4 Hz, 2H); 7,07 (d, J = 7,3 Hz, 3H); 3,86 (s, 1H); 3,64 — 3,35
(m, 4H); 3,15 (t, J = 7,9 Hz, 2H); 2,86 — 2,52 (m, 9H).
13C-NMR: (126 MHz, CDCls):
d [ppm] = 171,58; 140,33; 131,05; 130,02; 128,56; 128,42; 127,87; 127,41; 126,45; 125,20;
124,25; 117,42; 49,64, 45,81, 45,25; 41,20; 34,66; 31,61; 27,73.
LC/MS (ESI +): m/z = 538,4; 540,1 [M+H]*
HRMS (ESI +): C28H2sCIN304S [M+H]*

berechnet: m/z = 538,15618; 540,15323

gefunden: m/z = 538,15631; 540,15361
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Inhibitor 3fd

9d 6f 3fd

Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6f (20,00 mg; 56,14 pmol), 9d (18,00 mg; 77,48 pumol)
und TEA (25,55 mg; 35,00 pl; 252,50 umol) durchgefihrt.
Ausbeute: 23,20 mg (42,02 pummol) — 69 %
IH-NMR: (500 MHz, CDCls):
8 [ppm] = 8,62 8,58 (m, 1H); 7,69 (t, J=7,1Hz, 1H); 7,62—7,54 (m, 1H); 7,49 (d,
J=73Hz, 1H); 7,43-7,34 (dd, J=27,8; 8,7 Hz, 3H); 7,27 - 7,20 (m, 5H); 3,92 (bs, 1H);
3,73 —3,62 (m, 2H); 3,54 (dd, J = 13,2; 6,2 Hz, 2H); 3,48 — 3,01 (m, 7H); 2,99 — 2,95 (m, 2H);
2,62 (t, J=7,4 Hz, 2H); 1,98 — 1,88 (m, 2H).
13C-NMR: (151 MHz, CDCls):
d [ppm] = 172,00; 131,03; 130,07; 128,59; 128,57; 127,64; 127,50; 126,34; 126,29; 123,67
117,39; 49,79; 49,69; 48,00; 47,24; 46,76; 44,81; 35,21; 34,83; 31,48; 28,91, 27,82; 27,60.
LC/MS (ESI +): m/z = 552,3; 554,1 [M+H]*
HRMS (ESI +): C29HaoCIN3O4S [M+H]*

berechnet:  m/z =552,17183; 554,16888

gefunden: m/z = 552,17240; 554,16963
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Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6g (20,00 mg; 51,19 pmol), 9a (19,00 mg; 99,87 pumol)
und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 umol) durchgefihrt.
Ausbeute: 11,60 mg (22,74 pummol) — 41 %
IH-NMR: (500 MHz, CDCls):
8 [ppm] = 7,71 (d, J = 1,8 Hz, 1H); 7,60 (dd, J = 8,2; 5,9 Hz, 3H); 7,45 (tt, J = 14,7; 7,2 Hz,
5H), 7,35 (d, J = 6,8 Hz, 2H); 4,18 (t, J = 8,3 Hz, 2H); 3,89 (bs, 2H); 3,59 (bs, 2H); 3,26 (t,
J =8,2 Hz, 2H); 3,05 (bs, 4H).
13C-NMR: (151 MHz, CDCls):
d [ppm] = 170,59; 167,20; 146,81; 135,79; 135,64; 134,87; 133,53; 131,11; 130,57; 130,40;
129,46; 128,79; 128,35; 127,32; 127,25; 126,52; 124,63; 51,33; 47,21; 46,20; 41,62; 41,12;
28,08.
LC/MS (ESI +): m/z = 544,2; 546,0; 548,2 [M+H]*
HRMS (ESI +): C26H23CI2N304S [M+H]*

berechnet: m/z = 544,08591; 546,08296; 548,08001

gefunden: m/z = 544,08629; 546,08320; 548,07955
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Inhibitor 3gb
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Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6g (20,00 mg; 51,19 umol), 9b (15,00 mg; 73,43 pmol)
und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 umol) durchgefihrt.
Ausbeute: 7,30 mg (13,07 ummol) — 26 %
IH-NMR: (500 MHz, CDCls):
8 [ppm] = 7,71 (d, J = 1,8 Hz, 1H); 7,63 — 7,37 (m, 5H); 7,31 (d, J = 6,7 Hz, 2H); 7,28 — 7,24
(m, 1H); 7,18 (d, J = 6,8 Hz, 2H); 4,18 (t, J = 8,3 Hz, 2H); 3,76 — 3,70 (m, 4H); 3,55 (s, 2H);
3,24 (t, J = 8,3 Hz, 2H); 2,98 (s, 2H); 2,82 (s, 2H).
13C-NMR: (151 MHz, CDCls):
o [ppm] =170,74; 167,17; 146,76; 140,95; 135,79; 135,63; 133,63; 133,53; 131,10; 130,59;
129,45; 128,66; 128,56; 128,34; 126,51; 126,44; 124,62; 46,13; 46,01; 45,06; 41,11; 35,00;
31,52; 28,07.
LC/MS (ESI +): m/z = 558,3 [M+H]*
HRMS (ESI +): C27H25Cl2N304S [M+H]*

berechnet: m/z = 558,10156; 560,09861; 562,09566

gefunden: m/z = 558,10206; 560,09908; 562,09536
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Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6g (20,00 mg; 51,19 pmol), 9¢ (15,00 mg; 68,71 pumol)
und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 pumol) durchgefunhrt.
Ausbeute: 12,60 mg (22,01 pummol) — 43 %
'H-NMR: (500 MHz, CDCls):
d [ppm] = 8,00 (bs, 1H); 7,70 (t, J=5,2 Hz, 1H); 7,65 — 7,54 (m, 3H); 7,46 — 7,39 (m, 1H);
7,27 —17,22 (m, 2H); 7,17 (t, J=5,8 Hz, 3H); 4,18 (t, J = 8,3 Hz, 2H); 3,73 (s, 2H); 3,45 (s,
2H); 3,26 (t, J = 8,2 Hz, 2H); 2,95 (dd, J = 15,4; 7,7 Hz, 4H); 2,81 (s, 2H); 2,64 (t, J = 7,6 Hz,
2H).
13C-NMR: (151 MHz, CDCls):
d [ppm] = 170,74; 167,17; 146,76; 140,95; 135,79; 135,63; 133,63; 133,53; 131,10; 130,59;
129,45; 128,66; 128,56; 128,34; 126,51; 126,44; 124,62; 46,13; 46,01; 45,06; 41,11; 35,00;
31,52; 28,07.
LC/MS (ESI +): m/z =572,2; 574,1; 576,2 [M+H]"
HRMS (ESI +): C2sH27Cl2N304S [M+H]*

berechnet:  m/z =572,11721; 574,11426; 576,11131

gefunden: m/z =572,11797; 574,11482; 576,11156
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Allgemeine Vorschrift VVla wurde mit 6g (20,00 mg; 51,19 pumol), 9d (18,00 mg; 77,48 pmol)
und TEA (25,55 mg; 35,00 pl; 252,50 umol) durchgefihrt.
Ausbeute: 30,00 mg (51,15 ummol) — quant.
IH-NMR: (500 MHz, CDCls):
8 [ppm] = 7,69 - 7,58 (m, 4H); 7,44 — 7,41 (m, 1H); 7,29 (bs, 1H); 7,28 — 7,16 (m, 5H); 4,16 (t,
J=8,2 Hz, 2H); 3,71 (dt, J=12,1; 5,1 Hz, 2H); 3,55 (dd, J = 13,0; 6,4 Hz, 2H); 3,31 - 3,29
(m, 1H); 3,23 (dd, J = 14,5; 7,5 Hz, 4H); 3,13 (t, J = 5,9 Hz, 1H); 2,97 (dd, J = 15,3; 7,6 Hz,
2H); 2,64 (t, J = 7,7 Hz, 2H); 1,99 — 1,86 (m, 2H).
BC-NMR: (151 MHz, CDCls):
8 [ppm] = 172,02; 171,75; 167,03; 141,22; 141,15; 133,40; 131,01; 129,39; 128,60; 128,54;
126,47; 126,35; 126,29; 50,36; 49,69; 48,36; 48,00; 47,20; 46,78; 45,88; 44,81; 35,19; 34,80;
31,47; 28,92; 27,60.
LC/MS (ESI +): m/z = 586,2; 588,1; 590,3 [M+H]*
HRMS (ESI +): C29H29Cl2N304S [M+H]*

berechnet:  m/z =586,13382; 588,12991, 590,12751

gefunden: m/z = 586,13286; 588,13066; 590,12696
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Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6h (25,00 mg; 63,99 umol), 9a (14,00 mg; 60,26 pmol)
und TEA (36,50 mg; 50,00 pl; 360,71 pmol) durchgefinhrt.
Ausbeute: 17,80 mg (30,35 pmol) — 50 %
'H-NMR: (500 MHz, Aceton-ds):
d [ppm] = 8,17 (bs, 1H); 7,70 — 7,63 (m, 5H); 7,25 (dd, J =8,7; 4,6 Hz, 4H); 7,19 — 7,11 (m,
1H); 4,22 — 4,18 (m, 2H); 3,68 — 3,58 (m, 2H); 3,58 (dd, J = 13,5; 7,0 Hz, 2H); 3,38 — 3,26 (m,
4H); 3,23 (dt, J=7,7; 6,2 Hz, 2H); 2,89 (dt, J=10,0; 7,8 Hz, 2H); 2,63 (td, J=7,7; 5,1 Hz,
2H), 1,89 — 1,82 (m, 2H).
13C-NMR: (126 MHz, Aceton-ds):
d [ppm] = 171,58; 166,27; 146,70; 140,52; 135,42; 135,15; 134,75; 130,26; 128,84; 128,64;
127,28; 127,21; 126,25; 126,05; 124,20; 51,29; 50,16; 49,38; 49,11; 48,26; 47,33; 47,07; 46,72;
44,79; 34,73; 34,50; 31,46; 28,01.
LC/MS (ESI +): m/z = 588,1; 586,2 [M+H]"
HRMS (ESI +): C29HagCl2N304S [M+H]*

berechnet:  m/z = 608,11480; 610,11185; 612,10890

gefunden: m/z = 608,11709; 610,11439; 612,11063
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Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6i (50,00 mg; 124,79 pmol), 9d (27,00 mg;
116,22 umol) und TEA (36,50 mg; 50,00 ul; 360,71 pmol) durchgefihrt.
Ausbeute: 38,70 mg (64,87 ummol) — 56 %
'H-NMR: (500 MHz, Aceton-ds):
d [ppm] = 8,10 (bs, 1H); 7,83 — 7,79 (m, 1H); 7,74 (dd, J =8,0; 0,9 Hz, 1H); 7,72 — 7,62 (m,
3H); 7,50 (td, J=7,8; 2,5 Hz, 1H); 7,25 (dd, J = 4,9; 0,5 Hz, 4H); 7,19 — 7,13 (m, 1H); 4,18 (t,
J=8,4Hz, 2H); 3,69 — 3,64 (m, 2H); 3,60 — 3,55 (m, 2H); 3,37 —3,20 (m, 6H); 2,89 (dd,
J=15,7; 8,1 Hz, 2H); 2,62 (td, J = 7,8; 3,4 Hz, 2H): 1,88 — 1,81 (m, 2H).
BC-NMR: (126 MHz, Aceton-d):
d [ppm] = 171,27; 167,59; 146,95; 142,21; 139,54; 135,28; 133,61; 131,01; 130,29; 128,86;
128,63; 127,21; 126,21; 124,12; 122,40; 116,96; 60,05; 51,36; 50,22; 49,26; 48,27; 47,36;
47,04, 46,65, 44,73; 34,62; 31,45; 28,11, 20,35; 14,02.
HRMS (ESI +): C29Hz0BrNzOsS [M+H]*

berechnet: m/z = 618,10326; 620,10121

gefunden: m/z = 618,10478; 620,10290
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Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6 (25,00 mg; 77,46 pumol), 9d (17,00 mg; 73,17 pumol)
und TEA (36,50 mg; 50,00 pl; 360,71 umol) durchgefinhrt.
Ausbeute: 1,50 mg (2,89 ummol) — 4 %
'H-NMR: (500 MHz, Aceton-de):
d [ppm] = 8,87 - 8,77 (m, 2H); 8,06 (t, J = 8,7 Hz, 2H); 7,66 (d, J = 13,7 Hz, 2H); 7,58 (bs,
1H); 7,23-7,21 (m, 4H); 7,13 (dt, J=12,6; 4,3 Hz, 1H); 4,23 -4,19 (m, 2H); 3,65 (t,
J=9,2 Hz, 2H); 3,56 (dd, J = 13,5; 7,0 Hz, 2H); 3,35 — 3,24 (m, 8H); 3,19 (dt, J = 10,0; 6,0 Hz,
2H); 2,87 (dt, J = 15,6; 8,0 Hz, 2H); 2,61 (td, J = 7,7; 4,4 Hz, 2H).
BC-NMR: (151 MHz, CDCls):
d [ppm] = 28,68; 128,63; 126,42; 49,88; 48,12; 47,28; 46,80; 41,16; 35,30; 34,90; 31,54; 31,45;
29,85; 28,98.
LC/MS (ESI +): m/z = 552,3; 554,2 [M+H]*
HRMS (ESI +): C28H30N404S [M+H]*

berechnet:  m/z =552,17183; 554,1688

gefunden: m/z = 552,17244; 554,16969
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Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6k (20,00 mg; 77,01 umol), 9a (19,00 mg; 99,87 pmol)
und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 umol) durchgefihrt.
Ausbeute: 11,50 mg (27,81 pummol) — 36 %
'H-NMR: (300 MHz, CDCls):
d [ppm] = 8,38 — 8,26 (m, 3H); 7,63 — 7,33 (m, 5H); 4,19 (t, J = 8,5 Hz, 2H); 3,89 — 3,56 (m,
4H); 3,09 — 2,95 (m, 2H); 3,02 (bd, J = 23,2 Hz, 4H); 2,38 — 2,30 (m, 3H).
13C-NMR: (126 MHz, CDCls):
d [ppm] = 171,67; 158,68; 158,35; 133,45; 130,77; 128,79; 128,75; 128,45; 127,05; 127,02;
124,13; 117,34; 49,26; 30,89; 27,59; 23,92; 23,71; 8,42.
LC/MS (ESI +): m/z = 414,3 [M+H]*
HRMS (ESI +): C21H23N304S [M+H]*
berechnet: m/z = 414,14820
gefunden: m/z = 414,14866
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Inhibitor 3kb

9b 6k 3kb

Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6k (20,00 mg; 77,01 pmol), 9b (20,00 mg; 97,91 pumol)
und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 pumol) durchgefuhrt.
Ausbeute: 13,80 mg (32,28 ummol) — 42 %
'H-NMR: (500 MHz, CDCls):
8 [ppm] =7,71-7,50 (m, 4H); 7,28—7,23 (m, 2H); 7,15 (t, J=6,8 Hz, 2H):; 4,22 (t,
J=8,5Hz, 2H); 3,76 (d, J = 8,0 Hz, 4H); 3,57 — 3,35 (m, 2H); 3,32 (t, J = 8,2 Hz, 2H); 2,98 (s,
4H); 2,36 (s, 3H).
13C-NMR: (126 MHz, CDCls):
d [ppm] = 171,43; 133,98; 133,05; 130,28; 129,41; 129, 34; 128,85; 128,76; 127,74; 124,50;
117,65; 116,35; 49,65; 46,12; 46,03; 42,03; 41,02; 27,98; 24,38.
LC/MS (ESI +): m/z = 428,3 [M+H]*
HRMS (ESI +): C22H2sN304S [M+H]*

berechnet:  m/z = 428,16385

gefunden: m/z = 428,16399
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Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6k (20,00 mg; 77,01 pumol), 9¢ (20,00 mg; 91,62 pmol)
und TEA (25,55 mg; 35,00 pl; 252,50 pumol) durchgefihrt.
Ausbeute: 16,20 mg (36,99 ummol) — 48 %
'H-NMR: (500 MHz, CDCls):
d [ppm] = 8,37 - 8,35 (m, J = 8,5 Hz, 3H); 7,59 — 7,51 (m, 4H); 7,22 — 7,19 (m, 4H); 7,13 (d,
J=7,6Hz, 3H); 4,21 (t, J=8,5Hz, 2H); 3,73 - 3,71 (m, 2H); 3,42 - 3,40 (m, 2H); 3,32 {(t,
J=8,3Hz, 2H); 2,92 (dd, J = 14,6; 7,0 Hz, 4H); 2,74 (s, 2H); 2,65 (t, J = 7,6 Hz, 2H); 2,34 (d,
J=16,2 Hz, 3H).
13C-NMR: (126 MHz, CDCls):
d [ppm] = 172,34; 158,96; 158,64; 139,96; 130,02; 128,60; 128,58; 128,40; 126,56; 126,49;
124,12; 117,28; 116,02; 49,26; 45,74; 45,43; 41,41; 34,54; 31,72; 27,59; 23,94.
LC/MS (ESI +): m/z = 442,3 [M+H]*
HRMS (ESI +): C23H27N304S [M+H]*

berechnet:  m/z = 442,17950

gefunden: m/z = 442,17948
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Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6k (20,00 mg; 77,01 umol), 9d (18,00 mg; 77,48 pumol)
und TEA (25,55 mg; 35,00 pl; 252,50 pumol) durchgefihrt.
Ausbeute: 24,60 mg (54,00 pummol) — 70 %
'H-NMR: (500 MHz, CDCls):
3 [ppm] = 8,40 (bs, 1H); 7,59 (dd, J =17,1; 8,9 Hz, 2H); 7,41 (d, J = 7,5 Hz, 1H); 7,28 - 7,24
(m, 2H); 7,19 (dd, J=7,1; 5,2 Hz, 2H); 4,16 (t, J=8,5Hz, 2H); 3,74 -3,63 (m, 2H);
3,55 - 3,49 (m, 2H); 3,31 - 3,25 (m, 3H); 3,20 (dd, J =12,0; 7,2 Hz, 4H); 3,10 (t, J = 5,9 Hz,
1H); 2,96 (dd, J = 15,2; 7,4 Hz, 2H); 2,64 — 2,59 (m, 2H); 2,29 (s, 3H).
BC-NMR: (176 MHz, CDCls):
d [ppm] = 172,01; 141,19; 128,55; 127,55; 126,33; 50,35; 49,89; 49,73; 49,23; 48,33; 47,99;
47,18; 46,78; 45,90; 44,79; 35,17; 34,79; 31,47; 28,87; 27,72; 27,58; 24,34,
LC/MS (ESI +): m/z = 456,3 [M+H]*
HRMS (ESI +): C24H2oN304S [M+H]*

berechnet:  m/z = 456,19515

gefunden: m/z = 456,19540
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Allgemeine Vorschrift VVla wurde mit 61 (20,00 mg; 73,06 pmol), 9a (19,00 mg; 99,87 pmol)
und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 pumol) durchgefuhrt.
Ausbeute: 7,70 mg (18,01 ummol) — 25 %
'H-NMR: (400 MHz, CDCly):
d [ppm] =8,51-8,29 (m, 1H); 7,62—7,28 (m, 7H); 4,58 (bs, 1H); 4,01 -3,27 (m, 6H);
3,15-2,72 (m, 4H); 2,34 (d, J = 12,5 Hz, 3H); 1,36 (s, 3H).
13C-NMR: (126 MHz, CDCly):
d [ppm] = 170,70; 134,89; 134,55; 130,32; 129,82; 127,90; 128,40; 56,98; 46,11; 30,94; 21,81.
LC/MS (ESI +): m/z = 428,3 [M+H]"
HRMS (ESI +): C22H2sN304S [M+H]*
berechnet:  m/z = 428,16385
gefunden: m/z = 428,16399
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Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 61 (20,00 mg; 73,06 pmol), 9b (15,00 mg; 73,43 pmol)
und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 pmol) durchgefiihrt.
Ausbeute: 5,50 mg (12,46 ummol) — 17 %
'H-NMR: (400 MHz, CDCls):
8 [ppm] = 8,31 — 8,311 (m, 1H); 7,55 (d, J = 11,8 Hz, 1H); 7,49 — 7,34 (m, 1H); 7,28 — 7,13 (m,
5H); 4,63 (s, 1H); 3,74 (s, 4H); 3,56 (d, J = 4,2 Hz, 2H); 3,06 (s, 2H); 2,97 (s, 2H); 2,84 — 2,75
(m, 2H); 2,40 (d, J = 8,6 Hz, 3H); 1,40 (d, J = 5,6 Hz, 3H).
13C-NMR: (126 MHz, CDCly):
d [ppm] = 170,92; 129,34; 129,28, 128,87; 128,80; 128,71; 127,63; 127,51; 46,10; 46,06;
41,89; 41,14,
LC/MS (ESI +): m/z = 442,2 [M+H]*
HRMS (ESI +): C2sH20N304S [M+H]*

berechnet:  m/z = 442,17950

gefunden: m/z = 442,17996
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Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 61 (20,00 mg; 73,06 pmol), 9¢ (15,00 mg; 68,71 pmol)
und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 pumol) durchgefunhrt.
Ausbeute: 8,80 mg (19,32 ummol) — 28 %
'H-NMR: (500 MHz, CDCls):
8 [ppm] = 8,54 — 8,08 (m, 1H); 7,60 — 7,56 (m, 1H); 7,48 — 7,40 (m, 1H); 7,26 — 7,12 (m, 5H);
4,62 (s, 1H); 3,78 — 3,42 (m, 4H); 3,06 (s, 1H); 3,02 — 2,90 (m, 4H); 2,88 — 2,66 (m, 3H); 2,63
(t, J=7,5Hz, 2H); 2,39 (d, J = 8,8 Hz, 3H); 1,40 (d, J = 4,9 Hz, 3H).
13C-NMR: (126 MHz, CDCls):
d [ppm] = 172,21; 172,08; 140,68; 129,06; 128,96; 128,81; 126,86; 126,80; 57,49; 46,19;
45,68; 41,63; 35,04; 32,00.
LC/MS (ESI +): m/z = 456,3 [M+H]*
HRMS (ESI +): C2sH29N304S [M+H]*

berechnet:  m/z = 456,19515

gefunden: m/z = 456,19545
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Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 61 (20,00 mg; 73,06 pumol), 9d (18,00 mg; 77,48 pumol)
und TEA (25,55 mg; 35,00 pl; 252,50 umol) durchgefihrt.
Ausbeute: 17,30 mg (36,84 ummol) — 50 %
IH-NMR: (500 MHz, CDCls):
d [ppm] = 8,55 - 8,29 (m, 1H); 7,66 — 7,48 (m, 2H); 7,26 (dd, J = 7,2; 3,9 Hz, 2H); 7,23 - 7,17
(m, 3H); 4,58 (s, 1H); 3,77 -3,72 (m, 1H); 3,67 —3,65 (m, 1H); 3,56 — 3,46 (m, 3H);
3,37 - 3,09 (m, 5H); 2,98 (dd, J = 13,7; 6,4 Hz, 2H); 2,76 (d, J = 15,6 Hz, 1H); 2,62 — 2,57 (m,
2H); 2,34 (d, J = 14,1 Hz, 2H); 1,99 — 1,85 (m, 2H): 1,36 (d, J = 5,0 Hz, 3H).
13C-NMR: (126 MHz, CDCly):
o [ppm] =171,86; 171,56; 141,11; 128,46; 127,40; 126,22; 56,85; 50,36; 49,89; 49,76; 49,69;
48,26; 48,03; 47,12; 46,65; 45,72; 44,69; 35,12; 34,71; 31,39; 28,80; 27,50.
LC/MS (ESI +): m/z = 470,3 [M+H]*
HRMS (ESI +): C25H31N304S [M+H]*

berechnet:  m/z = 470,21080

gefunden: m/z = 470,21096
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Inhibitor 3ma
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Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6m (20,00 mg; 69,99 umol), 9a (19,00 mg;
99,87 umol) und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 umol) durchgefiihrt.
Ausbeute: 5,20 mg (11,83 ummol) — 17 %
IH-NMR: (400 MHz, CDCls):
d [ppm] = 8,32 (m, 1H); 7,52 — 7,46 (m, 2H); 7,39 — 7,30 (m, 4H); 7,24 (dd, J = 8,0; 1,5 Hz,
2H); 4,32 (t, J=8,6 Hz, 2H); 3,79 (bs, 2H); 3,47 (bs, 2H); 3,24 (t, J = 8,5 Hz, 2H); 2,95 (m,
4H); 1,72 (bs, 1H); 1,14 — 1,07 (m, 2H); 0,92 — 0,86 (m, 2H).
13C-NMR: (126 MHz, CDCls):
d [ppm] = 170,86; 134,38; 130,38; 129,00; 128,70; 128,46; 127,09; 124,15; 48,61; 30,94;
27,56; 13,84; 8,97.
LC/MS (ESI +): m/z = 440,3 [M+H]*
HRMS (ESI +): C23H2sN304S [M+H]*

berechnet: m/z = 440,16385

gefunden: m/z = 440,16411

-219 -



Inhibitor 3mb

o)
@ y \©\/> TEA K/N\S//
N + N _— /,
O RT aN. %
9b 6m 3mb

Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6m (20,00 mg; 69,99 umol), 9b (15,00 mg;
73,43 umol) und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 umol) durchgefiihrt.
Ausbeute: 3,10 mg (5,99 pmmol) — 10 %
IH-NMR: (500 MHz, CDCls):
8 [ppm] = 8,48 — 8,28 (m, 1H); 7,52 (d, J = 7,9 Hz, 2H); 7,47 — 7,31 (m, 1H); 7,27 — 7,16 (m,
4H); 4,41 (t, J = 8,3 Hz, 2H); 3,73 (d, J = 14,5 Hz, 4H); 3,54 (s, 2H); 3,32 (t, J = 8,4 Hz, 2H);
2,97 — 2,78 (m, 4H); 1,82 (s, 1H); 1,20 (d, J = 2,8 Hz, 2H); 1,00 (dd, J = 7,6; 2,8 Hz, 2H).
13C-NMR: (126 MHz, CDCls):
3 [ppm] = 169,62; 134,56; 129,12; 128,98; 128,64; 128,54; 127,18; 124,22; 48,71; 46,03;
45,91; 45,62; 41,27; 41,17; 41,11, 27,69; 9,06.
LC/MS (ESI +): m/z = 454,2 [M+H]*
HRMS (ESI +): C24H27N304S [M+H]*

berechnet:  m/z = 454,17950

gefunden: m/z = 454,17967
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Inhibitor 3mc
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Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6m (20,00 mg; 69,99 umol), 9¢ (15,00 mg; 68,71 pumol)
und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 pumol) durchgefunhrt.
Ausbeute: 6,70 mg (14,33 ummol) — 21 %
'H-NMR: (500 MHz, CDCls):
d [ppm] = 8,40 (m, 1H); 7,59 — 7,49 (m, 2H); 7,22 (t, J = 7,3 Hz, 2H); 7,15 (d, J = 7,2 Hz, 3H);
4,41 (t, J=8,3 Hz, 2H); 3,72 (s, 2H); 3,43 (s, 2H); 3,33 (t, J = 8,2 Hz, 2H); 2,99 — 2,90 (m,
4H); 2,77 (s, 2H); 2,61 (s, 2H); 1,82 (d, J = 5,7 Hz, 1H); 1,22 — 1,16 (m, 2H); 0,99 (dd, J = 7,5;
3,0 Hz, 2H).
13C-NMR: (126 MHz, CDCls):
3 [ppm] = 128,96; 128,93; 128,0; 126,84; 124,51; 48,99; 46,20; 41,57; 35,06; 31,30; 27,94;
9,35.
LC/MS (ESI +): m/z = 468,3 [M+H]*
HRMS (ESI +): C24H27N304S [M+H]*

berechnet:  m/z = 468,19515

gefunden: m/z = 468,19533
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Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6m (20,00 mg; 69,99 umol), 9d (18,00 mg;
77,48 pumol) und TEA (25,55 mg; 35,00 pl; 252,50 pumol) durchgefiihrt.
Ausbeute: 8,60 mg (17,86 ummol) — 26 %
'H-NMR: (500 MHz, CDCls):
d [ppm] = 8,51 - 8,27 (m, 1H); 7,63 — 7,57 (m, 2H); 7,28 — 7,24 (m, 2H); 7,32 — 7,18 (m, 3H);
4,39 (t, J = 8,2 Hz, 2H); 3,68 — 3,65 (m, 1H); 3,53 (dd, J = 13,2; 6,6 Hz, 2H); 3,33 — 3,08 (M,
7H); 2,96 (dd, J=14,7; 7,2 Hz, 2H); 2,67 -2,63 (m, 2H); 1,91 (m, 2H); 1,81 (s, 1H);
1,21 - 1,17 (m, 2H); 1,01 — 0,97 (m, 2H).
BC-NMR: (151 MHz, CDCls):
172,01; 141,26; 133,14; 128,64; 128,61; 127,60; 127,56; 126,38; 126,33; 50,46; 49,97; 49,86;
48,37; 48,07; 47,24; 46,80; 44,84; 35,26; 34,87; 31,53; 31,48; 28,89; 27,68; 27,61.
LC/MS (ESI +): m/z = 482,3 [M+H]*
HRMS (ESI +): C26H31N304S [M+H]*

berechnet: m/z = 482,21080

gefunden: m/z = 482,21098
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Inhibitor 3na
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Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6n (20,00 mg; 61,01 umol), 9a (15,00 mg; 78,85 pmol)
und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 pmol) durchgefihrt.
Ausbeute: 3,10 mg (6,44 ummol) — 11 %
'H-NMR: (500 MHz, CDCls):
d [ppm] =7,60 (d, J=8,5Hz, 1H); 7,56 (s, 1H); 7,44 (dt, J=11,1; 5,0 Hz, 4H); 7,34 (d,
J=6,8 Hz, 2H); 4,27 (td, J =8,6; 3,6 Hz, 2H); 3,90 (s, 2H); 3,67 — 3,57 (m, 2H); 3,31 (dd,
J=14,7;6,8 Hz, 2H); 3,16 — 2,94 (m, 4H); 2,55 — 2,48 (m, 1H); 1,90 (d, J = 9,4 Hz, 3H); 1,78
(s, 1H); 1,64 (d, J = 9,1 Hz, 1H); 1,34 — 1,29 (m, 5H).
BC-NMR: (176 MHz, CDCls):
3 [ppm] = 170,60; 130,34; 128,79; 128,74; 128,60; 127,25; 25,90; 25,85; 25,83.
LC/MS (ESI +): m/z = 482,3 [M+H]*
HRMS (ESI +): C26H31N304S [M+H]*

berechnet: m/z = 482,21080

gefunden: m/z = 482,21104
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Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6n (20,00 mg; 61,01 umol), 9b (15,00 mg; 73,43 pumol)
und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 pumol) durchgefunhrt.
Ausbeute: 3,40 mg (6,44 ummol) — 11 %
'H-NMR: (500 MHz, CDCls):
d [ppm] = 8,58 — 8,39 (m, 1H); 7,56 — 7,47 (m, 2H); 7,43 — 7,31 (m, 2H); 7,27 — 7,23 (m, 1H);
7,17 (dd, J=12,7; 5,9 Hz, 2H); 4,27 (t, J=8,6 Hz, 2H); 3,74 (d, J=8,7 Hz, 4H); 3,55 (d,
J =42 Hz, 2H); 3,38 — 3,23 (m, 2H); 2,99 (d, J = 19,7 Hz, 3H); 2,81 — 2,78 (m, 1H); 2,52 (d,
J=12,9 Hz, 1H); 1,91 (d, J = 10,0 Hz, 4H); 1,78 (d, J = 4,7 Hz, 1H); 1,64 (d, J = 11,3 Hz, 2H);
1,40 — 1,28 (m, 3H).
LC/MS (ESI +): m/z = 495,3 [M+H]*
HRMS (ESI +): C27H33N304S [M+Na]*

berechnet:  m/z =518,20840

gefunden: m/z = 518,20854
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Inhibitor 3nc
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Allgemeine VVorschrift Vla wurde mit 6n (20,00 mg; 61,01 pmol), 9¢ (15,00 mg; 68,71 pmol)
und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 umol) durchgefihrt.
Ausbeute: 4,80 mg (6,44 pmmol) — 12 %
IH-NMR: (500 MHz, CDCls):
8 [ppm] = 8,59 — 8,42 (m, 1H); 7,58 — 7,52 (m, 1H); 7,48 — 7,38 (m, 1H); 7,34 (d, J = 7,9 Hz,
1H), 7,25 7,22 (m, 2H); 7,16 (d, J = 7,5 Hz, 2H); 4,27 (t, J = 8,5 Hz, 2H); 3,73 3,71 (m,
2H); 3,46 — 3,40 (m, 2H); 3,34 — 3,26 (m, 2H); 2,95 - 2,93 (m, 4H); 2,61 (t, J=7,6 Hz, 2H);
1,90 (d, J=9,8 Hz, 4H); 1,77 (s, 1H); 1,34 — 1,28 (m, 6H); 0,91 (dd, J = 12,7; 7,3 Hz, 2H).
13C-NMR: (126 MHz, CDCls):
o [ppm] = 128,53; 126,32; 46,01; 45,74; 44,92; 40,87; 34,87; 31,96; 31,41, 29,73; 29,02; 25,71,
22,73; 22,66; 14,17; 8,55.
LC/MS (ESI +): m/z =510,3 [M+H]*
HRMS (ESI +): C28H3sN304S [M+Na]*

berechnet: m/z = 532,22405

gefunden: m/z =532,22377
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Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6n (20,00 mg; 61,01 pmol), 9d (18,00 mg; 77,48 pumol)
und TEA (25,55 mg; 35,00 pl; 252,50 umol) durchgefiihrt.
Ausbeute: 7,60 mg (14,51 ummol) — 24 %
IH-NMR: (500 MHz, CDCls):
8 [ppm] = 8,64 — 8,37 (m, 1H); 7,86 — 7,43 (m, 3H); 7,26 (d, J = 6,2 Hz, 1H); 7,21 — 7,15 (m,
3H); 4,23 (t, J=8,3 Hz, 2H); 3,72 (d, J=3,7 Hz, 1H); 3,65 (t, J=5,9 Hz, 1H); 3,53 (dd,
J=11,4; 51 Hz, 2H); 3,14 — 3,08 (m, 4H); 3,12 —3,08 (m, 1H); 2,97 (dd, J = 14,2; 6,9 Hz,
2H); 2,65 — 2,43 (m, 4H); 1,98 — 1,86 (m, 6H); 1,76 (s, 1H); 1,63 (dd, J = 21,7; 10,5 Hz, 2H);
1,34 (m, 3H).
BC-NMR: (176 MHz, CDCls):
o [ppm] =175,61; 171,98; 128,64; 127,59; 127,55; 126,37; 126,33; 123,39; 50,48; 49,97,
49,89; 48,38; 48,26; 48,07; 47,26; 46,79; 44,84; 44,07; 41,16; 35,28; 34,90; 31,54; 28,92;
27,62.
LC/MS (ESI +): m/z = 524,4 [M+H]*
HRMS (ESI +): C29H37N304S [M+H]*

berechnet:  m/z =524,25775

gefunden: m/z = 524,25822
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Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6o (25,00 mg; 114,85 umol), 9a (20,00 mg;
105,13 pumol) und TEA (36,50 mg; 50,00 ul; 360,71 pmol) durchgefiihrt.
Ausbeute: 4,90 mg (13,19 ummol) — 13 %
IH-NMR: (500 MHz, CDCls):
d [ppm] = 7,58 — 7,32 (m, 8H); 3,90 (bs, 1H); 3,83 (t, J = 8,3 Hz, 2H); 3,58 (bs, 3H); 3,26 (t,
J =8,3 Hz, 2H); 3,07 (d, J = 59,8 Hz, 4H).
LC/MS (ESI +): m/z =372,1 [M+H]*
HRMS (ESI +): C1gH21N303S [M+H]*
berechnet:  m/z =372,13764
gefunden: m/z = 372,13812
Inhibitor 3ob

9b 6o 3ob

Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6o (25,00 mg; 114,85 umol), 9b (23,00 mg;
112,60 pumol) und TEA (36,50 mg; 50,00 ul; 360,71 pmol) durchgefiihrt.
Ausbeute: 3,60 mg (9,34 ummol) — 8 %
IH-NMR: (500 MHz, CDsOD):
& [ppm] = 7,41 (d, J = 7,7 Hz, 1H); 7,26 — 7,14 (m, 7H); 3,74 (d, J = 6,5 Hz, 3H); 3,70 — 3,68
(m, 2H); 3,62 — 3,60 (m, 2H); 3,26 — 3,20 (m, 3H); 2,96 — 2,94 (m, 2H); 2,77 — 2,71 (m, 2H).
LC/MS (ESI +): m/z = 386,2 [M+H]*
HRMS (ESI +): C20H23N303S [M+H]*

berechnet: m/z = 386,15329

gefunden: m/z = 386,15381
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Inhibitor 3pb
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Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6p (20,00 mg; 81,39 pumol), 9b (18,00 mg; 88,12 umol)
und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 umol) durchgefinhrt.
Ausbeute: 17,70 mg (42,80 ummol) — 53 %
IH-NMR: (500 MHz, CDCls):
d [ppm] = 7,69 (bs, 2H); 7,27 (d, J = 5,1 Hz, 2H); 7,20 — 7,14 (m, 4H); 3,75 (d, J = 5,8 Hz, 4H);
3,66 (t,J = 8,2 Hz, 2H); 3,55 — 3,53 (m, 2H); 3,33 (q, J = 7,2 Hz, 2H); 3,17 (t, J = 8,2 Hz, 2H);
3,03 -3,01 (m, 2H); 2,86 — 2,85 (m, 2H); 1,28 (t, J = 7,2 Hz, 3H).
13C-NMR: (176 MHz, CDCls):
169,61; 1,52,96; 136,20; 134,53; 131,14; 128,89; 128,62; 127,06; 124,43; 121,54; 118,02;
117,06; 110,12; 104,38; 101,98; 51,98; 45,98; 45,63; 42,40; 41,47; 15,63; 11,76.
LC/MS (ESI +): m/z = 414,3 [M+H]*
HRMS (ESI +): C22H27N303S [M+H]*

berechnet:  m/z = 414,18459

gefunden: m/z = 414,18464
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Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6p (25,00 mg; 101,74 umol), 9c (21,00 mg;
96,20 umol) und TEA (36,50 mg; 50,00 pl; 360,71 pmol) durchgefiihrt.
Ausbeute: 3,00 mg (7,02 pmmol) — 7 %
'H-NMR: (500 MHz, CDCls):
o [ppm] =7,79—-7,77 (m,J = 8,9 Hz, 1H); 7,40 (dd, J = 5,8; 2,3 Hz, 2H); 7,16 (s, 1H); 7,10 (d,
J=3,1Hz, 2H); 6,96 -6,90 (m, 1H); 6,65 (d, J=2,9 Hz, 1H); 4,29 (q, J=7,3 Hz, 2H);
3,74 -3,72 (m, 2H); 3,67 (bs, 2H); 3,41 (d, J=4,7 Hz, 2H); 3,00 - 3,99 (m, 2H); 2,90 (t,
J=7,6Hz, 2H); 2,73 — 2,71 (m, 2H); 2,59 (t, J = 7,6 Hz, 2H); 1,55 (t, J = 7,3 Hz, 3H); 1,37 (¢,
J=7,3Hz, 2H).
13C-NMR: (151 MHz, CDCls):
d [ppm] = 170,56; 140,76; 134,60; 131,04; 128,43; 128,38; 126,20; 121,48; 118,01; 110,04;
101,92; 45,97, 45,02; 41,39; 40,93; 34,75; 31,48; 15,55.
LC/MS (ESI +): m/z = 428,2 [M+H]*
HRMS (ESI +): C23H29N303S [M+H]*

berechnet: m/z = 428,20024

gefunden: m/z = 428,19911
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Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6q (25,00 mg; 96,25 pmol), 9a (18,00 mg; 94,62 pmol)
und TEA (36,50 mg; 50,00 pl; 360,71 pmol) durchgefinhrt.
Ausbeute: 10,30 mg (24,91 ummol) — 26 %
'H-NMR: (500 MHz, CDCls):
8 [ppm] = 7,69 (m, 2H); 7,42 (d, J = 7,1 Hz, 5H); 7,50 — 7,48 (m, 1H); 4,24 — 4,19 (m, 1H);
3,93 (t, J = 8,0 Hz, 2H); 3,59 (s, 2H); 3,36 (t, J = 7,9 Hz, 2H); 3,12 (d, J = 3,6 Hz, 6H); 1,33 (d,
J =6,6 Hz, 6H).
13C-NMR: (126 MHz, CDCls):
d [ppm] = 170,54; 134,90; 134,48; 132,10; 130,26; 128,71; 127,91; 127,21; 121,62; 118,11;
110,28; 102,13; 47,74; 46,00; 45,68; 28,02; 18,33.
LC/MS (ESI +): m/z = 414,3 [M+H]*
HRMS (ESI +): C22H27N303S [M+H]*

berechnet: m/z = 414,18459

gefunden: m/z = 414,18435
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Inhibitor 3gb

9b 6q 3qb

Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6g (20,00 mg; 77,00 umol), 9b (18,00 mg; 88,12 pumol)
und TEA (14,60 mg; 20,00 pl; 144,28 pumol) durchgefunhrt.

Ausbeute: 1,70 mg (3,98 pmmol) — 5 %

'H-NMR: (500 MHz, CDCls):

8 [ppm] = 7,52 — 7,47 (m, 1H); 7,36 (dd, J = 20,1; 11,4 Hz, 1H); 7,26 (s, 1H); 7,19 — 7,15 (m,
3H); 7,02 (d, J = 7,5 Hz, 1H); 6,78 (s, 1H); 3,89 (p, J = 6,5 Hz, 1H); 3,74 (d, J = 10,7 Hz, 4H);
3,58 — 3,52 (m, 4H); 3,09 (t, J = 8,4 Hz, 2H); 3,02 -2,99 (m, 2H); 2,86 — 2,80 (m, 2H); 1,22
(d, J=6,6 Hz, 6H).

LC/MS (ESI +): m/z = 428,3 [M+H]*
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Inhibitor 3rb
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Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6r (25,00 mg; 91,31 umol), 9b (17,00 mg; 83,22 pmol)
und TEA (36,50 mg; 50,00 pl; 360,71 pmol) durchgefinhrt.
Ausbeute: 15,30 mg (35,65 ummol) — 42 %
'H-NMR: (500 MHz, Aceton-ds):
3 [ppm] =7,89 (d, J=1,0Hz, 1H); 7,70-7,58 (m, 1H); 7,32 (dd, J=8,3; 1,5 Hz, 1H);
7,25-7,20 (m, 2H); 7,16 — 7,15 (m, 2H); 7,14 — 7,08 (m, 1H); 4,98 — 4,85 (m, 1H); 3,75 (s,
1H); 3,70 — 3,64 (m, 8H); 2,95 (s, 2H); 2,80 (s, 2H); 1,65 (d, J = 7,0 Hz, 6H); 1,31 (dd, J = 6,3;
1,2 Hz, 3H).
126
13C-NMR: (126 MHz, CDCls):
169,64; 141,12; 134,45; 132,30; 128,88; 128,55; 127,03; 125,51; 120,13; 117,89; 111,30;
101,62; 47,69; 45,97; 45,91; 45,85; 45,63; 41,31; 21,88; 8,64.
LC/MS (ESI +): m/z = 456,2 [M+H]*
HRMS (ESI +): C23H2sN30sS [M+H]*

berechnet: m/z = 456,15877

gefunden: m/z = 456,15967
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Inhibitor 3sb
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Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6s (25,00 mg; 86,89 umol), 9b (16,00 mg; 78,33 pumol)
und TEA (36,50 mg; 50,00 pl; 360,71 pmol) durchgefinhrt.
Ausbeute: 4,70 mg (10,32 ummol) — 13 %
'H-NMR: (500 MHz, Aceton-ds):
d [ppm] =7,98 (dd, J = 8,5; 2,0 Hz, 1H); 7,78 (d, J = 1,7 Hz, 1H); 7,71 — 7,60 (m, 1H); 7,55 (d,
J=8,4Hz, 1H); 7,33 (d, J=8,3Hz, 1H); 7,24 (d, J=7,1 Hz, 1H); 7,22-7,19 (m, 2H);
4,66 — 4,58 (m, 1H); 3,77 — 3,61 (m, 6H); 2,98 — 2,71 (m, 4H); 1,59 — 1,51 (m, 6H).
BC-NMR: (176 MHz, CDCls):
d [ppm] = 137,54; 134,51; 130,84; 130,63; 129,23; 129,00; 128,99; 128,68; 128,67; 127,21,
127,17, 124,93; 111,65; 110,15; 49,47, 45,77; 44,90; 19,53; 19,26.
LC/MS (ESI +): m/z = 456,2 [M+H]*
HRMS (ESI +): C23H2sN30sS [M+H]*

berechnet:  m/z = 456,15877

gefunden: m/z = 456,15967
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Inhibitor 3tb

9b 6t 3tb

Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6t (25,00 mg; 96,63 pmol), 9b (18,00 mg; 88,12 umol)
und TEA (36,50 mg; 50,00 pl; 360,71 umol) durchgefinhrt.
Ausbeute: 16,20 mg (37,98 ummol) — 43 %
'H-NMR: (500 MHz, Aceton-de):
3 [ppm] = 9,38 - 9,25 (m, 1H); 8,33 (s, 1H); 8,19 (dd, J = 13,6; 8,7 Hz, 1H); 7,86 (td, J = 8,7;
1,5 Hz, 1H); 7,20 — 7,13 (m, 5H); 5,33 — 5,15 (m, 1H); 3,71 (d, J = 5,3 Hz, 2H); 3,68 — 3,66 (M,
4H); 3,02 — 2,84 (m, 4H); 1,81 (d, J = 6,7 Hz, 6H).
13C-NMR: (176 MHz, Aceton-de):
d [ppm] = 169,65; 134,43; 128,93; 128,87; 128,65; 128,56; 127,11; 122,76; 122,32; 120,47,
111,45; 49,17; 46,10; 45,97; 45,90; 45,88; 45,61; 41,26; 22,77; 22,71.
HRMS (ESI +): C22H2sN403S [M+H]*

berechnet: m/z = 427,17984

gefunden: m/z = 427,18021
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Allgemeine Vorschrift Vla wurde mit 6u (25,00 mg; 96,63 pmol), 9b (18,00 mg; 88,12 pumol)
und TEA (36,50 mg; 50,00 pl; 360,71 pmol) durchgefinhrt.
Ausbeute: 13,60 mg (31,88 ummol) — 36 %
'H-NMR: (500 MHz, Aceton-ds):
d [ppm] = 9,13 -8,99 (m, 1H); 8,26 (dd, J =7,2; 1,0 Hz, 1H); 8,15 - 8,06 (m, 1H); 7,79 (dd,
J=9,3; 0,7 Hz, 1H); 7,19 7,12 (m, 5H); 4,66 —4,57 (m, 2H); 3,70 (d, J =5,3 Hz, 2H);
3,67 —3,65 (m, 4H); 2,98 (d, J = 17,0 Hz, 2H); 2,83 (d, J = 12,6 Hz, 2H); 1,38 (t, J = 7,3 Hz,
2H); 1,03 (td, J = 7,3; 0,7 Hz, 3H).
13C-NMR: (126 MHz, CDCls):
d [ppm] = 169,65; 134,39; 130,48; 128,91; 128,54; 127,09; 122,90; 122,15; 120,54; 111,14;
47,72; 46,08; 45,86; 45,78; 23,29; 11,42; 8,63.
LC/MS (ESI +): m/z = 427,3 [M+H]*
HRMS (ESI +): C22H26N40sS [M+H]*

berechnet: m/z = 427,17984

gefunden: m/z = 427,18022
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7.1.2 Synthese der Hedgehog-Coaktivatoren

Synthese der Pyrrolidin-2,4-dione 12a-f (allgemeine VVorschrift VVI1a) 137

Meldrumséure (1,1 eq.) und 1,4 eq. DMAP wurden in DCM bei 0 °C gel6st. Anschlie3end
wurde 1eq. der N-Boc-geschitzte Aminosdure und 1,2 eq. 1-Ethyl-3-(3-dimethylamino-
propyl)carbodiimid HCI hinzugegeben. Es wurde unter Argon (ber Nacht bei Raumtemperatur
geriihrt. Die Mischung wurde in EtOAc (3,33-facher Menge des DCMs) gegeben und mit konz.
NaCl-Losung (2-mal 1,3-fache Menge des DCMs), 5% Zitronensédure (3-mal funffache Menge
des DCMs) und dann wieder konz. NaCl-Losung (flnffache Menge des DCMs) gewaschen.
Die organische Phase wurde fiir 30 min bis 1,5 h unter Rickfluss gertihrt. AnschlieBend wurde
das Losemittel abgezogen und 10 eq. TFA sowie DCM (0,66-faches Volumen des Start-DCMs)
hinzugegeben und Uber Nach geruhrt. Das Losemittel wurde im Vakuum abgezogen. Es wurde
ein reines Produkt erhalten, dass nicht saulenchromatographisch aufgereinigt werden musste.

o 0w O 1) DMAP, EDC, 0
H \F DCM, RT, i.N. 4y
0 N%OH . o .
>f hig 2)DCM, TFA, R
© R o RT, G.N. Y

12a-f
Abb. 7.11. Generelles Reaktionsschema der allgemeinen Vorschrift Vlla fur die Synthese der Pyrrolidin-

2,4-dione 12a-f. 3" R = R-Isopropyl (12a), S-1sopropyl (12b), R-Benzyl (12c), R-Isobutyl (12d), R-Methyl (12¢),
H (12f).
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(R)-5-1sopropylpyrrolidin-2,4-dion (12a)
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Allgemeine Vorschrift VIla wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:

Meldrumséure (364,85 mg; 2,53 mmol), DMAP (393,61 mg; 3,22 mmol), Boc-Val-OH
(500,00 mg; 2,30 mmol), EDC (529,41 mg; 2,76 mmol) und TFA (1,77 ml; 23,01 mmol) in
15 ml DCM.

Aussehen:  braune, zdhviskose Flissigkeit

Ausbeute: 324,88 mg (2,30 mmol) — quant.

IH-NMR: (500 MHz, CDsOD):

d [ppm] = 3,88 (d, J =4,0 Hz, 1H); 3,03 — 2,92 (m, 2H); 2,17 (ddt, J = 9,6; 6,8; 2,6 Hz, 1H);
1,04 (d, J=7,0 Hz, 3H); 0,93 (d, J = 6,8 Hz, 3H).

(S)-5-1sopropylpyrrolidin-2,4-dion (12b)

0 0. .0 1) DMAP, EDC, o)
H DCM, RT, @.N. HN
o 2) DCM, TFA, ﬁ
o] RT, G.N. o
12b

Allgemeine Vorschrift VIla wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:

Meldrumséure (3,65 g; 25,32 mmol), DMAP (3,94 g; 32,22 mmol), Boc-D-Val-OH (5,00 g;
23,01 mmol), EDC (4,85 g; 25,32 mmol) und TFA (17,00 ml; 220,60 mmol) in 30 ml DCM.
Aussehen:  braune, zdhviskose Flissigkeit

Ausbeute: 3,25 g (23,01 mmol) — quant.

IH-NMR: (500 MHz, CDsOD):

o [ppm] = 3,93 (dd, J = 4,9; 3,5 Hz, 1H); 2,10 (dddt, J = 17,9; 10,9; 6,9; 3,6 Hz, 1H); 1,02 (dd,
J=12,9; 7,0 Hz, 3H); 0,91 (d, J = 6,8 Hz, 2H); 0,82 (d, J = 6,8 Hz, 1H).
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(R)-5-benzylpyrrolidin-2,4-dion*TFA (12c)

oo 0._0O
(0] N
o Ao (- o
o = * o 0
2) DCM, TFA, * F>HJ\OH
(o) RT, G.N. F £

12¢c

)

pcMm, RT, a.N.  HN

1) DMAP, EDC,
)

Allgemeine Vorschrift VIla wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:

Meldrumséure (597,57 mg; 4,52 mmol), DMAP (644,67 mg; 5,28 mmol), Boc-Phe-OH
(1,00 g; 5,29 mmol), EDC (867,08 mg; 4,52 mmol) und TFA (2,90 ml; 37,69 mmol) in 25 ml

DCM. Das Produkt wurde im rohen Zustand weiterverwendet.

Aussehen:  oranger, amorpher Feststoff

Ausbeute: 808,00 mg (2,66 mmol) — 71 %

IH-NMR: (500 MHz, CDsOD):

8 [ppm] = 7,27 (ddd, J = 16,4; 11,6; 7,0 Hz, 5H); 4,36 — 4,31 (m, 1H); 3,17 — 2,86 (m, 2H).

13C-.NMR: (126 MHz, CDsOD):
& [ppm] = 129,62; 129,38; 128,18; 127,73; 48,13; 47,96; 47,79; 47,62; 47,45; 47,28 47,11.

(R)-5-1sobutylpyrrolidin-2,4-dion*TFA (12d)

o)
O 1) DMAP, EDC,
0 HQJ\ ° O\F DCM, RT, i.N.  HN o
>f Y oH 0
O = 2) DCM, TFA, o * F%OH
\( o) RT, @.N. Frl

12d

Allgemeine Vorschrift VIla wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:

Meldrumséure (685,45 mg; 4,76 mmol), DMAP (739,49 mg; 6,05 mmol), Boc-Leu-OH
(1,00 g; 4,32 mmol), EDC (994,61 g; 5,19 mmol) und TFA (3,33 ml; 43,24 mmol) in 25 ml

DCM. Das Produkt wurde ohne weiter Aufreinigung weiterverwendet.
Aussehen:  braune, zéhviskose Flissigkeit
Ausbeute: 779,00 mg (2,89 mmol) — 67 %
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Pyrrolidin-2,4-dion*TFA (12e)
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Allgemeine Vorschrift VIla wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:

Meldrumséure (943,99 mg; 4,98 mmol), DMAP (852,42 mg; 6,98 mmol), Boc-Ala-OH
(943,00 mg; 4,98 mmol), EDC (1,11 g; 5,98 mmol) und TFA (3,84 ml; 49,84 mmol) in 25 ml
DCM. Das Produkt, das noch Verunreinigungen enthielt, wurde ohne weiter Aufreinigung
weiterverwendet.

Aussehen:  gelber, amorpher Feststoff

Ausbeute: 1,05 g (2,32 mmol) — 92 %

'H-NMR: (500 MHz, CD30D):

o [ppm] = 4,07 (q, J = 6,9 Hz, 1H); 1,31 (dd, J = 6,8; 5,5 Hz, 3H).

Pyrrolidin-2,4-dion*TFA (12f)

Ho S © OjL " DoM. RT 6N, HN /
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Allgemeine Vorschrift VIla wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:

Meldrumséure (904,99 mg; 6,28 mmol), DMAP (976,32 mg; 7,99 mmol), Boc-Gly-OH
(1,00 g; 5,71 mmol), EDC (1,31 g; 6,85 mmol) und TFA (4,40 ml; 57,08 mmol) in 25 mI DCM.
Das Produkt, das noch Verunreinigungen enthielt, wurde ohne weiter Aufreinigung
weiterverwendet.

Aussehen:  gelber, amorpher Feststoff

Ausbeute: 494,00 mg (2,32 mmol) — 41 %
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Synthese der Boc-geschitzten Pyrrolidin,2,4-dione 12g-h (allgemeine VVorschrift V11b)

Synthese der Boc-geschitzten nach allgemeiner Vorschrift V1la, wobei nach Extraktion des

Produktes keine Behandlung mit TFA durchgefiihrt wurde.

0 Os 0/
o H DMAP, EDC, BocN
R G o
DCM, RT, @i.N. ﬁ
O o)

PN

o}
12g-h

Abb. 7.12. Generelles Reaktionsschema der allgemeinen Vorschrift VIlb fur die Synthese der Boc-
geschutzten Pyrrolidin-2,4-dione 12g-h. R = R-Isopropyl (12g), S-Isopropyl (12h).
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Tert-butyl-(R)-2-isopropyl-3,5-dioxopyrrolidin-1-carboxylat (129)
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12¢g
Allgemeine Vorschrift VIIb wurde mit folgenden Edukten durchgefiihrt:
Meldrumséure (2,19 g; 15,19 mmol), DMAP (2,36 g; 19,33 mmol), Boc-Val-OH (3,00 g;
13,81 mmol) und EDC (3,18 g; 16,57 mmol) in 15 ml DCM.
Aussehen:  gelber, amorpher Feststoff
Ausbeute: 3,12 g (12,94 mmol) — 94 %
IH-NMR: (500 MHz, CDsOD):
d [ppm] =4,37 (d, J=2,7Hz, 1H); 2,46 (pd, J=7,1; 2,7 Hz, 1H); 1,53 (s, 10H); 1,15 (d,
J=7,2Hz, 3H); 0,85 (d, J=7,0 Hz, 3H).

Tert-butyl-(S)-2-isopropyl-3,5-dioxopyrrolidin-1-carboxylat (12h)
0

0 O 0/
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12h

Allgemeine Vorschrift VIIb wurde mit folgenden Edukten durchgefiihrt:

Meldrumséure (1,46 g; 10,13 mmol), DMAP (1,57 g; 12,89 mmol), Boc-D-Val-OH (2,00 g;
9,21 mmol) und EDC (2,12 g; 11,05 mmol) in 15 ml| DCM.

Aussehen:  gelber, amorpher Feststoff

Ausbeute: 2,16 g (8,93 mmol) — 97 %

IH-NMR: (500 MHz, CDsOD):

8 [ppm] = 4,37 (d, J = 2,7 Hz, 1H); 2,46 (heptd, J = 7,1; 2,7 Hz, 1H); 1,53 (s, 9H); 1,45 (s, 1H);
1,15 (d, J = 7,2 Hz, 3H); 0,85 (d, J = 7,0 Hz, 3H).
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Synthese der Pyrrolidin-2,4-dion-enamine 13aa-fb (allgemeine Vorschrift \VVI111) 138

Zu vorgelegtem Aminoséureamid, 10 mol% Kupfer(1)-chlorid und 3 A Molekularsieb (im Ofen
getrocknet, 5 ml) wurde etwa 1 eq. des Pyrrolidin-2,4-dion-Derivats 12a-f in i-PrOH:AcOH 9:1
hinzugegeben. Die Mischung wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur und unter
Argonatmoosphére geruhrt. Die Mischung wurde Uber Celite gefiltert und das Ldsemittel
verdampft. Das Produkt wurde sdulenchromatographisch im angegebenen Gradienten getrennt.

Die Nomenklatur erfolgte analog zur Literatur bzw. basiert auf dessen Bausteinen. 137138

0O (0]
HN CuCl
+  Ry—NH, - N
R/ 3AMS,
0 9:1 |—PrOI:|:AcOH, R4 HN~R,
RT, G.N.
12a-f 13aa-fb

Abb. 7.13. Generelles Reaktionsschema der allgemeinen Vorschrift VIII fur die Synthese der Pyrrolidin-
2,4-dion-enamine 13aa-fh. ¥ R; = R-Isopropyl; R, = R-Phenylalaninamid (13aa), R: = R-Isopropyl; R, =S-
Phenylalaninamid (13ab), Ri=S-lsopropyl; Rz = S-Phenylalaninamid (13bb), Ri=S-lsopropyl; Rz=R-
Phenylalaninamid (13ba), R:=R-Benzyl; R:=S-Phenylalaninamid (13cb), Ri=R-Isobutyl; R;=S-
Phenylalaninamid (13db), R; = R-Methyl; R, = S-Phenylalaninamid (13eb), R1 = H; Rz = S-Phenylalaninamid
(13fb), Ri=R-Isopropyl; R2=S-Phenylalaninamidmethylester  (13ac), Ri=R-Isopropyl; R2=S-
Phenylglycinamid (13ad), Ri= R-Isopropyl; Rz =S-Glycinamid (13ae), Ri=R-Isopropyl; Rz =Phenylethyl
(13af), R1 = R-Isopropyl; R, = Benzyl (13ag), R1 = R-Isopropyl; Rz = Phenyl (13ah).
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Allgemeine Vorschrift V111 wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:

12a (149,00 mg; 1,06 mmol) und Phenylalaninamid (157,00 mg; 0,96 mmol) in 10 ml
iIPrOH:AcOH 9:1. Es wurde bei 80 °C fir einen Tag ohne CuCl. geriihrt. Es wurde uber Silica
(EtOAC:MeOH 95:5-9:1) getrennt.

Aussehen:  brauner, amorpher Feststoff

Ausbeute: 219,00 mg (762,12 pmol) — 72 %

IH-NMR: (500 MHz, CDsOD):

d [ppm] =7,38 - 7,26 (m, 5H); 7,21 (tt, J=5,9; 2,7 Hz, 1H); 4,58 (s, 1H); 4,03 (t, J = 7,2 Hz,
1H); 3,98 (s, 1H); 3,12 (dd, J = 13,7; 6,8 Hz, 1H); 3,01 (dd, J = 13,6; 7,6 Hz, 1H); 2,14 (ddt,
J=11,0; 6,8; 3,8 Hz, 1H); 2,00 (d, J=15,1Hz, 1H); 1,06 (d, J=7,0 Hz, 3H); 0,68 (d,
J=6,7 Hz, 3H).
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Allgemeine Vorschrift V111 wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:
12a (500,00 mg; 3,54 mmol), D-Phenylalaninamid (550,00 mg; 3,35 mmol) und CuCl
(70,00 mg; 707,08 umol) in  7ml iPrOH:AcOH 9:1. Es wurde Uber Silica
(EtOAC:MeOH 95:5-9:1) getrennt.
Aussehen:  brauner, amorpher Feststoff
Ausbeute: 619,00 mg (2,15 mmol) — 64 %
IH-NMR: (500 MHz, CDsOD):
3 [ppm] =7,30 (d, J = 6,9 Hz, 4H); 7,25 — 7,21 (m, 1H); 4,55 (s, 1H); 4,04 (d, J = 2,7 Hz, 1H);
3,94 (dd, J=10,2; 4,7 Hz, 1H); 3,22 (dd, J = 13,9; 4,7 Hz, 1H); 2,92 (dd, J = 13,9; 10,3 Hz,
1H); 1,87 (dtt, J = 13,6; 6,8; 3,5 Hz, 1H); 1,00 (d, J = 7,0 Hz, 3H); 0,28 (d, J = 6,7 Hz, 3H).
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Allgemeine Vorschrift V111 wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:

12b (500,00 mg; 3,54 mmol), D-Phenylalaninamid (550,00 mg; 3,35 mmol) und CuCl
(35,00 mg; 353,54 pumol) in  15ml iPrOH:AcOH 9:1. Es wurde Uber Silica
(EtOAC:MeOH 95:5-9:1) getrennt.

Aussehen:  gelber, amorpher Feststoff

Ausbeute: 733,00 mg (2,55 mmol) — 76 %

IH-NMR: (500 MHz, CDsOD):

3 [ppm] = 7,27 (s, 5H); 7,23 — 7,18 (m, 1H); 4,59 (s, 1H); 4,03 (t, J = 7,2 Hz, 1H); 3,98 (s, 1H);
3,12 (dd, J =13,7; 6,7 Hz, 1H); 3,01 (dd, J = 13,7; 7,7 Hz, 1H); 2,14 (pd, J = 6,8; 2,7 Hz, 1H);
1,94 (s, 1H); 1,06 (d, J = 7,0 Hz, 3H); 0,68 (d, J = 6,7 Hz, 3H).

13C-NMR: (126 MHz, CD30D):

d [ppm] = 180,07; 175,95; 167,87; 138,23; 130,29; 129,46; 127,84, 88,54, 63,97; 60,79; 39,26;
31,38; 20,65; 13,90.
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Allgemeine Vorschrift V111 wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:

12b (500,00 mg; 3,54 mmol), Phenylalaninamid (550,00 mg; 3,35 mmol) und CuCl (35,00 mg;
353,54 pmol) in 15 ml iPrOH:AcOH 9:1. Es wurde (ber Silica (EtOAc:MeOH 95:5-9:1)
getrennt.

Aussehen:  gelber, amorpher Feststoff

Ausbeute: 799,00 mg (2,78 mmol) — 79 %

IH-NMR: (500 MHz, CDsOD):

3 [ppm] =7,28 (d, J=6,7 Hz, 5H); 7,21 (d, J=6,5Hz, 1H); 4,54 (s, 1H); 4,02 (s, 1H);
3,95-3,91 (m, 1H); 3,20 (dd, J = 13,9; 4,7 Hz, 2H); 1,90 — 1,81 (m, 1H); 0,98 (d, J = 7,0 Hz,
3H); 0,28 (d, J = 6,7 Hz, 3H).

13C-NMR: (126 MHz, CD30D):

d [ppm] = 138,66; 130,15; 129,52; 127,85; 110,99; 88,33; 64,11; 61,35; 39,50; 31,50; 20,50;
13,62.
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Allgemeine Vorschrift V111 wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:

12¢ (150,00 mg; 494,67 umol), D-Phenylalaninamid (80,00 mg; 487,20 umol) und CucCl
(10,00 mg; 101,01 pmol) in  7ml iPrOH:AcOH 9:1. Es wurde Uber Silica
(EtOAC:MeOH 95:5-9:1) getrennt.

Aussehen:  braunes, armorpher Feststoff

Ausbeute: 104,00 mg (310,08 pmol) — 63 %

IH-NMR: (500 MHz, CDsOD):

d [ppm] = 8,95 - 8,90 (m, 4H); 8,84 — 8,81 (m, 1H); 8,66 — 8,59 (m, 3H); 8,35 (d, J = 6,9 Hz,
2H); 5,95 (s, 1H); 5,88 (t, J=5,0 Hz, 1H); 5,48 (dd, J =9,8; 4,5 Hz, 1H); 4,78 (dd, J = 13,9;
4,7 Hz, 1H); 4,57 — 4,50 (m, 2H); 4,17 (dd, J = 13,8; 5,8 Hz, 1H)

BC-NMR: (126 MHz, CDsOD):

d [ppm] = 176,71; 138,83; 136,63; 130,80; 130,42; 129,71; 128,94; 128,08; 127,42; 59,49;
39,63; 39,53.
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Allgemeine Vorschrift V111 wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:

12d (150,00 mg; 557,17 pmol), D-Phenylalaninamid (90,00 mg; 548,10 umol) und CucCl
(11,00 mg; 111,22 pmol) in  7ml iPrOH:AcOH 9:1. Es wurde Uber Silica
(EtOAC:MeOH 95:5-9:1) getrennt.

Aussehen:  oranger, armorpher Feststoff

Ausbeute: 126,00 mg (418,07 pumol) — 75 %, dr: 1.5

IH-NMR: (500 MHz, CDsOD):

d [ppm] =7,33(d, J =5,9 Hz, 1H); 7,28 (d, J = 4,4 Hz, 4H); 7,24 — 7,20 (m, 1H); 4,53 (s, 1H);
4,11 (dd, J =9,7; 3,1 Hz, 1H); 3,97 (dd, J =9,5; 5,2 Hz, 1H); 3,21 (dd, J = 13,9; 5,2 Hz, 1H);
2,95 (dd, J =13,9; 9,6 Hz, 1H); 1,42 (ddd, J = 13,4; 9,9; 3,2 Hz, 1H); 1,11 (ddd, J = 13,8; 9,8;
4,1 Hz, 1H); 1,00 — 0,96 (m, 1H); 0,91 (d, J = 6,6 Hz, 3H); 0,82 (d, J = 6,6 Hz, 3H).
BC-NMR: (126 MHz, CDsOD):

d [ppm] = 176,57; 169,80; 169,73; 138,53; 130,51; 130,28; 129,90; 129,46; 128,44; 127,85;
87,26; 61,17, 57,68; 57,65; 44,06; 39,36; 26,09; 24,35; 21,82.
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Allgemeine Vorschrift V111 wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:

12e (150,00 mg; 1,33 mmol), D-Phenylalaninamid (210,00 mg; 1,28 mmol) und CucCl
(26,00 mg; 262,63 pumol) in  7ml iPrOH:AcOH9:1. Es wurde Uber Silica
(EtOAC:MeOH 95:5-9:1) getrennt.

Aussehen:  brauner, amorpher Feststoff

Ausbeute: 156,00 mg (601,61 pmol) — 45 %

IH-NMR: (500 MHz, CDsOD):

& [ppm] = 7,33 (s, 1H); 7,28 (d, J = 4,4 Hz, 4H); 7,21 (dq; J = 8,6; 4,1 Hz, 1H); 4,49 (s, 1H);
4,07 (g; J =6,7 Hz, 1H); 3,97 (dd, J =9,2; 5,4 Hz, 1H); 3,19 (dd, J = 13,8; 5,3 Hz, 1H); 2,95
(dd, J=13,9; 9,2 Hz, 1H); 1,14 (d, J = 6,7 Hz, 3H).

13C-NMR: (126 MHz, CD30D):

d [ppm] = 178,88; 176,38; 170,33; 138,45; 130,30; 129,42; 127,84, 86,71; 60,97; 54,76; 49,85;
39,40; 19,76.
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Allgemeine Vorschrift V111 wurde mit folgenden Edukten durchgefhrt:

12f (150,00 mg; 703,86 pumol), D-Phenylalaninamid (115,00 mg; 700,35 pmol) und CuCl
(14,00 mg; 141,42 pmol) in  7ml iPrOH:AcOH 9:1. Es wurde Uber Silica
(EtOAC:MeOH 95:5-9:1) getrennt.

Aussehen:  brauner, armorpher Feststoff

Ausbeute: 26 mg (106,00 pmol) — 15 %

IH-NMR: (500 MHz, CDsOD):

d [ppm] = 7,39 — 7,16 (m, 7H); 3,91 (bs, 1H); 3,16 (s, 1H); 2,94 (s, 1H); 1,97 (s, 1H).
13C-NMR: (126 MHz, CD30D):

3 [ppm] = 137,58; 130,47; 129,78; 128,22; 49,85.
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Allgemeine Vorschrift V111 wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:

12a (150,00 mg; 1,06 mmol), D-Phenylalaninmethylester*HCI (230,00 mg; 1,07 mmol) und
CuCl (20,00 mg; 202,02 pumol) in 7ml iPrOH:AcOH 9:1. Es wurde uber Silica
(DCM:MeOH 8:2-9:2, EtOAc:MeOH 9:1) getrennt.

Aussehen:  brauner, amorpher Feststoff

Ausbeute: 218,00 mg (720,98 pmol) — 68 %

IH-NMR: (500 MHz, CDsOD):

d [ppm] = 7,26 (p; J = 7,2 Hz, 5H); 4,49 (s, 1H); 4,08 (dd, J = 9,9; 4,9 Hz, 1H); 4,01 — 3,96 (m,
1H); 3,72 (s, 3H); 3,21 (dd, J =13,8; 4,8 Hz, 1H); 2,99 — 2,93 (m, 1H); 1,88 (dd, J = 11,8;
6,6 Hz, 1H); 0,99 (d, J = 7,0 Hz, 3H); 0,31 (d, J = 6,7 Hz, 3H).

13C-NMR: (126 MHz, CD30D):

d [ppm] = 173,86; 138,29; 130,19; 130,15; 129,54; 127,93; 64,14; 60,35; 52,76; 38,63; 31,57;
20,61; 13,54.
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Allgemeine Vorschrift V111 wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:
12a (200,00 mg; 1,42 mmol), D-Phenylglycinamid (215,00 mg; 1,43 mmol) und CuCl
(28,00 mg; 282,83 pumol) in  7ml iPrOH:AcOH 9:1. Es wurde Uber Silica
(EtOAC:MeOH 95:5-9:1) getrennt.
Aussehen:  brauner, amorpher Feststoff
Ausbeute: 124,00 mg (453,66 umol) — 32 %
IH-NMR: (500 MHz, CDsOD):
8 [ppm] = 7,49 (d, J = 7,0 Hz, 2H); 7,38 (dt, J = 12,2; 6,9 Hz, 3H); 4,88 (s, 1H); 4,53 (s, 1H);
4,15 (d, J = 2,0 Hz, 1H); 2,50 (bs, 1H); 2,18 — 2,11 (m, 1H); 1,08 (d, J = 6,9 Hz, 3H); 0,62 (d,
J=6,7 Hz, 3H).
13C-NMR: (126 MHz, CD3;0D):
d [ppm] = 174,54; 167,27; 138,94; 129,83; 129,54; 128,55; 64,02; 63,08; 31,60; 20,60; 13,92.
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Allgemeine Vorschrift V111 wurde mit folgenden Edukten durchgefhrt:

12a (150,00 mg; 1,06 mmol), Glycinamid (80,00 mg; 1,08 mmol) und CuCl (21,00 mg;
212,12 pmol) in 7 ml iPrOH:AcOH 9:1. Es wurde (ber Silica (EtOAc:MeOH 95:5-9:1)
getrennt.

Aussehen:  brauner, amorpher Feststoff

Ausbeute: 73,00 mg (370,12 pmol) — 35 %

IH-NMR: (500 MHz, CDsOD):

& [ppm] = 4,12 (d, J = 2,4 Hz, 1H); 3,75 (q; J = 16,9 Hz, 2H); 2,14 — 2,06 (m, 1H); 1,09 (d,
J=7,0Hz, 3H); 0,74 (d, J = 6,7 Hz, 3H).

BC-NMR: (126 MHz, CDsOD):

d [ppm] = 173,98; 64,02; 49,85; 47,95; 31,36; 20,59; 14,07.
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Allgemeine Vorschrift V111 wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:

12a (150,00 mg; 1,06 mmol), 2-Phenylethylamine (200,00 pl; 1,58 mmol) und CucCl
(20,00 mg; 202,02 pmol) in  7ml iPrOH:AcOH 9:1. Es wurde Uber Silica
(EtOAC:MeOH 97,5:2,5-95:5) getrennt.

Aussehen:  braunes Ol

Ausbeute: 234,00 mg (957,71 pmol) — 90 %

IH-NMR: (500 MHz, CDsOD):

§ [ppm] = 7,28 (t, J = 7,4 Hz, 2H); 7,23 (d, J = 7,1 Hz, 2H); 7,18 (t, J = 7,2 Hz, 1H); 3,99 (s,
1H); 2,87 (t, J = 7,1 Hz, 2H); 2,39 (bs, 4H); 2,03 — 1,97 (m, 1H); 1,04 (d, J = 6,9 Hz, 3H); 0,63
(d, J=6,6 Hz, 3H).

13C-NMR: (126 MHz, CD30D):

d [ppm] = 140,43; 129,79; 129,53; 127,41, 47,10; 35,62; 31,47; 20,62; 13,88.
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Allgemeine Vorschrift V111 wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:

12a (150,00 mg; 1,06 mmol), Benzylamin (200,00 pl; 1,83 mmol) und CuCl (20,00 mg;
202,02 pmol) in 7 ml iPrOH:AcOH 9:1. Es wurde uber Silica (EtOAc:MeOH 97,5:2,5-95:5)
getrennt.

Aussehen:  brauner, amorpher Feststoff

Ausbeute: 184,00 mg (798,94 umol) — 75 %

IH-NMR: (500 MHz, CDsOD):

d [ppm] = 7,43 b(s, 1H); 7,31 (d, J = 4,3 Hz, 4H); 7,24 (dq; J = 8,4; 4,0 Hz, 1H); 4,25 (s, 2H);
4,06 (s, 1H); 2,17 — 2,08 (m, 1H); 1,07 (d, J = 6,8 Hz, 3H); 0,68 (d, J = 6,5 Hz, 3H).
BC-NMR: (126 MHz, CDsOD):

d [ppm] = 139,46; 130,22; 129,57; 128,53; 128,38; 64,32; 31,50; 20,71; 13,95.
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Allgemeine Vorschrift V111 wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:

12a (150,00 mg; 1,06 mmol), Anilin (100,00 pl; 1,10 mmol) und CuCl (20,00 mg;
202,02 pmol) in 7 ml iPrOH:AcOH 9:1. Es wurde uber Silica (EtOAc:MeOH 97,5:2,5-95:5)
getrennt.

Aussehen:  brauner, amorpher Feststoff

Ausbeute: 187,00 mg (864,62 umol) — 81 %

IH-NMR: (500 MHz, CDsOD):

§ [ppm] = 7,33 (t, J = 7,8 Hz, 2H); 7,17 (d, J = 8,0 Hz, 2H); 7,05 (t, J = 7,4 Hz, 1H); 5,20 (s,
1H): 4,21 (s, 1H); 2,42 (bs, 1H); 2,23 (dq; J = 11,0; 6,1 Hz, 1H); 1,15 (d, J = 6,9 Hz, 3H); 0,77
(d, J=6,7 Hz, 3H).

13C-NMR: (126 MHz, CD3;0D):

d [ppm] = 142,34; 130,35; 124,27; 120,45; 120,40; 64,86; 31,61; 20,82; 13,76.
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Synthese der Coaktivatoren 14aa-fb (allgemeine VVorschrift 1X) 138

Pyrrolidin-2,4-dion-enamin 13aa-ag/aa-fb und 6 eq. NaCNBHz wurden in 10 ml einer
trockenen 9:1 MeOH:AcOH-Losung (ber zwei Tage bei Raumtemperatur gerdhrt.
AnschlieBend wurde die Reaktionslosung in 20 ml destilliertes Wasser gegeben und dreimal
mit 50 ml DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iber MgSOa4 getrocknet
und das Losemittel abgezogen. Das Rohprodukt wurde (ber eine praparative HPLC (C18-
Sdule; Acetonitril:Wasser 5:95-100:0 in 30 Minuten) getrennt. Die Nomenklatur erfolgte

analog zur Literatur bzw. der Bausteine. 137. 138

o) o)
AN NaCNBH; HN
Rz 9:1 MeOH:ACOH R2
Rt HNa( "Rt 2d o R1oHN(
R Ra
13aa-fb 14aa-fb

Abb. 7.14. Generelles Reaktionsschema der allgemeinen Vorschrift IX fir die Synthese der Coaktivatoren
14aa-fa. ¥ R; =R-Isopropyl; R;=R-Phenylalaninamid (14aa), R;=R-Isopropyl; R, = S-Phenylalaninamid
(14ab), Ry = S-Isopropyl; Rz = S-Phenylalaninamid (14bb), R; = S-Isopropyl; Rz = R-Phenylalaninamid (14ba),
Ri=R-Benzyl; R, = S-Phenylalaninamid (14cb), R; =R-Isobutyl; R, = S-Phenylalaninamid (14db), R;=R-
Methyl; Rz = S-Phenylalaninamid (14eb), R1=H; Rz = S-Phenylalaninamid (14fb), R; = R-1sopropyl; Rz = S-
Phenylalaninamidmethylester (14ac), Ri = R-Isopropyl; Rz =S-Phenylglycinamid (14ad), Ri=R-Isopropyl;
R, = S-Glycinamid (14ae), R: = R-Isopropyl; Rz = Phenylethyl (14af), R: = R-Isopropyl; R, = Benzyl (14ag),
R1 = R-Isopropyl; Rz = Phenyl (14ah).
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Allgemeine Vorschrift 1X wurde mit folgenden Edukten durchgefuhrt:
13ab (304,00 mg; 1,06 mmol) und NaCNBHj3 (403,00 mg; 6,41 pmol).
Aussehen:  weilder, amorpher Feststoff
Ausbeute: 306,00 mg (1,06 mmol) — quant.
'H-NMR: (500 MHz, CD30D):
8 [ppm] = 7,42 7,29 (m, 5H); 4,16 4,11 (m, 1H); 3,71 (d, J=8,7 Hz, 1H); 3,61 (d,
J=5,5Hz, 1H); 3,27 — 3,12 (m, 3H); 2,92 — 2,82 (m, 1H); 2,50 (d, J = 18,4 Hz, 1H); 1,86 (d,
J=6,4 Hz, 1H); 1,37 - 1,29 (m, 2H); 0,99 (dd, J = 26,4; 6,8 Hz, 6H).
BC-NMR: (126 MHz, CDsOD):
d [ppm] = 179,17; 178,13; 138,28; 129,47; 128,56; 126,80; 63,56; 55,95; 40,17; 37,89; 27,82;
19,36; 17,39.
HRMS (ESI +): [M+H]*
berechnet:  m/z =289,3790
gefunden: m/z = 290,1861
[a]?%> (c 5,39; MeOH): 7,394
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HN 9:1 MI:_?I-;:QCOH, HN
NH, ’ NH,
o) o)
13ab 14ab

Allgemeine Vorschrift 1X wurde mit folgenden Edukten durchgefuhrt:
13ab (221,00 mg; 769,08 pumol) und NaCNBHz3 (290,00 mg; 4,61 mmol).
Aussehen:  weilder, amorpher Feststoff
Ausbeute: 137,00 mg (473,44 pmol) — 62 %
'H-NMR: (500 MHz, CD30D):
o [ppm] =7,38—7,29 (m, 5H); 4,04 — 4,00 (m, 1H); 3,84 (tt, J=5,5; 2,7 Hz, 1H); 3,58 (dd,
J=9,2; 53Hz, 1H); 3,20 (d, J=8,4 Hz, 2H); 2,78 (dd, J=17,6; 7,1 Hz, 1H); 2,51 (dd,
J=17,6; 2,5 Hz, 1H); 2,02 (ddt, J = 13,0; 9,1; 6,5 Hz, 1H); 1,09 (t, J = 6,9 Hz, 6H).
BC-NMR: (126 MHz, CDsOD):
d [ppm] = 175,64; 135,16; 129,55; 128,87; 127,60; 63,65; 61,19; 56,21; 37,10; 35,25; 27,47;
19,10; 18,72.
HRMS (ESI +): C16H23N302 [M+H]*

berechnet:  m/z =290,18630

gefunden: m/z = 290,18658
[@]®p (c 1,04; MeOH): 7,26
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py-D-Val-D-Phe-NH:2 (14bb)

0 0
HN\Q NaCNBH; HN&
9:1 MeOH:ACOH, S
HN—{ C ' HN
\\ NH, RT. 2d \\ NH,
0 0
13bb 14bb

Allgemeine Vorschrift 1X wurde mit folgenden Edukten durchgefuhrt:
13bb (100,00 mg; 348,00 umol) und NaCNBH3 (130,00 mg; 2,07 mmol).
Aussehen:  weilder, amorpher Feststoff
Ausbeute: 48,10 mg (166,22 pmol) — 48 %
'H-NMR: (500 MHz, CD30D):
d [ppm] =7,39-7,30 (m, 5H); 3,96 (q; J=8,1 Hz, 1H); 3,89 (t, J=7,5Hz, 1H); 3,64 (dd,
J=6,8; 4,6 Hz, 1H); 3,17 (d, J=7,5Hz, 2H); 2,52 (qd, J=16,8; 8,3 Hz, 2H); 1,84 (d,
J=4,8Hz, 1H); 0,92 (dd, J =11,0; 6,7 Hz, 6H).
BC-NMR: (126 MHz, CDsOD):
d [ppm] = 175,53; 135,55; 129,55; 128,93; 127,59; 62,86; 61,85; 56,17; 37,68; 34,99; 27,89;
19,89; 16,92.
HRMS (ESI +): C16H23N302 [M+H]*
berechnet:  m/z =290,18630
gefunden: m/z = 290,18641
[a]?%> (c 5,46; MeOH): -8,23
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py-D-Val-Phe-NH:2 (14ba)
0 o)

HN\Q NaCNBH; HN&

S <:> 9:1 MeOH:ACOH, N <:>
HN ; HN

\\ _>/7NH2 RT, 2d \\

Allgemeine Vorschrift 1X wurde mit folgenden Edukten durchgefuhrt:
13ba (100,00 mg; 348,00 pumol) und NaCNBHz3 (130,00 mg; 2,07 mmol).
Aussehen:  weilder, amorpher Feststoff
Ausbeute: 79,00 mg (273,00 pmol) — 78 %
'H-NMR: (500 MHz, CD30D):
o [ppm] = 7,36 — 7,26 (m, 5H); 4,00 (dd, J = 14,4; 6,3 Hz, 1H); 3,82 (ddd, J =7,3; 5,5; 2,6 Hz,
1H); 3,56 (dd, J =9,2; 5,3 Hz, 1H); 3,18 (d, J=7,7 Hz, 2H); 2,77 (dd, J = 17,6; 7,1 Hz, 1H);
2,50 (dd, J = 17,6; 2,5 Hz, 1H); 2,00 (ddd, J = 13,1; 6,5; 2,7 Hz, 1H); 1,10 — 1,03 (m, 6H).
BC-NMR: (126 MHz, CDsOD):
d [ppm] = 175,56; 135,07; 129,56; 128,88; 127,62; 63,63; 61,17; 56,26; 48,84; 37,00; 35,17;
27,46; 19,13; 18,71.
HRMS (ESI +): [M+H]*

berechnet:  m/z =290,18630

gefunden: m/z = 290,18645
[@]*p (c 9,35; MeOH): -4,73
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py-Phe-D-Phe-NHz2 (14cb)

o) 0
HN ) NaCNBH3 HN
9:1 MeOH:AcOH,
HN RT, 2d HN
NH, NH,
o) o)

13cb 14cb

Allgemeine Vorschrift 1X wurde mit folgenden Edukten durchgefuhrt:
13cb (84,00 mg; 250,45 pmol) und NaCNBH3 (95,00 mg; 1,51 mmol).
Aussehen:  weilder, amorpher Feststoff
Ausbeute: 15,00 mg (44,46 umol) — 18 %
'H-NMR: (500 MHz, CD30D):
8 [ppm] = 7,40 — 7,23 (m, 10H); 4,19 — 4,04 (m, 3H); 3,37 — 3,34 (m, 1H); 3,24 — 3,11 (m, 2H);
2,89 — 2,63 (m, 3H).
BC-NMR: (126 MHz, CDsOD):
d [ppm] = 173,22; 169,25; 136,44; 134,21; 129,23; 128,97; 128,59; 128,56; 127,37; 126,78;
61,32; 56,96; 54,74; 36,50; 35,64; 32,19.
HRMS (ESI +): C20H23N302 [M+H]*
berechnet: m/z = 338,18630
gefunden: m/z = 338,18670
[@]?° (c 1,85; MeOH): -46,32
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py-Leu-D-Phe-NH:2 (14db)

o) 0
N NaCNBH; HN
HN 9:1 Ms_?l—é:,chH, HN
NH; ’ NH,
o) 0
13db 14db

Allgemeine Vorschrift 1X wurde mit folgenden Edukten durchgefuhrt:
13db (106,00 mg; 351,71 pmol) und NaCNBH3 (135,00 mg; 2,15 mmol).
Aussehen:  weiler, amorpher Feststoff mit unbekannter Verunreinigung
Ausbeute: 48,00 mg (158,21 pmol) — 45 %
'H-NMR: (500 MHz, CD30D):
o [ppm] =7,35-7,27 (m, 5H); 4,01 (ddd, J=21,9; 10,8, 4,6 Hz, 2H); 3,30 (dd; J=13,5;
4,1 Hz, 1H); 3,16 (dd; J=12,8, 10,6 Hz, 1H); 2,72 -2,62 (m, 2H); 1,84 — 1,37 (m, 3H);
1,06 — 0,95 (m, 6H).
BC-NMR: (126 MHz, CDsOD):
d [ppm] = 173,51; 169,05; 134,22; 129,21; 128,51; 127,32; 61,11, 54,89; 53,37; 37,80; 36,31;
32,28; 24,20; 22,97; 19,51.
HRMS (ESI +): C17H2sN302 [M+H]*
berechnet:  m/z = 304,20195
gefunden: m/z = 304,20224
[a]?°D (C 4,99; MeOH): -19,36
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py-Ala-D-Phe-NH: (14eb)

o) 0
ﬁ NaCNBHS; H)Nﬁ
HN 9:1 MeOH:AcOH, HN
NH, RT, 2d NH,
o) o)
13eb 14eb

Allgemeine Vorschrift 1X wurde mit folgenden Edukten durchgefuhrt:
13eb (136,00 mg; 524,48 umol) und NaCNBHj3 (200,00 mg; 3,18 mmol).
Aussehen:  weilder, amorpher Feststoff
Ausbeute: 5,00 mg (19,13 umol) — 4 %
'H-NMR: (500 MHz, CD30D):
d [ppm] =7,39 — 7,27 (m, 5H); 4,09 — 3,94 (m, 3H); 3,28 — 3,13 (m, 2H); 2,72 — 2,53 (M, 2H);
1,36 (d, J = 6,6 Hz, 3H).
BC-NMR: (126 MHz, CDsOD):
d [ppm] = 173,12; 168,88; 134,09; 129,19; 128,57; 127,40; 60,93; 54,67; 51,04; 36,25; 32,20;
14,31.
HRMS (ESI +): C14H19N302 [M+H]*
berechnet: m/z = 262,15500
gefunden: m/z = 262,15519
[@]?°D (¢ 0,625; MeOH): 12,8
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py-Gly-D-Phe-NH2 (14fb)

o) 0
HN& NaCNBH; HN&
HN 9:1 Ms_?l—é:,chH, HN
NH; ’ NH,
o)

13fb 14fb

Allgemeine Vorschrift 1X wurde mit folgenden Edukten durchgefuhrt:

13fb (114,00 mg; 464,78 pmol) und NaCNBH3 (175,00 mg; 2,78 mmol).
Aussehen:  gelber, amorpher Feststoff

Ausbeute: 70,00 mg (283,06 pmol) — 61 %

'H-NMR: (500 MHz, CD30D):

8 [ppm] = 7,38 — 7,29 (m, 5H); 4,92 (s, 5H); 4,18 — 4,12 (m, 1H); 3,16 (m; 2H).
13C-NMR: (126 MHz, CD30D):

8 [ppm] = 170,56; 134,27; 129,12; 128,65; 127,39; 54,16; 37,15.

[a]?°p (c 8,78; MeOH): -11,30
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py-Val-D-Phe-O-Me (14ac)

(0] (0]
AN NaCNBH; HN
HN 9:1 MeOH:AcOH, HN
o RT, 2d o
o \ o
13ac 14ac

Allgemeine Vorschrift 1X wurde mit folgenden Edukten durchgefuhrt:
13ac (200,00 mg; 661,45 umol) und NaCNBH3 (250,00 mg; 3,98 mmaol).
Aussehen:  griiner, amorpher Feststoff
Ausbeute: 96,00 mg (315,39 pmol) — 48 %
'H-NMR: (500 MHz, CD30D):
o [ppm] =7,37—-7,23 (m, 5H); 4,15 (dd, J =9,2; 6,0 Hz, 1H); 3,85 (td, J=6,9; 3,6 Hz, 1H);
3,61 (s, 3H); 3,53 (dd, J=8,5; 5,6 Hz, 1H); 3,29 -3,13 (m, 2H); 2,71-2,47 (m, 2H);
2,01-1,94 (m, 1H); 1,06 (d, J = 6,5 Hz, 6H).
BC-NMR: (126 MHz, CDsOD):
d [ppm] = 175,69; 170,53; 134,92; 128,93; 128,36; 127,11; 63,33; 60,31; 55,82; 51,74; 36,86;
35,20; 27,15; 18,51; 18,42.
HRMS (ESI +): C17H2aN203 [M+H]*
berechnet:  m/z = 305,18597
gefunden: m/z = 305,18599
[a]?°D (c 11,74; MeOH): 0,755
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py-Val-D-PG-NH: (14ad)

0 o)
AN NaCNBH; HN
HN 9:1 Ms_?l—é:,chH, HN
NH; ’ NH,
o) o)
13ad 14ad

Allgemeine Vorschrift 1X wurde mit folgenden Edukten durchgefuhrt:
13ad (103,00 mg; 376,83 pumol) und NaCNBHz3 (142,00 mg; 2,26 mmol).
Aussehen:  weilder, amorpher Feststoff
Ausbeute: 15,00 mg (54,48 umol) — 15 %
'H-NMR: (500 MHz, CD30D):
d[ppm] =7,61 (dd, J=6,4; 2,8 Hz, 2H); 7,50 (dd, J=5,1; 1,5Hz, 3H); 5,03 (s, 1H);
4,08 — 4,05 (m, 1H); 3,64 (dd, J=7,9; 6,0 Hz, 1H); 2,74 (dd, J = 17,5; 7,6 Hz, 1H); 2,55 (dd,
J=17,6; 4,1 Hz, 1H); 2,07 (dg, J=13,4; 6,6 Hz, 1H); 1,15 (d, J = 6,6 Hz, 3H); 1,06 (d,
J=6,5Hz, 3H).
13C-NMR: (126 MHz, CD3s0D):
d [ppm] = 174,59; 168,75; 131,69; 130,14; 129,13; 128,91; 63,45; 62,59; 56,92; 34,80; 27,10;
18,90; 18,30.
HRMS (ESI +): C15H21N302 [M+H]*
berechnet:  m/z =276,17080
gefunden: m/z = 276,17065
[a]®°D (c 1,8; MeOH): -40,76
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py-Val-D-Gly-NH: (14ae)
o) 0

AN NaCNBH; HN

9:1 MeOH:AcOH,

HN RT 2d HN
P D

) o

13ae 14ae

Allgemeine Vorschrift 1X wurde mit folgenden Edukten durchgefuhrt:
13ae (56 mg; 283,93 pmol) und NaCNBHj3 (110,00 mg; 1,75 mmol).
Aussehen:  weiler, amorpher Feststoff eines Diastereomerengemisches
Ausbeute: 37,00 mg (185,70 umol) — 65 %
'H-NMR: (500 MHz, CD30D):
3 [ppm] = 4,17 (s, 1H); 3,91 (s, 2H); 3,66 (s, 1H); 2,93 (d, J = 7,0 Hz, 1H); 2,84 — 2,47 (m, 2H);
1,93 (dt, J = 13,6; 6,7 Hz, 1H); 1,12 (dd, J = 22,8; 6,3 Hz, 6H); 0,98 (dd, J = 24,0; 6,8 Hz, 1H).
13C-NMR: (126 MHz, CD30D):
o [ppm] = 174,89; 167,13; 157,72; 157,39; 115,77; 113,51; 62,59; 45,63; 35,60; 31,90; 30,26;
27,29; 18,50; 18,47; 17,49; 15,74.
HRMS (ESI +): CoH17N30, [M+H]*
berechnet: m/z = 200,13935
gefunden: m/z = 200,13982
[a]¥p (c 4,8; MeOH): 2,45
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py-Val-Phenylethylamin (14af)

@] (0]
HN / NaCNBH3 _ HN
HN RT, 2d HN

13af 14af

Allgemeine Vorschrift 1X wurde mit folgenden Edukten durchgefuhrt:
13af (214,00 mg; 875,86 umol) und NaCNBH3 (330,00 mg; 5,25 mmol).
Aussehen:  weilder, amorpher Feststoff
Ausbeute: 54,00 mg (219,20 pmol) — 25 %
'H-NMR: (500 MHz, CD30D):
8 [ppm] = 7,38 — 7,26 (m, 5H); 4,22 — 4,16 (m, 1H); 3,72 (t, J = 6,5 Hz, 1H); 3,42 — 3,27 (m,
3H); 3,09 (m, 2H); 2,82 — 2,65 (m, 2H); 1,98 (h, J = 6,6 Hz, 1H); 1,06 (dd, J = 13,7; 6,6 Hz,
6H).
BC-NMR: (126 MHz, CDsOD):
d [ppm] = 174,64; 136,26; 128,65; 128,61; 128,43; 127,01; 126,94; 61,82; 55,99; 48,18; 48,15;
47,98; 47,81; 47,64; 47,47; 47,30; 47,13; 33,48; 31,42; 27,17; 19,37; 17,54.
HRMS (ESI +): C15sH2N20 [M+H]*
berechnet:  m/z = 247,18049
gefunden: m/z = 247,18086
[a]*%p (C 5,15; MeOH): 10,5
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py-Val-Benzylamin (14ag)

o} o}
HN HN

/) NaCNBH,

HN 9:1 MeOH:AcOH, HN

13ag 14ag

Allgemeine Vorschrift 1X wurde mit folgenden Edukten durchgefuhrt:
13ag (184,00 mg; 798,94 umol) und NaCNBHj3 (303,00 mg; 4,82 mmol).
Aussehen:  weiller, amorpher Feststoff
Ausbeute: 66,00 mg (284,09 umol) — 36 %
IH-NMR: (500 MHz, CDsOD):
d [ppm] = 7,57 (dd, J=6,4, 2,9 Hz, 2H); 7,51 - 7,45 (m, 3H); 4,47 — 4,27 (m, 2H); 3,95 (q,
J=6,6; 6,2 Hz, 1H); 3,66 — 3,56 (m, 1H); 2,82 — 2,61 (m, 2H); 1,93 (dq, J = 13,2; 6,6 Hz, 1H);
1,04 (d, J=6,5Hz, 3H); 0,89 (d, J = 6,6 Hz, 3H).
13C-NMR: (126 MHz, CD30D):
d [ppm] = 174,63; 130,17; 129,93; 129,69; 129,07; 61,84; 54,71; 49,83; 48,46; 33,63; 27,11,
18,92; 17,68.
HRMS (ESI +): C14H20N20 [M+H]*
berechnet:  m/z = 233,16484
gefunden: m/z = 233,16500
[a]*%> (¢ 5,39; MeOH): 12,83
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py-Val-Anilin (14ah)
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Allgemeine Vorschrift 1X wurde mit folgenden Edukten durchgefuhrt:
13ah (175,00 mg; 809,14 umol) und NaCNBH3; (305,00 mg; 4,85 mmol).
Aussehen:  weiller, amorpher Feststoff
Ausbeute: 132,00 mg (604,69 pmol) — 75 %
IH-NMR: (500 MHz, CDsOD):
d [ppm] = 7,17 — 7,12 (m, 2H); 6,67 (m, 3H); 4,31 (q; J = 6,7 Hz, 1H); 3,69 (t; J = 6,4 Hz, 1H);
2,66 -2,34 (m, 2H); 1,93 (dq, J=13,3; 6,6 Hz, 1H); 1,01 (d; J=6,6 Hz, 3H); 0,92 (d;
J=6,8 Hz, 3H).
BC-NMR: (126 MHz, CDsOD):
o [ppm] =177,62; 147,19; 128,88; 117,12; 112,63; 63,56; 51,76; 37,37; 27,76; 18,95; 17,48.
HRMS (ESI +): C13H1sN20 [M+H]*
berechnet:  m/z =219,14919
gefunden: m/z = 219,14975
[a]?°D (c 14,06; MeOH): 0,38
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py-Val-Amin (14ai)

O
O
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I
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13ag (8,00 mg; 34,44 umol) und 10% Pd/C (10,00 mg; 15,91 mmol) wurden unter H>
Atmosphére in trockenem Methanol fur einen Tag bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktion
wurde Uber Celite gefiltert und das Losemittel entfernt.
Aussehen:  weiBes Ol
Ausbeute: 4,00 mg (28,13 umol) — 82 %
IH-NMR: (500 MHz, CDsOD):
S [ppm] =3,75 (s, 1H); 3,31-3,23 (m, 1H); 2,62 (dd, J=16,8; 5,6 Hz, 1H); 2,08 (d,
J=17,1Hz, 1H); 1,73 (dg, J = 13,1; 6,5 Hz, 1H); 0,95 (d, J = 6,4 Hz, 3H); 0,89 (d, J = 6,6 Hz,
3H).
13C-NMR: (126 MHz, CD3;0D):
d [ppm] = 177,27; 26,99; 18,88; 18,22.
HRMS (ESI +): C7H14N20 [M+H]*

berechnet: m/z = 143,11789

gefunden: m/z = 143,11784
[@]*°p (c 0,81; MeOH): -3,41
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Synthese der trans-Pyrrolidinon-Dipeptidbausteine 15-21

Synthese der reduzierten Pyrrolidin-2.,4-dione
Py-Val-OH (15)

(0] 0]
BocN NaCNBHs  BocN
9:1 MeOH:AcOH,
0] 40 °C, 2d OH
12g 15

129 (2,00 g; 8,29 mmol) und NaCNBHsz (4,00 g; 63,65 mmol) wurden in MeOH
(trocken) : AcOH 9:1 (10 ml) gel6st. Es wurde Uber zwei Tage bei 40 °C gerihrt.
Anschliefend wurde die Reaktionsmischung in 50 ml Wasser gegeben und dreimal mit 75 ml
DCM extrahiert. Die organische Phase wurde tiber Na>SO4 getrocknet. Das Ldsemittel wurde
abgezogen. Das Rohprodukt wurde im néchsten Schritt ohne Aufreinigung eingesetzt.
Aussehen:  transparentes Ol

Ausbeute: 1,63 g (6,72 mmol) — 81 %

IH-NMR: (500 MHz, CDsOD):

3 [ppm] = 4,56 (dt, J=9,6; 7,9 Hz, 1H); 4,07 (dd, J =7,3; 5,1 Hz, 1H); 2,64 — 2,49 (m, 2H);
2,35 (dtd, J = 14,0; 7,0; 5,2 Hz, 1H); 1,52 (s, 9H); 1,02 (d, J = 6,9 Hz, 3H); 1,08 (d, J = 7,1 Hz,
3H).
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Py-D-Val-OH (15b)

BocN NaCNBH; Boch
R 9:1 MeOH:AcOH, o

\§ o) 40°C,2d \\ OH

12h (2,00 g; 8,29 mmol) und NaCNBHsz (4,00 g; 63,65 mmol) wurden in MeOH
(trocken) : AcOH 9:1 (10 ml) gel6st. Es wurde Uber zwei Tage bei 40 °C gerihrt.
AnschlieBend wurde die Reaktionsmischung in 50 ml Wasser gegeben und dreimal mit 75 ml
DCM extrahiert. Die organische Phase wurde tiber Na>SO4 getrocknet. Das Ldsemittel wurde
abgezogen. Das Rohprodukt wurde im néachsten Schritt ohne Aufreinigung eingesetzt.
Aussehen:  transparentes Ol

Ausbeute: 1,85 g (7,62 mmol) — 92 %

IH-NMR: (500 MHz, CDsOD):

8 [ppm] = 4,57 (dt, J=9,7; 7,5 Hz, 1H); 4,07 (dd, J = 7,3; 5,1 Hz, 1H); 2,65 — 2,49 (m, 2H);
2,33 (pd, J =7,0; 5,1 Hz, 1H); 1,52 (s, 9H); 1,09 (d, J = 6,9 Hz, 3H); 1,03 (d, J = 7,1 Hz, 3H).
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Synthese der tosylierten Pyrrolidin-2,4-dione
Py-Val-OTs (16)

BocN TSC', DMAP R BocN

DCM, RT, 2d
OH OTs

15 16

15 (100,00 mg; 0,41 mmol) wurde bei 0 °C in DCM (10 ml) gel6ést und Tosylchlorid (95,00 mg;
0,50 mmol) sowie DMAP (100,00 mg; 0,82 mmol) wurden hinzugegeben. Es wurde Uber zweli
Tage gerlhrt. Anschlieend wurde die Losung mit 50 ml DCM versetzt und zweimal mit 20 ml
1 M HCI gewaschen. Die organische Phase wurde tiber Na,SO4 getrocknet. Das Produkt wurde
uber Silica sdulenchromatographisch in PE : E 5 : 1 aufgereinigt. Das Produkt enthielt etwas
Startmaterial, da die Trennung schwierig war.

Aussehen:  transparentes Ol

Ausbeute: 107,00 mg (177,67 pmol) — 43 %

Rs-Wert: 0,3 (Silica, PE:E5:1)

IH-NMR: (500 MHz, CDsOD):

3 [ppm] =7,96 (d, J =8,5Hz, 2H); 7,55 (d, J =8,0 Hz, 2H); 5,81 (s, 1H); 4,50 (dd, J =2,7;
0,9 Hz, 1H); 2,86 — 2,62 (m, 1H); 2,49 (s, 3H); 2,41 (td, J = 7,1; 2,7 Hz, 1H); 2,10 (s, 1H); 1,50
(s, 9H); 0,99 (d, J = 7,3 Hz, 3H); 0,66 (d, J = 7,0 Hz, 3H).
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Py-D-Val-OTs (16b)
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15b 16b

15b (1,78 g; 7,33 mmol) wurde bei 0 °C in DCM (20 ml) gel6ést und Tosylchlorid (4,20 g;
22,03 mmol) sowie DMAP (1,80 g; 14,73 mmol) wurden hinzugegeben. Es wurde Uber zwei
Tage geruhrt. Anschliefend wurde die Losung mit 200 ml DCM versetzt und zweimal mit
50 ml 1 M HCI gewaschen. Die organische Phase wurde tiber Na2SO4 getrocknet. Das Produkt
wurde Ober Silica saulenchromatographisch in PE : E 5: 1 aufgereinigt. Das Produkt entielt
etwas Startmaterial, da die Trennung schwierig war.

Aussehen:  transparentes Ol

Ausbeute: 437,00 mg (1,10 mmol) — 15 %

Rs-Wert: 0,25 (Silica, PE: E5:1)

'H-NMR: (500 MHz, CD30D):

3 [ppm] =7,99 — 7,95 (m, 2H); 7,55 (d, J = 8,0 Hz, 2H); 4,50 (d, J = 2,6 Hz, 1H); 2,86 — 2,59
(m, 1H); 2,50 (s, 3H); 2,41 (qd, J =7,1; 2,7 Hz, 1H); 2,10 (s, 1H); 2,02 (s, 1H); 1,51 (s, 9H);
1,00 (d, J = 7,3 Hz, 3H); 0,65 (d, J = 3,0 Hz, 3H)
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Synthese des trans-4-Aminopyrrolidin-2-ons

3-Nitropropansauremethylester (17) 144

1) Oxalylchlorid, DMF
I DCM, 0°C-RT, 3 h ll\ll"

N OH " O
oY 2) Methanol, DCM 0T

o 0°C-RT, 0.N. o

Oxalylchlorid (7,50 ml; 87,45 mmol) und DMF (zwei Tropfen) wurden in Argonatmospare bei
0 °C zu 3-Nitropropanséure (9,26 g; 77,75 mmol) in 50 ml trockenem DCM gegeben. Die
Reaktion wurde fur 15 min bei 0 °C und anschlieRend 2 h 45 min bei Raumtemperatur gerihrt
(Achtung: Gasentwicklung!). Es wurde bei 0 °C trockenes Methanol (20,00 ml; 494,35 mmol)
hinzugegeben, bei 0 °C fur 15 min und bei Raumtemperatur tber Nach geruhrt. Anschlie3end
wurde das Losemittel abgezogen und das Rohprodukt destilliert (bis 65 °C, dann Heat-Gun,
Destillation ohne Wasserkihlung).

Aussehen:  transparentes Ol

Ausbeute: 9,76 g (73,34 mmol) — 94 %

IH-NMR: (500 MHz, CDsOD):

3 [ppm] = 4,73 — 4,69 (m, 2H); 3,72 (s, 3H); 3,01 — 2,98 (m, 2H).

BC-NMR: (126 MHz, CDsOD):

3 [ppm] = 172,21; 70,84; 52,58; 31,68.

- 277 -



Py-rac-trans-Val-NO2 (rac-18) 14°

(0]
+ L
BzOH, Toluol,

0]
70°C, 2
OZNA)\O/ 0°C, 2

17

rac-18

Methyl-3-nitropropionat 17 (500,00 mg, 3,76 mmol), Benzoeséure (690,00 mg, 5,65 mmol)
und trockenes Toluol (10 ml) wurden mit Argon gespult und mit Benzylamin (0,60 ml;
5,50 mmol) und Isobutyraldehyd (0,60 ml; 6,57 mmol) versetzt. Es wurde bei 70°C zwei Tage
geruhrt. Die Reaktion wurde in 50 ml 1 M K>COs-Ldsung gegeben und dreimal mit 50 ml DCM
gewaschen, Uber MgSO4 getrocknet, das Losemittel entfernt und in Et2O gesault. Es wurde das
racemische trans-Isomer erhalten.

Aussehen:  braunes Ol

Ausbeute: 9,76 g (73,34 mmol) — 94 %

Re-Wert: 0,17 (Silica, PE : Et,0 5: 2)

'H-NMR: (500 MHz, CDCls):

8 [ppm] = 7,37 — 7,27 (m, 3H); 7,23 (d, J = 7,2 Hz, 2H); 5,15 (d, J = 15,2 Hz, 1H); 4,85 (dft,
J=8,8; 19 Hz, 1H); 3,91 (d, J=15,1 Hz, 1H); 3,73 (dd, J=3,6; 1,6 Hz, 1H); 3,14 (dd,
J=18,5; 2,0 Hz, 1H); 2,90 (ddd, J = 18,5; 8,7; 1,0 Hz, 1H); 2,18 (ddp; J = 10,6; 6,9; 3,6 Hz,
1H); 2,00 (bs, 1H); 1,01 (d, J = 7,0 Hz, 3H); 0,79 (d, J = 6,9 Hz, 3H).
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Py-rac-trans-Val-NHz2 (rac-19)

SnCl,, EtOH,
konz. HCI,
70°C, G.N.

rac-18 rac-19

rac-18 (283,00 mg, 1,08 mmol) und Zinnchlorid (1,23 g; 6,49 mmol) wurden vorgelegt und mit
5 ml absolutem Ethanol und mit 2,5 ml konzentrierter HCI versetzt und tber Nacht bei 70 °C
geruhrt. Das Losemittel wurde entfernt und das Rohprodukt inE—E: MeOH9:1+1 % TEA
uber Silica getrennt.

Aussehen:  weil3-gelbes Wachs

Ausbeute: 250,00 mg (1,08 mmol) — quant.

Re-Wert: 0,08 (Silica, E: MeOH + 1% TEA9:1)

IH-NMR: (500 MHz, CDsOD):

d [ppm] = 7,40 — 7,29 (m, 5H); 4,74 (d, J = 15,0 Hz, 1H); 4,32 (d, J = 14,9 Hz, 1H); 3,85 (d,
J=8,6 Hz, 1H); 3,64 (s, 1H); 3,47 (dd, J=3,3; 1,2 Hz, 1H); 3,03 -2,96 (m, 1H); 2,44 (dd,
J=18,6; 1,4 Hz, 1H); 2,15 (ddt, J = 10,6; 7,0; 3,6 Hz, 1H); 2,11 (s, 1H); 2,02 (s, 1H); 0,98 (d,
J=7,0Hz, 3H); 0,71 (d, J = 6,9 Hz, 3H).
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Synthese der Aminosaurebausteine
(S)-2-Chlor-3-Phenylpropanséure (20) 6t

(0] (0]
NaN02
NH OH konz. HCI, él OH
2 H,0
0°C-RT, U.N.
20

L-Phenylalanin (5,00 g; 30,27 mmol) wurde in ca. 100 ml HCI und 100 ml H20 (minimales
Losemittel bis die Aminosdure gelost ist) hinzugegeben. NaNO> (5,00 g; 72,47 mmol) wurde
bei 0 °C hinzugegeben. Es wurde tber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Die wéssrige Phase
wurde dreimal mit 100 ml Ethylacetat extrahiert, mit 100 ml Wasser gewaschen und Uber
MgSOQ4 getrocknet. Das Produkt war rein genug, um im nachsten Schritt verwendet zu werden.
Aussehen:  gelbes Ol

Ausbeute: 5,59 g (30,27 mmol) — quant.

'H-NMR: (500 MHz, CDCls):

& [ppm] = 9,28 (s, 1H); 7,37 — 7,29 (m, 3H); 7,25 (s, 1H); 4,51 (t, J = 7,3 Hz, 1H); 3,42 (dd,
J=14,1; 6,8 Hz, 1H); 3,21 (dd, J = 14,1; 7,8 Hz, 1H).

BC-NMR: (126 MHz, CDsOD):

d [ppm] = 174,65; 135,48; 129,51; 129,33; 128,69; 128,60; 127,49; 57,20; 40,80.
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(S)-2-Chlor-3-Phenylpropansaureamid (21)

(0] 1. Ethylchlorformait (0]
TEA, THF 0°C, 1 h
T OH 5 NH; ag. 30%, 30 min T NH
Cl Cl
20 21

20 (4,54 g; 24,59 mmol) wurde in 20 ml trockenem THF gel6st und bei 0 °C mit trockenem
Triethylamin (4,00 ml; 28,86 mmol) versetzt. Nach 15 min bei 0 °C, wurde Ethylchlorformait
(2,70 ml; 28,36 mmol) langsam hinzugetropft und die klare Ldsung wurde eine Stunde bei 0 °C
geruhrt. Anschlielend wurden 50 ml 30 % ag. NH3 hinzugegeben. Nach 30 min bei 0 °C
wurden 50 ml Wasser hinzugegeben und dreimal mit 100 ml DCM extrahiert. Die organische
Phase wurde tber Na,SO4 getrocknet, filtriert und das Losemittel abgezogen. Es wurde in
DCM : MeOH 1:0-50:2-19 : 1+ 1 % TEA uber Silica sdulenchromatographisch aufgereinigt.
Das Produkt eliminiert leicht.

Aussehen:  gelbes Wachs

Ausbeute: 1,76 g (9,60 mmol) — 39 %

IH-NMR: (500 MHz, CDsOD):

o [ppm] =7,33-7,23 (m, 5H); 4,52 (t,J = 7,2 Hz, 1H); 3,38 — 3,33 (m, 1H); 3,13 (dd, J = 13,9;
7,5 Hz, 1H).
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7.1.3 Neue Synthesemethoden zur Zuckerderivatisierung

Synthese der vinylogen Silylenolether-Vorstufen

Crotonylamid (24)

0 aqg. NH; o
/\)J\ /\)J\
X Cl RT, G.N. X NH,
24

Zu einer Loésung aus 140 ml einer 25% aq. Ammoniaklésung wurde Crotonylchlorid
(20,00 ml; 187,86 mmol) langsam bei 0°C hinzu getropft. Die Reaktion wurde bei
Raumtemperatur (ber Nacht gerlhrt. Die Mischung wurde filtriert und das Prazipitat
gesammelt. Die wassrige Phase wurde dreimal mit 200 ml E und nach Basifizieren dreimal mit
100 ml E extrahiert. Das Prazipitat wurde in der organischen Phasen geldste und tiber MgSO4
getrocknet und das Losemittel im Vakuum abgezogen.

Aussehen:  weilder, amorpher Feststoff

Ausbeute: 10,81 g (129,99 mmol) — 68 %

'H-NMR: (400 MHz, CDCls):

o [ppm] = 6,87 (dg; J = 15,3; 6,9 Hz, 1H); 5,85 (dqg; J = 15,3; 1,7 Hz, 1H); 5,41 (s, 2H); 1,87
(dd, J=6,9; 1,7 Hz, 3H).
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Crotonylpyrrolamid (25) 12

(0]
9] aqg. NH;
X NH, RT, G.N. —
24 25

24 (6,27 g; 73,66 mmol), 2,5-Hexanedion (17,26 ml; 147,32 mmol) und TsOH*2 H,0 (1,53 g;
7,37 mmol) wurde in ca. 200 ml Toluol in einem 250 ml Einhalsrundkolben gel6st. Es wurde
bei 140-160 °C in einer Dean-Stark-Anlage fir 24 h unter Rickfluss geruhrt bis sich kein
Wasser mehr bildete. Das Wasser wurde wahrend dem Heizen regelméaliig entleert. Die Losung
wurde mit 100 ml Wasser dreimal gewaschen, ber Na>SO4 getrocknet und das Losemittel
abgezogen. Der Riickstand wurde auf Silica gezogen und sdulenchromatographisch tiber Silica
in PE : E 10 : 1 aufgereinigt.

Aussehen:  braunes Ol

Ausbeute: 7,88 g (48,29 mmol) — 66 %

'H-NMR: (500 MHz, CDCls):

d [ppm] = 7,08 — 6,99 (m, 1H); 6,37 (dd, J = 15,3; 1,6 Hz, 1H); 5,83 (s, 2H); 2,33 (s, 6H); 1,98
(dd, J=7,0; 1,6 Hz, 3H).
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Tert-Butyl-2-Methyl-Acetoacetonat (26) 15

$Bu Mel (0] éBu
O O .
MO NaH, THF, )J\(&O
O (°C-RT, G.N.

26

Zu einer Losung aus 60%igem NaH (2,63 g; 65,74 mmol) in 250 m| trockenem THF wurde bei
0 °C tert-Butylacetoacetate (10,58 ml; 63,21 mmol) hinzugegeben und flr eine Stunde gertihrt.
Mel (7,87 ml, 126,43 mmol) wurde langsam zugegeben und bei Raumtemperatur Uber Nacht
geriihrt. Die Reaktion wurde in 250 ml gesattigte ag. NH4CI gegeben und dreimal mit 250 ml
Et20 extrahiert. Die kombinierten organischen Phasen wurden tiber MgSO4 getrocknet und das
Losemittel abgezogen. Es wurde sédulenchromatographisch tber Silica in Pentan:E 10:1
aufgetrennt.

Aussehen:  durchsichtiges Ol

Ausbeute: 8,10 g (47,04 mmol) — 74 %

Re-Wert: 0,61 (Silica, PE: E10:1)

'H-NMR: (400 MHz, CDCls):

& [ppm] = 3,39 (q; J = 7,1 Hz, 1H); 2,22 (s, 3H); 1,45 (s, 10H); 1,28 (d, J = 7,1 Hz, 3H).
13C-NMR: (126 MHz, CDCls):

d [ppm] = 204,28; 169,87; 81,90; 54,81; 28,50; 28,00; 12,76.
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2-Methyl-Dioxinon (27) 154

o Y
Aceton

0O O

0 AC20, H2804, A o)
-10°C-RT, U.N.

26 27

Zu einer Losung aus 26 (8,10 g; 47,04 mmol) in 27 ml trockenem Aceton bei -10°C (1: 1
Aceton : Eis) wurde Ac20 (17,79 ml; 188,15 mmol) und katalytische Mengen konzentrierte
H2SO4 zugegeben. Die Losung wurde auf Raumtemperatur gebracht und bei Raumtemperatur
uber Nacht geruihrt. 250 ml Eiswasser wurde zugegeben und die Mischung wurde eine Stunde
gertihrt. Die wassrige Phase wurde fiinfmal mit 100 ml DCM extrahiert. Die organischen
Phasen wurden mit konz. NaCl-Lésung gewaschen und Gber MgSOas getrocknet sowie das
Losemittel abgedampft. Es wurde sdulenchromatographisch tber Silica in Pentan : E 20 : 1-
15:1-10: 1) aufgereinigt.

Aussehen:  durchsichtiges Ol

Ausbeute: 6,25 g (40,04 mmol) — 85 %

Rs-Wert: 0,27 (Silica, PE: E10: 1)

'H-NMR: (400 MHz, CDCls):

3 [ppm] = 4,04 (qd, J =7,1; 1,4 Hz, 1H); 2,03 - 1,89 (m, 6H); 1,65 (dd, J = 8,8; 1,5 Hz, 2H);
1,41 1,15 (m, 3H).
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1-Fluor-Dioxinon (28) 15

><O NFSI ><

0 s 0" o
. LDA, THF,  Fo
Mo _78°C-RT. Mo
2h

Ein ausgeheizter Einhalskolben wurde mit 400 ml THF befullt und frisch destilliertes
Diisopropylamin (10,68 ml; 76,19 mmol) wurde bei 0 °C zugegeben. Anschliefend wurde
n-Butyllithium (2,5 M in Hexan, 30,39 ml; 75,97 mmol) zugegeben und fir 30 min bei 0 °C
gertihrt. AnschlieBend wurde 2,2,6-Trimethyl-4H-1,3-Dioxin-4-one (9,35 ml; 70,35 mmol)
bei -75 °C hinzugetropft und fiir 30 min gerthrt. NFSI (44,37 g; 140,69 mmol) gel6st in 200 ml
trockenem THF wurde langsam zugegeben. Nach kompletter Zugabe wurde das Kuhlbad
entfernt und die Reaktion weitere zwei Stunden gerthrt. Anschliefend wurden 200 ml
gesattigte aq. NH4Cl zugegeben und die Emulsion dreimal mit 300 ml EtoO extrahiert. Die
organischen Phasen wurden anschliefend mit 600 ml konz. NaCl-Ldsung gewaschen, Uber
MgSOQOs getrocknet, Uber Silica filtriert und das Losemittel im Vakuum entfernt. Das
Rohprodukt wurde tber Silicain Pentan : E 10 : 1-5 : 1 sdulenchromatographisch aufgereinigt.
Das Produkt enthielt aufgrund der schwierigen Auftrennung Verunreinigungen.

Aussehen:  gelbes Ol

Ausbeute: 5,17 g (32,31 mmol) — 46 %

Re-Wert: 0,35 (Silica, Pentan: E4: 1)

'H-NMR: (500 MHz, CDCls):

3 [ppm] =5,56 (t, J = 1,1 Hz, 1H); 4,90 (d, J = 1,1 Hz, 1H); 4,78 (d, J = 1,1 Hz, 1H); 1,71 (s,
6H).
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1,1-Di-Fluor-Dioxinon (29) 1*°

>< NFSI O><O

0”0
F\M LDA, THF, FNO
O  .78°CRT, F
2h
28 29

Ein ausgeheizter Einhalskolben wurde mit 165 ml THF befullt und frisch destilliertes
Diisopropylamin (6,79 ml; 48,43 mmol) wurde bei 0 °C zugegeben. Anschlielend wurde
n-Butyllithium (2,5 M in Hexan, 19,37 ml; 48,43 mmol) zugegeben und fir 30 min bei 0 °C
geruhrt. AnschlieRend wurde 28 (5,17 g; 32,28 mmol) bei -75 °C hinzugetropft und fir 30 min
gertihrt. NFSI (20,36 g; 64,57 mmol) gel6st in 165 ml trockenem THF wurde langsam
zugegeben. Nach kompletter Zugabe wurde das Kiihlbad entfernt und die Reaktion weitere zwei
Stunden geriihrt. AnschlieBend wurden 200 ml geséattigte agq. NHsCl zugegeben und die
Emulsion dreimal mit 300 ml Et,O extrahiert. Die organischen Phasen wurden anschlieRend
mit 600 ml konz. NaCl-Ldsung gewaschen, uber MgSOas getrocknet, tber Silica filtriert und
das Losemittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde tber Silica in Pentan : E 10: 1 -
5 : 1 sdulenchromatographisch aufgereinigt.

Aussehen:  gelbes Ol

Ausbeute: 854,00 mg (4,79 mmol) — 15 %

Rs-Wert: 0,58 (Silica, Pentan : E 4 : 1)

IH-NMR: (400 MHz, CDCls):

d [ppm] = 6,05 (d, J = 0,5 Hz, 1H); 5,76 (q; J = 0,8 Hz, 1H); 1,75 (s, 6H).
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Sorbinsauremethylester 162
1) Oxalylchlorid, DMF

/\/\)OJ\ AT =/\/\)J\
XX 0H DCM, XX o7

0°C-RT, u.N.

Sorbinsduremethylester

Sorbinséure (20,00 g; 178,37 mmol) wurde in 300 ml trockenem DCM bei Raumtemperatur
und Argonatmosphére geldst. Die Losung wurde auf 0 °C gekuhlt und Oxalylchlorid (30,59 ml;
356,74 mmol) wurde tropfenweise zugegeben. AnschlieRend wurde langsam trockenes DMF
(0,27 ml; 3,57 mmol) hinzugetropft. Die Reaktion wurde fir eine Stunde bei 0 °C gerihrt.
AnschlieBend wurde trockenes MeOH (20 ml) bei 0 °C langsam hinzugetropft. Die Ldsung
wurde eine weitere Stunde geriihrt. Das Losemittel wurde abgedampft und die Reaktion auf
Silica gezogen. Anschlieliend wurde das Rohprodukt sdulenchromatographisch tber Silica in
Pentan: E 20:1 aufgetrennt. Das Produkt wurde durch dreimaliges Gefrieren gefrier-
getrocknet.

Aussehen:  durchsichtiges Ol

Ausbeute: 17,28 g (136,94 mmol) — 77 %

IH-NMR: (400 MHz, CDCls):

d [ppm] =7,26 (dd, J =15,4; 10,0 Hz, 1H); 6,24 — 6,09 (m, 2H); 5,78 (dg; J = 15,4; 0,7 Hz,
1H): 3,74 (s, 3H); 1,85 (d, J = 6,2 Hz, 3H).
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Synthese der vinylogen Silylenolether 22a-i

Allgemeine VVorschrift Xla 163

R, R, R4-5SICI Ry R, R
.-y
A o LDA oder NaHMDS = O/SI\R
-80°C-RT 5

2h 22a-i

Abb. 7.15. Generelles Reaktionsschema der allgemeinen Vorschrift Xla fur die Synthese der Enolether
22a-i.

Ein ausgeheizter Einhalskolben wurde mit trockenem THF (0,5 M im Bezug zum Alkenketon)
und 1,1 eq. frisch destilliertem Diisopropylamin beschickt. AnschlieRend wurde die Lésung im
Eisbad gekuhlt gefolgt von einer langsamen Zugabe von 1,1 eq. n-Butyllithium (2,5M in
Hexan). Die gelbe Ldsung wurde 30 min bei 0 °C geruhrt. AnschlieBend wurde bei -75 °C
1,2 eq. DMPU zugegeben und bei -75 °C fir 30 min geriihrt. Die Reaktionslosung wurde trib.
Danach wurde 1 eq. des Alkenketons langsam zugegeben und bei -75 °C fir 30 min gerihrt.
Die Trubung verschwand. Anschlieend wurden 1,1eq. des Silylchlorids langsam
hinzugetropft (falls n6tig in 5-15 ml trockenem THF gel6st) und die Lésung wurde tber 2 h auf
Raumtemperatur gebracht. 100 ml Pentan wurden zugegeben. Die organische Phase wurde
finfmal mit 200 ml Eiswasser gewaschen. Die organische Phase wurde tiber MgSO4 getrocknet
und Uber Celite filtriert. Das Lésemittel wurde entfernt (40°C, 10 mbar). Abschliefend wurde
das Produkt in einem Kugelrohr-Apparat destilliert. Das NMR Ldsemittel muss basisch
gemacht werden. Das Produkt wurde bei -30 °C unter Argon aufbewahrt.

Allgemeine Vorschrift X1b 153

Zu einer Losung aus 1,1 eq. NaHMDS (2 M in THF) und 1,2 eq. DMPU in trockenem THF
(0,6 M bezogen auf das Allylketon) in einem ausgeheiztem Einhalskolben wurde bei -78 °C
1 eq. des Allylketons in trockenem THF (Y2 des Ldsemittelvolumens) langsam hinzugetropft.
Es wurde fur eine Stunde geriihrt. AnschlieBend wurde 1,2 eq. Silylchlorid (falls nétig in 5-
10 ml trockenem THF) tropfenweise bei -75 °C hinzugegeben. Die Reaktion wurde 30 min
geruhrt. Das Kihlbad entfernt und die Reaktion wurde bei Raumtemperatur fiir eine Stunde
gerihrt. Die Losung wurde mit 150 ml kaltem Wasser vermengt und dreimal mit Pentan
extrahiert. Die organische Phase wurde iber MgSO4 getrocknet und das Losemittel entfernt.
AbschlieBend wurde das Produkt in einem Kugelrohr-Apparat destilliert. Das Produkt wurde

bei -30 °C unter Argon aufbewahrt.
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TMSO-Dioxinonenolat (22a) 164

>< TMSCI ><
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MO LDA, —gg°C—RT MO’SI\
22a

Ein ausgeheizter Einhalskolben wurde mit 20 ml trockenem THF und frisch destilliertem
Diisopropylamin (2,90 ml; 20,70 mmol) beschickt. AnschlieRend wurde die L6sung im Eisbad
gekunhlt, gefolgt von einer langsamen Zugabe von n-Butyllithium (8,28 ml; 20,70 mmol, 2,5 M
in Hexan). Die gelbe Lésung wurde 30 min bei 0 °C geriihrt. Anschliefend wurde bei -75 °C
2,2,6-Trimethyl-4H-1,3-Dioxin-4-on (2,5 ml; 22,58 mmol) langsam zugegeben und bei -75 °C
fir 30 min gerdhrt. Es wurden TMSCI (2,87 ml; 22,58 mmol) langsam hinzugetropft und die
Losung wurde nach 40 min bei -75 °C flr 2 h bei Raumtemperatur gerihrt. Es wurde 100 ml
Pentan (Uber 3 A Molekularsieb getrocknet) zugegeben und die Mischung tber Celite und
MgSOs getrocknet. Das Losemittel wurde entfernt (40°C, 10 mbar). Die organische Phase
wurde funfmal mit 100 ml Eiswasser gewaschen. Die organische Phase wurde ber MgSO4
getrocknet und Uber Celite filtriert. Das Losemittel wurde entfernt (40°C, 10 mbar).
Abschliefend wurde das Produkt in einem Kugelrohr-Apparat destilliert (75 °C, 1,1 mbar).
Aussehen:  durchsichtiges Ol

Ausbeute: 3,14 g (14,66 mmol) — 78 %

IH-NMR: (400 MHz, CDCls):

o [ppm] = 4,64 (s, 1H); 4,07 (d, J = 0,9 Hz, 1H); 3,88 (d, J = 0,8 Hz, 1H); 1,54 (s, 6H); 0,26 (s,
9H).
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TBSO-Dioxinonenolat (22b)

o><o TBSCI >< \‘/

_
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-80°C-RT, 2h
22b

Allgemeine Vorschrift Xla wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:
2,2,6-Trimethyl-4H-1,3-Dioxin-4-on (10,00 ml; 75,27 mmol), Diisopropylamin (11,60 ml,
82,80 mmol), n-Butyllithium (33,12 ml; 82,80 mmol) und TBSCI (12,48 g; 82,80 mmol). Die
Kugelrohrdestillation wurde wie folgt durchgefihrt: 85 °C, 1,1 mbar.

Aussehen:  durchsichtiges Ol

Ausbeute: 16,33 g (63,67 mmol) — 85 %

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

d [ppm] = 4,65 (s, 1H); 4,05 (d, J = 0,8 Hz, 1H); 3,86 (d, J = 0,8 Hz, 1H); 1,53 (s, 6H); 0,93 (s,
9H); 0,20 (s, 6H).

TBSO-Methylcrotonatenolat (22c) 164

/\)OJ\ TBSCI o/S\t/—
- \
Rt P

22c
Allgemeine Vorschrift Xla wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:
Crotonylmethylester (5,00 ml; 47,15 mmol), Diisopropylamin (7,24 ml; 51,64 mmol),
n-Butyllithium (20,66 ml; 51,64 mmol), DMPU (6,81 ml; 56,33 mmol) und TBSCI (7,78 g;
51,64 mmol). Die Kugelrohrdestillation wurde wie folgt durchgefiihrt: 95 °C, 1,1 mbar. Das
Produkt liegt im E:Z-Verhaltnis 1 : 1 vor.
Aussehen:  durchsichtiges Ol
Ausbeute: 9,18 g (42,82 mmol) — 91 %
'H-NMR: (400 MHz, CDCls):
o [ppm] = 6,51 (dtd, J=17,7; 10,5; 7,1 Hz, 1H); 4,82 (tdd, J =16,7; 2,2; 0,6 Hz, 1H); 4,60
(dddd, J =10,5; 3,2; 2,2; 0,7 Hz, 1H); 4,51 — 4,45 (m, 1H); 3,59 (d, J = 13,9 Hz, 3H); 0,96 (d,
J=4,1Hz, 9H); 0,25 - 0,09 (m, 6H).
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TBSO-3-Methylcrotonsauremethylesterenolat (22d)

Q TBSCI —\‘&/
/AQT/M\O// _ / O
S

Allgemeine Vorschrift Xla wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:
3-Methyl-Crotonylmethylester (5,00 ml; 47,15 mmol),  Diisopropylamin (7,24 ml;
51,64 mmol), n-Butyllithium (20,66 ml; 51,64 mmol), DMPU (6,81 ml; 56,33 mmol) und
TBSCI (7,78 g; 51,64 mmol). Die Kugelrohrdestillation wurde wie folgt durchgefiihrt: 95 °C,
1,1 mbar. Das Produkt liegt im E:Z-Verhaltnis 1 : 1 vor.
Aussehen:  durchsichtiges Ol
Ausbeute: 8,81 g (38,56 mmol) — 93 %
IH-NMR: (400 MHz, CDCls):
d [ppm] = 6,73 (ddd, J = 32,9; 17,5; 10,9 Hz, 1H); 4,90 — 4,77 (m, 2H); 3,59 (d, J=0,5 Hz,
3H); 1,66 (d, J = 15,4 Hz, 3H); 0,98 (d, J = 2,2 Hz, 9H); 0,18 (d, J = 1,9 Hz, 6H).

TBSO-2-Methylcrotonsauremethylesterenolat (22e)

)\)(1 TBSCI \s‘/
B — e ol

NN e (@)
0 LDA, DMPU /J\/\ \
-80°C-RT, 2h o~

22e

Allgemeine Vorschrift Xla wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:
2-Methyl-Crotonylmethylester (5,00 ml; 41,00 mmol),  Diisopropylamin (6,32 ml;
45,10 mmol), n-Butyllithium (18,04 ml; 45,10 mmol), DMPU (5,95 ml; 49,20 mmol) und
TBSCI (6,80 g; 45,10 mmol). Die Kugelrohrdestillation wurde wie folgt durchgefuhrt: 100 °C,
1,1 mbar.

Aussehen:  durchsichtiges Ol

Ausbeute: 8,59 g (37,59 mmol) — 92 %

'H-NMR: (400 MHz, CDCls):

3 [ppm] = 4,80 (d, J = 2,7 Hz, 1H); 4,55 (dt, J = 2,7; 1,3 Hz, 1H); 4,23 (s, 1H); 3,56 (s, 3H);
1,96 — 1,94 (m, 3H); 0,94 (s, 9H); 0,19 (s, 6H).
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TBSO-2-Methylcrotonsauremethylesterenolat (22f)

O TBSCI \‘/

B e &y
- (0]
XN 0 LDA, DMPU /\/\/\ \
-80°C-RT, 2h = \F o~
Sorbinsauremethylester 22f

Allgemeine Vorschrift Xla wurde mit folgenden Edukten durchgefihrt:
Sorbinsauremethylester (5,00 ml; 38,37 mmol), Diisopropylamin (5,91 ml; 42,20 mmol),
n-Butyllithium (16,88 ml; 42,20 mmol), DMPU (5,57 ml; 46,04 mmol) und TBSCI (6,36 g;
42,20 mmol). Die Kugelrohrdestillation wurde wie folgt durchgefiihrt: 100 °C, 1,1 mbar.
Aussehen:  gelbes Ol

Ausbeute: 5,00 g (20,80 mmol) — 54 %

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

d [ppm] =6 6,47 — 6,31 (m, 2H); 6,01 —5,88 (m, 1H); 4,99 (ddt, J = 16,9; 1,7; 0,8 Hz, 1H);
4,83 (ddg; J =10,1; 1,8; 0,9 Hz, 1H); 4,48 (d, J = 10,5 Hz, 1H); 3,59 (s, 3H); 0,96 (s, 9H); 0,21
(d, J=23,6 Hz, 6H).

TMSO-Crotonylpyrrolamidenolat (22g)

|
~N
Si.
A)L el g
P
NaHMDS = NN
THF, =
-78°C-RT, 2h
25 22g

Allgemeine Vorschrift XIb wurde mit folgenden Edukten durchgefuhrt:

25 (2,50 g; 15,32 mmol), NaHMDS (8,42 ml; 16,85 mmol), DMPU (2,21 ml; 18,38 mmol) und
TMSCI (2,34 g; 18,38 mmol). Die Kugelrohrdestillation wurde wie folgt durchgefiihrt: 170 °C,
1,1 mbar. Das Produkt liegt im E:Z-Verhéltnis 1 : 1 vor.

Aussehen:  durchsichtiges Ol

Ausbeute: 2,95 g (12,52 mmol) — 82 %

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

d [ppm] = 5,84 — 5,55 (m, 3H); 5,31 — 4,79 (m, 2H); 2,92 (s, 9H); 2,16 (d, J = 23,0 Hz, 5H).
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TBSO-Crotonylpyrrolamidenolat (22h)

/S._
/\)J\ _TBSCl o C

THF,
-78°C-RT, 2h

25 22h

Allgemeine Vorschrift XIb wurde mit folgenden Edukten durchgefuhrt:

25 (5,90 g; 36,15 mmol), NaHMDS (19,88 ml; 39,76 mmol), DMPU (5,23 ml; 43,38 mmol)
und TBSCI (6,54 g; 43,38 mmol). Die Kugelrohrdestillation wurde wie folgt durchgefihrt:
170 °C, 1,1 mbar. Das Produkt liegt im E:Z-Verhéltnis 2 : 1 vor.

Aussehen:  durchsichtiges Ol

Ausbeute: 9,07 g (32,69 mmol) — 90 %

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

d [ppm] = 6,67 (dt, J = 17,3; 10,6 Hz, E-Isomer, 1H); 5,77 (d, J = 10,8 Hz, 2H); 5,74 — 5,61 (m,
Z-1somer, 1H); 5,33 — 5,26 (m, 1H); 5,11 (ddd, J = 29,8; 16,6; 1,8 Hz, 1H); 4,92 (m, 1H); 2,17
(m, 6H); 0,95 (d, J = 15,1 Hz, 9H); 0,09 — 0,06 (m, 3H); -0,10 (s, 3H).

13C-NMR: (101 MHz, CDCls):

d [ppm] = 132,13; 131,04; 128,42; 114,64; 113,93; 109,67; 108,48; 106,61; 106,21; 25,70;
25,63; 18,26; 12,94; 12,49; 2,63; -4,87; -5,23.
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DPMSO-Crotonylpyrrolamidenolat (22i)

7
~

DPMSCI Si
—/  NaHMDS, /\)
THF, NS

-78°C-RT, 2 h
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25 22j

Allgemeine Vorschrift XI1b wurde mit folgenden Edukten durchgefuhrt:

25 (2,50 g; 15,32 mmol), NaHMDS (8,42 ml; 16,85 mmol), DMPU (2,21 ml; 18,38 mmol) und
TMSCI (2,34 g; 18,38 mmol). Das Produkt wurde nicht destilliert, sondern in Cyclohexan
umkristallisiert.

Aussehen:  weiler Feststoff

Ausbeute: 1,33 g (3,70 mmol) — 24 %

'H-NMR: (500 MHz, CDCls):

o [ppm] =7,55-7,50 (m, 4H); 7,43 — 7,34 (m, 6H); 6,80 (dt, J =17,2; 10,6 Hz, 1H); 5,69 (s,
2H); 5,29 (dt, J = 10,8; 0,6 Hz, 1H); 5,15 (ddd, J = 17,2; 1,9; 0,7 Hz, 1H); 5,04 (ddd, J = 10,4;
1,9; 0,7 Hz, 1H); 1,91 (s, 6H); 0,36 (s, 3H).
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Synthese der geschitzen Zucker 30a-c

3,4,6-Tri-O-(Pivaloyl)-Glucal (30a)

O . (0]
HO | PivCI PivO |
HO™ Pyridin, PivO"™
OH 0°C-RT, G.N. OPiv
30a

Glucal (1,00 g; 6,84 mmol) wurde in 10 ml trockenem Pyridin geldst und mit Pivaloylchlorid
(4,54 ml; 41,06 mmol) bei 0°C tropfenweise versetzt. Nachdem (ber Nacht Dbei
Raumtemperatur gerlhrt wurde, wurde die Lésung mit 100 ml DCM verdinnt und zweimal mit
50 ml 1 M HCL, zweimal mit 50 ml gesattigter aq. NaHCOz3-Ldsung sowie mit 50 ml konz.
NaCl-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde uber MgSO4 getrocknet. Anschlielend
wurde das Rohprodukt auf Silica gezogen und sdulenchromatographisch Uber Silica in
Pentan : E 5 : 1 aufgereinigt.

Aussehen:  weiler Feststoff

Ausbeute: 2,56 g (6,43 mmol) — 94 %

IH-NMR: (400 MHz, CDCls):

3 [ppm] = 6,45 (dd, J =6,2; 1,2 Hz, 1H); 5,33 - 5,28 (m, 1H); 5,26 (dd, J =7,3; 5,9 Hz, 1H);
4,81 (dd, J = 6,2; 3,1 Hz, 1H); 4,32 (dd, J = 11,6; 5,5 Hz, 1H); 4,29 — 4,24 (m, 1H); 4,20 (dd,
J=11,7; 2,6 Hz, 1H); 1,26 (s, 6H); 1,22 (d, J = 4,0 Hz, 9H); 1,17 (d, J = 2,0 Hz, 12H).
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3,4,6-Tri-O-(Benzoyl)-Glucal (30b)

0 0
HO™ DMAP, Pyridin,  BzO"

OH 0°C-RT, .N. OBz
30c

Glucal (1,00 g; 6,84 mmol) wurde in 10 ml trockenem Pyridin geldst und mit Benzoylchlorid
(4,77 ml; 41,06 mmol) sowie DMAP (83,60 mg: 684,27 uM) bei 0 °C tropfenweise versetzt.
Nachdem Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt wurde, wurde die Losung mit 100 ml DCM
verdunnt und zweimal mit 50 ml 1 M HCL, zweimal mit 50 ml geséttigter ag. NaHCOs-L6sung
(ges. ag.) sowie mit 50 ml konz. NaCl-Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde ber
MgSOs getrocknet. Anschlielend wurde das Rohprodukt auf Silica gezogen und
sédulenchromatographisch ber Silica in Pentan : E 7 : 1 aufgereinigt.

Aussehen:  weiBes Ol

Ausbeute: 2,24 g (4,88 mmol) — 71 %

IH-NMR: (500 MHz, CDCls):

d [ppm] = 8,07 - 7,99 (m, 6H); 7,59 — 7,51 (m, 3H); 7,45 - 7,39 (m, 6H); 6,61 (d, J = 6,2 Hz,
1H): 5,80 (t, J=5,6 Hz, 1H); 5,72 (t, J=4,2Hz, 1H); 5,12 (dd, J=6,1; 3,5Hz, 1H);
4,73 — 4,67 (m, 3H).
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3,4,6-Tri-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-Glucal (30c) 1%

0 0
HO" DMAP, Imidazol TBSO"
OH 60°C, 36 h OTBS
30c

Glucal (1,00 g; 6,84 mmol) wurde in 40 ml trockenem DMF gel6st. Imidazol (2,79 g;
41,06 mmol), DMAP (252,75 mg; 684,27 umol) und TBSCI (6,19 g; 41,06 mmol) wurde
zugegeben. Es wurde bei 60 °C 36 h geruhrt. ZerstoRenes Eis und 100 ml Pentan wurden
zugegeben und die Phasen wurden getrennt. Es wurde zweimal mit 50 ml Pentan extrahiert. Die
organischen Phasen wurden zusammengeben und zweimal mit 20 ml Wasser und zweimal
20 ml konz. NaCl-Ldsung gewaschen. AnschlieBend wurde Uber MgSOs getrocknet. Das
Rohprodukt wurde ber Silica in Pentan : E 99 : 1 sdulenchromatographisch aufgereinigt.
Aussehen:  durchsichtiges Ol

Ausbeute: 3,35 g (6,84 mmol) — quant.

IH-NMR: (400 MHz, CDCls):

d [ppm] =6 6,32 (d, J=6,7 Hz, 1H); 4,69 (ddd, J =6,1; 4,4; 1,2 Hz, 1H); 3,99 (dtd, J=7,3;
3,6; 1,4 Hz, 1H); 3,93 (dd, J = 11,1; 7,4 Hz, 1H); 3,89 (tq; J = 3,4; 1,1 Hz, 1H); 3,81 — 3,74 (m,
2H); 0,92 (s, 1H); 0,90 - 0,88 (m, 26H); 0,87 (s, 2H); 0,10 (d, J=1,4 Hz, 6H); 0,08 (d,
J=1,3Hz, 5H); 0,06 (s, 3H); 0,05 (s, 3H); 0,02 (d, J =5,4 Hz, 2H).
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Synthese der H-Donor-Katalysatoren 31-35

Quadratsauredimethylester (31) 166

o) 0 0 0
j\;/( + C(OMe); — »
MeOh — _
HO OH Riickfluss O @
24 h
31

Die Quadratsaure (8,00 g; 70,14 mmol) wurde in 100 ml trockenem MeOH gerihrt, wahrend
Trimethylorthoformiat (16,00 ml; 146,25 mmol) zugegeben wurde. Anschlieend wurde flr
24 h unter Ruckfluss gertihrt, auf Raumtemperatur gebracht und das Losemittel abgezogen. Das
Rohprodukt wurde in Silica sdulenchromatographisch (PE : E 1 : 0-1 : 1) aufgereinigt.
Aussehen:  weiler Feststoff

Ausbeute: 3,43 g (10,61 mmol) — 86 %

Rs-Wert: 0,088 (Silica, E)

IH-NMR: (400 MHz, CDCls):

d [ppm] = 4,35 (s, 6H).

13C-NMR: (101 MHz, CDCls):

3 [ppm] = 189,18; 184,48; 61,04.
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(3,5-Bis(Trifluoromethyl)-Anilin-Q-Me (32) 16

T Qtﬁ

31 32

Zu einer Losung aus 31 (3,00 g; 21,11 mmol) in 80 ml DCM wurde 3,5-Bis(trifluoromethyl)-
anilin (3,46 ml; 22,17 mmol) hinzugetropft. Nach 18 h wurde die Reaktion gefiltert und das
Filtrat wurde mit 100 ml 1 M ag. HCI gewaschen. Die organische Phase wurde uber MgSO4
getrocknet. Das Rohprodukt wurde Uber Silica in PE:E 5:1 séulenchromatographisch
gereinigt. Das Produkt enthielt etwas an Verunreinigungen.

Aussehen:  gelber Feststoff

Ausbeute: 5,66 g (16,70 mmol) — 79 %

'H-NMR: (500 MHz, DMSO-ds):

o [ppm] = 11,21 (s, 1H); 8,04 (s, 2H); 7,77 (s, 1H); 4,41 (s, 3H).
BBC-NMR: (126 MHz, DMSO-ds):
o [ppm] = 189,21; 184,14; 150,51; 130,92; 123,72; 112,85; 107,14, 61,05.
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Chinidin-NH2 (33) 1

33

Chinin (4,00 g; 12,33 mmol) und Triphenylphosphin (3,88 g; 14,80 mmol) wurden bei 0 °C in
50 ml trockenem THF gel6dst. Diisopropylazodicarboxylat (2,91 ml; 14,80 mmol) wurde auf
einmal zugegeben. Eine Lésung aus Diphenylphosphorylazid (3,19 ml; 14,80 mmol) in 20 ml
trockenem THF wurde bei 0 °C hinzugetropft. Die gelbe Mischung wurde auf Raumtemperatur
gebracht. Nach 17 h ruihren (trube Losung) wurde fur 2 h bei 50 °C gerihrt. Triphenylphosphin
(4,20 g; 16,03 mmol) wurde zugegeben und die Temperatur wurde gehalten bis kein Gas mehr
entstand (2 h). Die Lésung wurde auf Raumtemperatur gekthlt und 3 ml destilliertes Wasser
wurde zugegeben und 3 h bei Raumtemperatur gerihrt. Das Losemittel wurde abgezogen und
der Ruckstand in 100 ml 1 % ag. HCI und 50 ml DCM gel6st. Es wurde viermal mit 50 ml
extrahiert. Die wassrige Phase wurde mit konzentrierter wassriger Ammoniaklosung basisch
gemacht und mit viermal 50 ml DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
uber MgSQg4 getrocknet und das Losemittel entfernt. Das Rohmaterial wurde auf Silica gezogen
und Uber Silica sdulenchromatographisch (PE : EtOAc 5: 1, dann E : MeOH : konzentrierte
wassrige NHsOH =50 : 50 : 1) aufgereinigt.

Aussehen:  gelbes Harz

Ausbeute: 3,43 g (10,61 mmol) — 86 %

IH-NMR: (500 MHz, CDsOD):

3 [ppm] =8,71 (d, J = 4,7 Hz, 1H); 7,98 (d, J = 9,2 Hz, 1H); 7,69 (s, 1H); 7,63 (d, J = 4,6 Hz,
1H): 7,47 (dd, J = 9,2; 2,7 Hz, 1H); 5,91 (ddd, J = 17,5; 10,3; 7,7 Hz, 1H); 5,06 (dt, J = 17,1;
1,4 Hz, 1H); 5,01 (d, J = 10,4 Hz, 1H); 4,77 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 4,03 (s, 3H); 3,42 - 3,36 (m,
1H); 3,30 (d, J=10,1 Hz, 1H); 3,24 -3,15 (m, 1H); 2,89 -2,81 (m, 2H); 2,36 (s, 1H);
1,65 —1,60 (m, 3H); 1,47 (t, J = 10,0 Hz, 1H); 0,74 (dd, J = 13,4; 7,5 Hz, 1H).

BC-NMR: (126 MHz, CDsOD):

d [ppm] = 158,41; 147,87; 147,00; 143,67; 141,50; 130,04; 128,97; 122,06; 119,66; 113,52;
61,91; 55,64; 54,82; 40,29; 39,63; 27,54; 27,41; 27,16; 25,63; 25,14; 10,99.
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(3,5-Bis(Trifluoromethyl)-Anilin-Chinidin-Quadratamid (34) 1%

32

Zu einer Losung aus 32 (500,00 mg; 1,47 mmol) in 10 ml DCM wurde 33 (477,00 mg;
1,47 mmol) hinzugegeben. Nach 18 h wurde das Lésemittel abgedampft und das Rohprodukt
wurde aus Silica aufgetragen. Es wurde sdulenchromatographisch Uber Silica in
E : MeOH : NH4OH 100 :0: 1 —-50:50 : 1 getrennt.

Aussehen:  gelber Feststoff

Ausbeute: 5,66 g (16,70 mmol) — 79 %

H-NMR: (400 MHz, DMSO-ds):

d [ppm] = 8,80 (d, J = 4,4 Hz, 1H); 8,05 (s, 2H); 7,97 (d, J = 9,2 Hz, 1H); 7,76 (s, 1H); 7,70 (d,
J=39Hz, 1H); 7,59 (s, 1H); 7,44 (dd, J=9,2; 2,2 Hz, 1H); 7,27 (s, 1H); 6,35 (m, 1H);
6,01 - 5,82 (m, 1H); 5,03 (d, J = 17,2 Hz, 1H); 4,98 (d, J = 10,1 Hz, 1H); 3,50 (d, J = 5,8 Hz,
2H); 3,30 (s, 2H); 3,18 (dd, J = 13,5; 9,6 Hz, 2H); 2,75 - 2,59 (m, 2H); 2,27 (s, 1H); 2,08 (s,
1H): 1,90 (s, 2H); 1,76 (s, 2H); 1,58 (s, 1H); 1,51 (s, 3H); 0,64 (s, 1H).
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(3,5-Bis(Trifluoromethyl))-Anilin-Chinidin-Thioharnstoff (35) 1>

NCS

33 (3,54 g; 10,95 mmol) wurden in 20 ml trockenem THF gel6st und es wurde langsam
3,5-Bis(trifluoromethyl)phenylisothiocyanat (2,00 ml; 10,95 mmol) in 10 ml trockenem THF
bei Raumtemperatur hinzugetropft. Nach 24 h wurde die Reaktion auf 70 °C fur eine Stunde
erhitzt und tber Nach gertuhrt. Das Losemittel wurde abgezogen und das Rohprodukt auf Silica
aufgetragen. Es wurde sdulenchromatographisch dber Silica in PE:E 5:1, dann in
E : MeOH : NH4OH 300 :5 : 1 getrennt.

Aussehen:  gelber Feststoff

Ausbeute: 5,12 g (8,60 mmol) — 81 %

IH-NMR: (500 MHz, CDsOD):

d [ppm] = 8,68 (d, J = 4,7 Hz, 1H); 8,10 (s, 3H); 7,94 (d, J = 9,2 Hz, 1H); 7,60 (s, 1H); 7,57 (d,
J=47Hz, 1H); 7,44 (dd, J = 9,2; 2,6 Hz, 1H); 6,38 (d, J = 10,1 Hz, 1H); 5,86 (ddd, J = 17,5;
10,3; 7,5 Hz, 1H); 5,06 — 4,98 (m, 2H); 4,02 (s, 3H); 3,64 (s, 1H); 3,46 (q; J = 10,1 Hz, 1H);
2,90 - 2,80 (m, 2H); 2,38 (s, 1H); 1,75 - 1,63 (m, 3H); 1,52 — 1,45 (m, 1H); 0,88 (dd, J = 13,6;
7,0 Hz, 1H).

BC-NMR: (126 MHz, CDsOD):

o [ppm] = 182,49; 159,71; 148,27; 147,46; 145,14; 143,03; 142,39; 132,69; 131,22; 130,15;
125,78; 123,88; 123,64; 121,32; 117,84; 115,15; 104,12; 61,47, 56,59; 42,95; 40,61, 28,72,
28,45; 26,91.
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7.2 Biologischer Teil - Arbeitstechniken und Materialien

Verbrauchsmaterial

Material

Firma

1536-Loch-Platten, weil

Thermo Fisher Scientific (Nidderau)

24-Loch-Platten

Sarstedt AG &Co (Nimbrecht)

384-Loch-Platten

Thermo Fisher Scientific (Nidderau)

6-Loch-Platten

Sarstedt AG &Co (Nimbrecht)

96-Loch-Platten

Sarstedt AG &Co (Nimbrecht)

96-Loch-Platten (Essen Image Lock)

Blottingfilter (Dicke: 0,83 mm)

Thermo Fisher Scientific (Nidderau)

Countess Zahlkammer

Life Technologies GmbH (Darmstadt)

Deckglaser

Carl Roth (Karlsruhe)

Glasréhrchen mit Sieb

Falcon (New York, USA)

Kulturgefalie

Sarstedt AG &Co (Nimbrecht)

Matrixpipettenspitze

Thermo Fisher Scientific (Nidderau)

Objekttrager

Carl Roth (Karlsruhe)

Pipettenspitzen

Sarstedt AG &Co (Nimbrecht)
Eppendorf AG (Hamburg)

Reaktionsgefale

Sarstedt AG &Co (Numbrecht)

serologische Pipetten

Sarstedt AG &Co (Niimbrecht)

Spritzen

B. Braun Melsungen AG (Melsungen)

Sterilfilter (0,2 pM)

Sarstedt AG &Co (Numbrecht)

Substanzprobenréhrchen

Sarstedt AG &Co (Nimbrecht)

Tragermembran Immobilion-P

Merck (Darmstadt)

Zellkulturgefale

Sarstedt AG &Co (Numbrecht)

Zentrifugenréhrchen

Sarstedt AG &Co (Nimbrecht)
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Reagenzien und Kits

Reagenz Firma
(NH4)2S208 Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Acrylamid AppliChem GmbH (Darmstadt)

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Dasatinib

Tocris (Avonmouth, GroRbritannien)

DC Protein Assay

Bio-Rad (Miinchen)

DNAse freie RNAse

Thermo Fisher Scientific (Nidderau)

Einschlussmittel Aqua Poly/Mount

Polysciences Inc. (Warrington)

Fastblotting-L6osung Transfer Buffer

Thermo Fisher Scientific (Nidderau)

Fischhautgelatine

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Glycerin

Carl Roth (Karlsruhe)

Glycin

Carl Roth (Karlsruhe)

HRP Fluoreszenzldsung SuperSignal

West Femto bzw. Pico

Thermo Fisher Scientific (Nidderau)

Immersionsol

Karl Zeiss Microscopy GmbH (Jena)

LI-COR Blocking Puffer

LI-COR Bioscience (Bad Homburg)

Marker flr Western Blots, PageRuler

Thermo Fisher Scientific (Nidderau)

Medien

PAN Biotech GmbH (Aidenbach)

NaCl

AnalaR NORMAPUR, VWR (Darmstadt)

PBS-Tabletten

Jena Bioscience (Jena)

PLA-Kit (minus anti-Maus, plus anti-
Kaninchen)

DuoL.ink, Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Propidiumiodid

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

SDS-Pellets

Carl Roth (Karlsruhe)

Triton X-100

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Trypanblau 0,4 %

Life Technologies GmbH (Darmstadt)

Trypsin

PAN Biotech GmbH (Aidenbach)

Tween20

Santa Cruz Biotechnology, Inc.(Dallas, USA)

Waschldsungen fiir Migrationsassay

Essen BioScience, Inc. (Ann Arbor, USA)

Zusétze der Medien

PAN Biotech GmbH (Aidenbach)
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Arbeitsinstrumente
Gerat

Firma

Bildgebungssystem Odyssey Clx

LI-COR Bioscience (Bad Homburg)

Bildgebungssystem Odyssey Fc

LI-COR Bioscience (Bad Homburg)

Dampfsterilisator Varioklav 400 EP-Z

Varioki (Oberschleil3heim)

Fastblotter Pierce Power Blotter

Thermo Fisher Scientific (Nidderau)

Gelelektrophoresegerat PowerPac HC

Bio-Rad (Miinchen)

Gelhalterung

Bio-Rad (Miinchen)

Heizbad WB7

memmert GmbH + Co. KG (Blichenbach)

IncuCyte Zoom

Essen BioScience, Inc. (Ann Arbor, USA)

IncuCyte Zoom Migrationsassayscratcher

Essen BioScience, Inc. (Ann Arbor, USA)

Inkubator DHD Autoflow CO2 NU 5510 E

NuAire (Plymouth, USA)

Kreisschittler GFL 3005

GFL Gesellschaft fiir Labortechnik mbH
(Burgwedel)

Matrixpipette FinTip

Thermo Fisher Scientific (Nidderau)

Mikroskop Primo Vert Mikroskop

Karl Zeiss Microscopy GmbH (Jena)

Mikroskop Zeiss Observer Z1

Karl Zeiss Microscopy GmbH (Jena)

Mikroskopadapter 0.63x Camera Adapter

Karl Zeiss Microscopy GmbH (Jena)

Mikroskopkamera AxioCam MR R3

Karl Zeiss Microscopy GmbH (Jena)

Pipetten research plus

Eppendorf AG (Hamburg)

Pipettierhilfe accu-jet

BRAND GmbH + Co. KG (Wertheim)

Rollenmischer RS-TR05

Phoenix Instrument (Garbsen)

Sterilbank HS12

Heraeus (Hagen)

Sterilbank NU S437- 500E

NuAire (Plymouth, USA)

Thermoblock Thermomixer comfort

Eppendorf AG (Hamburg)

Ultraschallhomogenisator HD2070

BANDELIN electronic GmbH & Co. KG
(Berlin)

UV-Vis Spektrophotometer

Thermo Fisher Scientific (Nidderau)

Zellzahler Countess 11

Life Technologies GmbH (Darmstadt)

Zentrifuge Centrifuge 5418 R

Eppendorf AG (Hamburg)

Zentrifuge Centrifuge 5702

Eppendorf AG (Hamburg)

Zentrifuge Centrifuge 5810 R

Eppendorf AG (Hamburg)
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Losungen

Losung

Zusammensetzung

Amplifikationslésung

31,5 pl dd-H20
8 ul 5x Amplifikationsstock
0,5 pl PolymeRASe (1:80)

HEPES-Puffer

50 mM, pH 7,4

IF Blockingpuffer

2 % Fischhautgelatine in PBS-Tween20 (0,1 %)
0,1 % Triton X-100

Ligationslosung

31 pl dd-H20
8 ul 5x Ligationsstock
1 pl Ligase (1:40)

Osteogenese-Lysis Puffer

1:100 chemilumineszierendes Substrat CDP-Star

PBS

eine PBS-Tablette in 500 ml dd-H»O

Zellkultur
Medium Zuséatze Zelllinie
DMEM 10 % (v/v) FBS BxPC3 (Abteilung 2, MPI Dortmund)
1 % (v/v) Penicilin/ HCT116 (Abteilung 2, MPI Dortmund)
Streptomycin HEK239T (ATCC, Manassas, USA)
1 % (v/v) Na Pyruvat HeLa (ATCC, Manassas, USA)
1 % (v/iv) MEM-NEAA | MCF-7 (ATCC, Manassas, USA)
MDA-MB-231 (ATCC, Manassas, USA)
MiaPaCa 2 (ATCC, Manassas, USA)
Panc-1 (ATCC, Manassas, USA)
Panc-Tu-1 (Abteilung 2, MPI Dortmund)
McCoy 5A 10 % (v/v) FBS HT29 (ATCC, Manassas, USA)
1 % (v/v) Penicilin/
Streptomycin
1 % (v/v) Na Pyruvat
1% (v/v) MEM-NEAA
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Antikorper

Verdinnung
AK (1gG Herkunft, Nummer) Herkunft
(Verwendung)
) _ Thermo Fisher Scientific
anti-Kaninchen Alexa Fluor 555 (Esel) | 1:500 (IF) )
(Nidderau)
) _ LI-COR Bioscience (Bad
anti-Kaninchen IRDye 800 (Esel) 1:500 (ICW)
Homburg)
] Thermo Fisher Scientific
anti-Maus Alexa Fluor 488 (Esel) 1:500 (IF) )
(Nidderau)
) ) LI-COR Bioscience (Bad
anti-Maus IRDye 680 (Ziege) 1:500 (ICW)
Homburg)
] Cell Signaling (Danvers,
anti-pY416Src (Maus, 6943S) 1:200 (ICW)
USA)
1:200 (ICW) Cell Signaling (Danvers,

anti-tSrc (Kaninchen, 2108S)

1:400 (IF, PLA)

USA)

anti-tSrc (Maus, clone GD11, Kat. Nr.:
05-184)

1:400 (PLA)

Merck (Darmstadt)

anti-UNC119 (Maus, MO1A, clone
2F9-2A9)

1:100 (IF; PLA)

Abnova (Taipey, Taiwan)

anti-WGA Alexa488

1:200.000 (PLA)

Lea Kremer

anti-p Catenin (Maus, Kaninchen)

1:2.500 (PLA)

Dr. Silke Brand

IF: Immunofluoreszenz; ICW: in-cell Western; PLA: proximity ligation assay
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7.2.1 In vitro Experimente

Homogeneous Time Resolved Fluorescence-High-Throughput Screening 1%

In PBS mit 0,05 % CHAPS wurden 3 pl einer UNC119a (Wildtyp UNC119a-GST-Protein,
150 nM Endkonzentration) und Src-Peptid (Myr-GSNKSKPK, 800 nM Endkonzentration)-
Losung in eine 1536-Loch-Platte verteilt. Zu testende Substanzen (7,5 nl in DMSO, 12,5 uM
Endkonzentration) wurden durch einen akustischen Echo-Verteiler von Labcyte Inc.
hinzugegeben. Nach 15 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden 3 pl der HTFR-
Reagenzien als Mischung aus anti-GST-Europium und Strepdavidin-d2 hinzugegeben. Die
Signale wurden durch einen Spectramax Paradigm Plattenleser von Molecular Devices
ausgelesen. Hit-Substanzen wurden als aktiv angesehen, wenn das Signal unter 50 % der
DMSO-Referenz war. 5632 Hits wurden wiedergetestet, wobei 1,25 uM der Substanzen
genutzt wurden. Fir 500 Substanzen wurden 1Cso-Werte bestimmt. Das HTFR-HTS wurde im
Compound Managing and Screening Center (COMAS, Dortmund) entwickelt und
durchgefiihrt.

Kinetische Loslichkeit 1%

DMSO-L6sungen der Substanzen wurden in wéssrigem HEPES-Puffer verdinnt und for
90 min unter standigem Rihren geldst. Die Lésung wurde filtriert und die relative Kinetische
Loslichkeit der Substanzen wurde durch spektrophotometrische Absorption zwischen 250 und
500 nm berechnet. Dabei wurden die Extinktionswerte der wéssrigen Losung mit der der
50 %igen Acetonitril-Ldsung verglichen. Die kinetische Loslichkeit wurde von Matthias

Baumann (Lead Discovery Center, Dortmund) durchgefihrt.

Parallel artifical permeability assay — PAMPA 1%

DMSO-L0dsungen der zu testenden Substanzen wurden in wassrigem HEPS-Puffer verdiinnt
und zu einem Donorkompartiment einer halb-durchlassigen Transwanne gegeben, welche von
dem Empfangerkompartiment durch eine kinstliche Membran getrennt war. Nach 20 h
Inkubation wurde die Extinktion photometrisch zwischen 250 wund 500 nm im
Empféangerkompartiment gemessen. Durchfluss wurde als %flux der Extinktion der Losung als
Vergleich zwischen Empfangerwanne und Transwanne ohne kunstliche Membran berechnet.
Das PAMPA-Experiment wurde von Matthias Baumann (Lead Discovery Center, Dortmund)

durchgefiihrt.
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Selektivitatsexperiment 1%

Folgende Chaperon-lipidierte Protein-Paare wurden fur das Selektivitatsexperiment genutzt:
UNC119a-Src, PDEs-RHEB, AIPL1-RHEB und CaM-RHEB. Die Peptide Src (Myr-
GSNKSKPK-Fluorescein) und Rabl (Fluorescein-SGGGSC(GerGer)-OMe) wurden nach
bekannter Methode 168 synthetisiert. Das RHEB-Peptid (Fluorescein-SQGKSSC(Far)-OMe)
wurde von JPT Peptide Technologies GmbH (Berlin) gekauft. Es wurden die wildtyp, also
ungekirzte Proteine UNC119a, PDES, AIPL1 und CaM verwendet. Alle Messungen wurden
bei 20 °C im Selektivitatspuffer (fir CaM zuséatzlich: 10 mM CaCl) Die fluoreszierenden
lipidierten Peptide wurden in eine Kivette transferiert und das korrespondierende Chaperon
UNC119a (200 nM), PDES§ (200 nM), AIPL1 (2 uM) sowie CaM (5 puM) hinzugefigt.
Steigende Konzentrationen der Inhibitoren (200 nM, 400 nM und 4 uM) wurden zum Protein-
Peptid-Komplex hinzugegeben und die Anderung der Fluoreszenzpolarisation wurde durch
deren Anregungs- und Emissionswellenléange bei 495 nm und 520 nm gemessen. Die Daten
wurden durch das Programm GraFit 5.0 (Erithracus Software) analysiert. Das
Selektivitatsexperiment wurde durch Dr. Eyad Fansa (MPI fir molekulare Physiologie,

Dortmund) durchgefihrt.

Kd-Bestimmung &

Die Kg-Werte wurden nach Zimmermann et al. bestimmt. 8 Dabei wurden fluoreszierendes
0,5 UM Myr-Src- bzw. Far-RHEB-Peptid und 1,5 uM UNC119a bzw. 1,5 uM PDES sowie
steigende Konzentrationen von Deltauncin genutzt. Kq-Werte wurden durch Dr. Eyad Fansa
(MPI fur molekulare Physiologie, Dortmund) bestimmt.

- 310 -



7.2.2 In cellulo Experimente

Generelle Methoden

Um Niederschlége des FBS in den Medien zu vermeiden, wurde diese durch einen Sterilfilter
abgetrennt. Angesetzte Medien wurden bei 4 °C gelagert und kurz vor Gebrauch in einem
Heizbad auf 37 °C gebracht. Die Kulturgefalle, Loch-Platten, serologischen Pipetten wurden
steril erhalten. Spitzen, ReaktionsgefaRe, Reservoire und PBS wurden im hauseigenen
Autoklaven autoklaviert. dd-H.O wurde durch eine mili-Q-Anlage erhalten. Abfall
(Plastikwaren, flussiger Abfall) wurde im Dampfsterilisator sterilisiert.

Auftauen von Zellen

Zellen, die in flissigem Stickstoff gelagert wurden, wurden im Wasserbad auf 37 °C gebracht.
AnschlieBend wurden diese in ein ReaktionsgefaR Gberfihrt und bei 200 rcf fir 5 min
zentrifugiert, um das DMSO des Kryomediums zu entfernen. Der Uberstand wurde entfernt,
die Zellen in 10 ml Medium aufgenommen und in eine 75 cm? Kulturflasche uberfiihrt. Die
Zellen wurden im Inkubator bei 37 °C und 5 % CO, aufbewahrt.

Subkultivierung der Zellen

Die Zellen wurden im Inkubator bis zur Konfluenz (qualitative Bestimmung durch ein
Mikroskop) bzw. bis zur Verwendung bei 37 °C in 5 % CO; inkubiert. Anschlieend wurden
die Zellen mit PBS gewaschen und bei 37 °C in 5 % CO> durch Trypsin (10 vol% des Mediums)
abgelost, resuspendiert und bei 200 rcf zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die
Zellen in Medium resuspendiert und bei Konfluenz 1 : 10 ausgesat (insgesamt 10 ml Medium).

Medien der Zellen wurden regelméfiig auf Mykoplasmen untersucht.

Zellzahlbestimmung
Die suspendierten Zellen wurden 1 : 1 mit 0,4 % Trypanblau angefarbt und in Zellkammern
gegeben. Die Anzahl der Zellen wurde durch einen automatischen Zellz&hler (Countess I1)

bestimmt.
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Kryokonservierung

Zellen wurden bei etwa 90 % Konfluenz wie bei der Subkultivierung von der
Gewebekulturflasche abgeltdst. Das Medium wurde mit 10 % DMSO angereichert und die
Zellen nach der Zentrifugation darin resuspendiert. 1 ml Zellsuspensat (ca. 10° Zellen) wurde
anschlieBend in Kryoréhrchen gegeben, in einem Einfrierkontainer tber Nacht. bei -80 °C

gelagert und in flissigem Stickstoff aufbewabhrt.

Allgemeine Arbeitstechniken - Mikroskopie

Antikorper-Inkubation, Aufnahmen und Lagerung der Objekttrager wurden im Dunklen
durchgefuhrt, um Schaden der fluoresszierenden Farbstoffe durch Licht zu vermeiden. Bilder
wurden mit der Mikroskop-integrierten Kamera aufgenommen. Aufnahmen wurden mit
Immersionsél und 63-facher VergroBerung gefertigt. Die Objekttrager wurden bei 4 °C

gelagert. Folgende Wellenlangen wurden verwendet:

Anregungs- Filter Anregungs-
Farbstoff o o
/Emissionswellenlange (nm) /Emissionswellenléange (nm)
DAPI 353/465 335-383/420-470
Alexa Fluor 488 493/517 450-490/500-550
Alexa Fluor 555 553/568 538-562/570-640
PLA 580/618 538-562/570-640

Immunofluoreszenzmikroskopie

Ca. 30.000 Zellen/ml wurden auf Deckgléser in 24-Loch-Platten tiber einen Tag angewachsen.
Die Zellen wurden dreimal 5min mit 0,5ml PBS gewaschen und mit 0,5ml 3,7 %
Formaldehyd fur 5 min bei Raumtemperatur fixiert. Es wurde erneut dreimal mit 0,5 ml PBS
gewaschen. Anschliefend wurde bei 4 °C mit 0,5 ml 0,1 % Triton X-100 in PBS flr 5 min
permeabilisiert. Darauffolgend wurde mit 0,5 ml PBS fir 5 min und zweimal mit 0,5 ml IF
Blockingpuffer fir 5 min bei Raumtemperatur gewaschen. Die Zellen wurden in 0,5 ml IF
Blockingpuffer fir 30 min bei Raumtemperatur blockiert. Die primaren Antikorper (UNC119
und Src in IF Blockingpuffer) wurden mit den Zellen (ber Nacht bei 4 °C inkubiert.
AnschlieBend wurde dreimal mit 0,5 ml PBS fir jeweils 5 min gewaschen. anti-Kaninchen-
AlexaFluor555-, anti-Maus-AlexaFluor488-Antikérper sowie 1:1000 DAPI in IF
Blockingpuffer wurden zugegeben und fir 1 h bei Raumtemperatur und Dunkelheit inkubiert.
AbschlieRend wurde dreimal 5 min mit 0,5 ml PBS (0,5 ml) gewaschen und die Deckgléser mit
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Einschlusslosung auf einem Objekttrdger aufgebracht. Negativkontrollen sind Zellen ohne
einen der beiden primaren Antikorper.

Proximity Ligation Assay

Fur die Durchfiihrung des Proximity Ligation Assay (DuoLink, Sigma-Aldrich) wurde das
kommerzielle Kit mit dessen Anweisungen verwendet. 113 Dabei wurden 60.000 Zellen/ml auf
Deckglaser in 24-Loch-Platten tiber Nacht angewachsen. Die Zellen wurden dreimal 5 min mit
0,5 ml PBS gewaschen und mit 0,5 ml 3,7 % Formaldehyd fur 15 min bei Raumtemperatur
fixiert. AnschlieRend wurde erneut dreimal mit 0,5 ml PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit
anti-WGA-AlexaFluor488 in PBS (5 pg/ml, 200 pl) fir 10 min bei Raumtemperatur und
Dunkelheit behandelt. Anschliefend wurde erneut dreimal mit 0,5ml PBS fir 5 min
gewaschen. Es wurde bei 4°C mit 0,5ml 0,1% Triton X-100 in PBS fur 15 min
permeabilisiert. Darauffolgend wurde mit 0,5 ml PBS fir 5 min und zweimal mit 0,5 ml IF
Blockingpuffer fur 5 min bei Raumtemperatur gewaschen. Die Zellen wurden in 0,5 ml IF
Blockingpuffer fir 30 min bei Raumtemperatur blockiert. Die primaren Antikérper (anti-
UNC119 und anti-Src in IF Blockingpuffer) wurden mit den Zellen tber Nacht bei 4 °C
inkubiert. AnschlieBend wurde dreimal mit 0,5 ml PBS fiir jeweils 5 min gewaschen. PLA-
Sonden wurden in 1:5 IF Blockingpuffer verdinnt und fur 20 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Deckglaser wurden in eine vorgewarmte Feuchtigkeitskammer gegeben und
40 pl der PLA-Sonden hinzugegeben. Die Feuchtigkeitskammer wurde fur eine Stunde bei
37 °C gehalten. Die Ldsung wurde durch 1x Wash Buffer A ersetzt und unter leichtem
Schitteln fiir 5 min gewaschen. Dieser Waschschritt wurde nochmals wiederholt. AnschlieRend
wurde die Ligationslésung hinzugegeben und in der Feuchtigkeitskammer fiir 30 min bei 37 °C
inkubiert. Die Deckglaser wurden zweimal 5 Min. mit 1x Wash Buffer A unter leichtem
Schiitteln gewaschen. Die Amplifikationslésung wurde zugegeben und fiir 200 min bei 37 °C
in der Feuchtigkeitskammer inkubiert. Die Deckglaser wurden zweimal 10 Min. mit 1x Wash
Buffer B unter leichtem Schitteln gewaschen. Im ersten Waschschritt wurde 1:1000 DAPI
verwendet. Anschliefend wurden die Zellen mit 0,01x Wash Buffer B gewaschen und mit
Einschlusslosung auf einem Objekttrédger aufgebracht. Negativkontrollen sind Zellen, die ohne
einen der beiden priméaren Antikorper behandelt wurden. Positivkontrollen sind Zellen, die mit
Maus/Kaninchen-anti-p-Catenin- bzw. Src-Antikorper behandelt wurden.
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FRET-FLIM Experiment &’
Das FRET-FLIM Experiment wurde nach Konitiotis et al. ¢” und durch Dr. Antonios Konitiotis

(MPI fir molekulare Physiologie, Dortmund) durchgefuhrt.

In-cell Western Assay 169

MDA-MB-231 Zellen (2 x 10* Zellen/Loch, 50 pl) wurden in einer 384-Loch-Platte mit
verschiedenen Konzentrationen von Inhibitor fur 30 min bei 37 °C inkubiert. Anschlielend
wurden die Zellen mit 50 pl 3,7 % Paraformaldehydldsung in PBS fur 1 h bei Raumtemperatur
fixiert. Es wurde dreimal mit 50 pl PBS bei Raumtemperatur auf einem Kreisschittler
gewaschen und mit 50 pl 0,1% Triton X-100 fur 5 min bei Raumtemperatur permeabilisiert.
Die Zellen wurden dreimal mit 50 pl PBS bei Raumtemperatur auf einem Kreisschuttler
gewaschen und mit 45 ul LI-COR Blocking Puffer Gber Nacht bei 4°C blockiert. Der Puffer
wurde durch 40 pl primérer Antikdrper -Ldsung (anti-Src, anti-phospho Y416-Src in LIC-OR
Blocking Puffer) ersetzt und flr 2 h bei Raumtemperatur und Schitteln inkubiert. Es wurde
dreimal 5 min bei Raumtemperatur mit 0,1 % Tween20 in PBS gewaschen. AnschlieRend
wurde die Flissigkeiten durch sekundarer Antikorper-Losung (anti-Kaninchen IRDye800, anti-
Maus IRDye 680 in LI-COR Blocking Puffer) ersetzt. Als Negativkontrolle dienten Zellen, die
mit 1% DMSO behandelt wurden und das Fehlen einer der priméren Antikdrper. Als
Positivkontrolle dienten Zellen, die mit 78 nM Dasatinib behandelt wurden. Die Fluoreszenz
wurde bei 700 und 800 nm in einem Plattenleser gemessen. Fiir die Analyse wurden mit Image
Studio 5.2 die Intensitaten der Kanéle 700 und 800 nm integriert. Um das Verhéltnis von
phospho-Y416-Src/gesamten Src (pSrc/tSrc) zu erhalten, wurde zundchst der Hintergrund fiir
beide Kanéle (Locher ohne primaren Antikorper) normalisiert. Anschliefend wurde der
Hintergrund beider Kanéle von der Fluoreszenz jedes Loch abgezogen, dann pSrc/tSrc
berechnet und auf dem Mittelwert der DMSO-Kontrollen normalisiert. Alle Experimente
wurden mit Quadruplikaten und drei biologischen Replikaten durchgefihrt. Der In-cell Western

wurde durch Guillaume Garivet (MPI fiir molekulare Physiologie, Dortmund) durchgeftihrt.

Migrationsassay 170

MDA-MB-231-Zellen (10.000/Loch, 100 pl) wuchsen in einer 96-Loch-Platte tiber Nacht an.
Das Gerat zum Erstellen gleich groRer Migrationskanale (Wunden, Essen BioScience) wurde
wie in der Anleitung 17° vorbereitet und nach Gebrauch gewaschen. Die Wunde wurde durch
das Gerét zugeflgt, die Zellen einmal mit 100 ul PBS gewaschen und mit 99 pl Medium
versetzt. 1 ul DMSO-L6sung der Inhibitoren wurde zugegeben und 24 h im IncuCyte-Gerét
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unter Kulturbedingungen inkubiert. Es wurden Fotos jedes Lochs einmal pro Stunde bei einer
10x Vergrofierung aufgenommen. Die relative Wunddichte wurde durch Training der Software
und anschlieBendes Anwenden auf die Zellbilder berechnet. Als Positivkontrolle diente 325 nM
Dasatinib, als Negativkontrolle 1 % DMSO.

Kolonieformationsassay

HT29-Zellen (1.000/Loch, 2 ml) oder MDA-MB-231-Zellen (500/Loch, 2 ml) wuchsen in 6-
Loch-Platten tber 16 h an. Das Medium wurde mit Inhibitoren entsprechend versetzt und mit.
Das Medium mit dem Inhibitor wurde alle zwei bis drei Tage gewechselt. Nach zehn Tagen
Inkubation bei Kulturbedingungen wurden die Zellen nach Entfernen des Mediums mit PBS
gespult. 500 ul 4 % Paraformaldehyd in PBS wurde zugegeben und fir 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Lésung wurde entfernt und 1 ml 0,1 % Kiristallviolett in PBS
(Basislosung: 5% Kristallviolett in EtOH) wurde zugegeben und 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die Farbeldsung entfernt und mit PBS dreimal
(1, 5 und 10 Minuten) gewaschen. Die Platten wurden tiber Nacht getrocknet. Fotos wurden
angefertigt und durch ImageJ analysiert bzw. Kolonien von Hand gezahlt. Es wurden drei
biologische Replikate von Duplikaten durchgefiihrt. Als Negativkontrolle dienten Zellen, die
mit 0,1 % DMSO oder nichts behandelt wurden.

Wachstumsexperimente mit Src-sensitiven Zelllinien

MDA-MB-231- (10.000/Loch, 99 pul) bzw. HT29-Zellen (25.000/Loch, 99 ul) wuchsen in einer
96-Loch-Platte Gber 16 h an. 0,5 pl vorverdiinnte Inhibitoren, die in DMSO gel6st wurden,
wurden zugegeben und 72 h im IncuCyte-Geréat unter Kulturbedingungen inkubiert. Es wurden
Fotos jedes Lochs einmal pro Stunde (MDA-MB-231) bzw. einmal in zwei Stunden (HT29)
bei einer 10x VergroRerung aufgenommen. Die Konfluenz wurde durch Training der Software
und anschlieBendem Anwenden auf die Zellbilder berechnet. Es wurden drei biologische
Replikate von Quadruplikaten durchgefuhrt. Als Positivkontrolle dienten Zellen, die mit
325 nM Dasatinib behandelt wurden. Als Negativkontrolle dienten Zellen, die mit 0,5 %
DMSO behandelt wurden.
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Wachstumsexperimente mit RAS-abhangigen Zelllinien %

BxPC3- (10.000/Loch, 100 pl), Panc-I- (10.000/Loch, 100 ul), Panc-Tu-I- (15.000/Loch,
100 pl), HCT116- (5.000/Loch, 100 ul) bzw. MiaPaCa 2-Zellen (5.000/Loch, 100 ul) wuchsen
in einer 96-Loch-Platte Gber 16 h an. 0,5 ul vorverdiinnte DMSO-L6sung der Inhibitoren wurde
zugegeben und 72 h im IncuCyte-Gerat unter Kulturbedingungen inkubiert. Es wurden Fotos
jedes Lochs einmal in zwei Stunden bei einer 10x VergroRerung aufgenommen. Die Konfluenz
wurde durch Training der Software und anschliefendem Anwenden auf die Zellbilder
berechnet. Es wurden drei biologische Replikate von Quadruplikaten durchgefihrt. Als
Positivkontrolle dienten Zellen, die mit 6 UM Deltazinon 1, S-Enantiomer °” behandelt wurden.
Als Negativkontrolle dienten Zellen, die mit 0,5 % DMSO behandelt wurden.

Wachstumsexperimente mit Co-Behandlung in RAS- bzw. Src-abhéangigen Zelllinien
BxPC3- (10.000/Loch, 100 ul), Panc-1- (10.000/Loch, 100 ul) bzw. Panc-Tu-I- Zellen
(15.000/Loch, 100ul) wuchsen in einer 96-Loch-Platte tber 16 h an. 0,5 ul vorverdiinnte
DMSO-L6sung von 11 und S-Deltazinon 1 im Mischungsverhéltnis 1:1 wurde zugegeben und
72 h im IncuCyte-Gerat unter Kulturbedingungen inkubiert. Es wurden Fotos jedes Lochs
einmal in zwei Stunden bei einer 10x VergrofRerung aufgenommen. Die Konfluenz wurde durch
Training der Software und anschlielendem Anwenden auf die Zellbilder berechnet. Es wurden
drei biologische Replikate von Quadruplikaten durchgefiihrt. Als Positivkontrolle dienten
Zellen, die mit Deltazinon 1, S-Enantiomer ®” behandelt wurden. Als Negativkontrolle dienten
Zellen, die mit 0,5 % DMSO behandelt wurden.
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Spharoidassay

HT29-Zellen (kultiviert in RPMI11640 statt McCoys 5A Medium, 1.500/Loch, 200 ul) wurden
in ultra-low binding 96-Loch-Platten (Greiner) ausgesat und drei Tage unter
Kulturbedingungen inkubiert. 110 pul Medium wurde entfernt und 100 pl frisches Medium mit
1:60-Verdinnung des Pl sowie 10 pl DMSO-L6sung der Substanz zugegeben. Die Zellen
wurden fir 72-96 h im IncuCyte-Gerét unter Kulturbedingungen inkubiert. Es wurden Fotos
jedes Lochs einmal in zwei Stunden bei einer 10x VergrélRerung aufgenommen. Es wurden drei
biologische Replikate von Triplikaten durchgefiihrt. Als Positivkontrolle dienten Zellen, die
mit Dasatinib oder Staurosporin behandelt wurden. Als Negativkontrolle dienten Zellen, die
mit 0,5 % DMSO behandelt wurden. Die Sphéroidexperimente wurden durch Elisabeth Hennes

(MPI fir molekulare Physiologie, Dortmund) durchgefuhrt.

Osteoblastenifferenzierungsassay

Fur die Identifizierung von Hh-Signalweg Modulatoren wurde ein Osteoblastedifferenzierungs-
assay durchgefuhrt. C3H/10T1//2-Zellen (800/Loch) wurden in einer weil’en 384-Loch-Platte
ausgesat. Nach 16 h Adharieren wurden Substanzen mit Endkonzentration von 10 uM durch
den akustischen Nanoliterdispenser ECHO 520 (Labcyte) zugegeben. Eine Stunde spater wurde
die Osteogenese durch Zugabe von 1,5 puM Purmorphamin gestartet. Die Platten wurden fir
96 h bei Kulturbedingungen inkubiert. Um die Aktivitat der alkalischen Phosphatase (ein
Osteogenmarker), zu bestimmen wurde das Medium mit 35 pl Osteogenese-Lysis Puffer
gewechselt. Die Platten wurden bei 25°C fir eine Stunde im Dunkeln inkubiert. Die
Lumineszenz wurde durch einen Paradigm Plattenleser (Molecular Devices, USA)
aufgezeichnet. Dosis-Wirkungsanalysen wurden fur alle Hit-Substanzen durch eine dreifache
Verdinnungsfolge beginnend mit 30 UM durchgefihrt. 1Cso-Werte wurden durch die Quattro
Software  Suite  (Quattro  Research, Planegg) berechnet. Dieser Teil des
Osteoblastendifferenzierungsassay wurde durch COMAS, Dortmund durchgefihrt.

Alternativ dazu wurde das Osteoblastendifferenzierungsassay auch von Hand in 96-Loch-
Platten durchgefiihrt. C3H/10T1/2.Zellen (3000/Loch) wurden in weilRe 96-Loch-Platten tber
16 h adhériert. AnschlieRend wurden die ausgewéhlten Substanzen mit Endkonzentration von
10 uM zugegeben. Nach einer Stunde Inkubation unter Kulturbedingungen wurde 1,5 uM
Purmorphamin zugegeben und unter vorherigen Bedingungen fiir 96 h inkubiert. Das Medium
wurde durch 100 pl Osteogenese-Lysis Puffer gewechselt. Die Platten wurden bei 25 °C fiir
eine Stunde im Dunkeln inkubiert. Die Lumineszenz wurde durch einen Infinite M200

Plattenleser (Tecan, Osterreich) aufgezeichnet. Dieser Teil des Osteoblastendifferenzier-
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ungsassay wurde durch Sumersing Patil (MPI fur molekulare Physiologie, Dortmund)
durchgefihrt.

GLI-Repotergenassay

Shh-LIGHT2-Zellen1 (2.5x10%/Loch, NIH/3T3-Zellen, die mit einem, GLI-Firefly Luciferase
Reporter und einem Renilla-Luciferase Expressionsvector cotransfiziert wurden) wurden in
einer 96-Loch-Platte fiir 16 h inkubiert. Das Medium wurde durch Medium mit 0,5 % FCS und
1,5 UM Purmorphamin ersetzt. Nach einer Stunde Inkubation unter Kulturbedingungen wurden
DMSO-Losungen der Substanzen verschiedener Konzentrationen zugesetzt und weiter 48 h
unter vorherigen Bedingungen inkubiert. Leuchtkafer (firefly)- und Renillaluciferaseaktivitaten
wurden durch das Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega) nach dem Protokoll des
Herstellers detektiert. Kurz zusammengefasst wird dabei das Medium entfernt, die Zellen durch
50 pl 1x passive lysis buffer und Schutteln bei 25 °C fur 20 min lysiert. 10 pl Zelllysat wurde
mit 10 pl Firefly-Lucuferasensubstrat in einer weien, 96-Loch-Halbflachenplatte gemischt
und die Lumineszenz durch einen Infinite M200 Plattenleser (Tecan, Osterreich) gemessen.
Dazu wurde 10 pl Renillaluciferasensubstrate hinzugegeben und die resultierende
Renillaluciferase-Lumineszenz durch einen Infinite M200 Plattenleser (Tecan, Osterreich)
bestimmt. Als Negativkontrolle dienten Zellen, die mit DMSO behandelt wurden. Das GLI-
Reportergenassay wurde durch Sumersing Patil und Jana Flegel (MPI fur molekulare

Physiologie, Dortmund) durchgefihrt.
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