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1. Theoretischer Hintergrund

Projekt A: Synthese und biologische Evaluation neuer Pyridazinon-
basierter Inhibitoren sowie Aufklarung des Wirkmechanismus uber in

silico-Methoden

1. Theoretischer Hintergrund

1.1 Einleitung

Nach den Herz-Kreislauf-Erkrankungen zahlen Krebserkrankungen laut der
Weltgesundheitsorganisation WHO zu den zweithaufigsten Todesursachen weltweit.["2]
Angesichts der 19.3 Millionen neu diagnostizierten Krebserkrankungen mit 10 Millionen
todlichen Verlaufen (Mortalitatsrate = 48%) im Jahr 2020, besteht eine grol3e Notwendigkeit
fur die Entwicklung neuer Pharmazeutika. Wird eine Erkrankung nicht friihzeitig erkannt und
reicht die chirurgische Entfernung des Tumorgewebes, in Kombination mit der
Strahlentherapie nicht aus, werden Chemotherapeutika zur Behandlung eingesetzt. Mit
Verabreichung dieser Zytostatika, wobei Cisplatin den bekanntesten Vertreter dieser
Gruppe darstellt, gehen jedoch aufgrund fehlender Selektivitat viele Nebenwirkungen
einher. Da die Arzneistoffe der sogenannten Erstlinientherapie bei Zellen mit hoher
Proliferationsrate Uber verschiedene Mechanismen die Apoptose einleiten, betrifft diese
auch die Zellen des Knochenmarks, der Schleimhaut sowie der Haarfollikel. Einen neuen
therapeutischen Ansatzpunkt bot 1979 das Postulat von WEINSTEINE!, wonach das
Uberleben von Krebszellen von einer einzigen abweichenden Proteinaktivitat in der
Signaltransduktion abhangt (oncogene addiction). Die selektive Inhibition dieses
fehlgesteuerten Proteins (Onkogen) durch einen Wirkstoff fihrt zur Apoptose der mutierten
Zellen. Gesunde Zellen bleiben davon unberihrt, da diese bei der SignalUbertragung auf
alternative Wege zurlickgreifen kénnen (oncogenic shock).!*! Diese Art der Therapie wird als
Prazisionsmedizin oder targeted Therapy betitelt. Eines der ersten und bekanntesten
Beispiele dieser Therapie ist der Tyrosin-Kinase-Inhibitor Imatinib (I-1, Glivec®, Novartis,
Abb. 1). Dies markiert einen Meilenstein in der Entwicklung von Wirkstoffen gegen Kinasen,
da deren selektive Adressierung jahrelang als undurchfiihrbar galt.®! Grund daflr waren die
Selektivitatsprobleme, die bei den 518 humanen Kinasen mit hoher struktureller Ahnlichkeit
auftraten. So erregte das Alkaloid Staurosporin (I-2) 1986 groRere Aufmerksamkeit, da es
neben der antimykotischen und blutdrucksenkenden Wirkung vor allem sehr potent die
Proteinkinase C (ICs0 = 2.7 nM) hemmt und damit stark zytotoxisch gegen Krebszellen
wirkt.871 Da Staurosporin (I-2) allerdings unselektiv alle im Genom kodierten Kinasen

(Kinom) inhibiert und somit auch auf gesunde Zellen toxisch wirkt, ist es fur die Anwendung
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als Arzneistoff ungeeignet.[®! Diese Selektivitdtsprobleme umging Imatinib (I-1) als erster
zugelassener Kinase-Inhibitor, der seit 2001 zur Behandlung von chronisch myeloischer
Leukamie (CML) eingesetzt wird. Dabei inhibiert es durch Bindung an der ATP-Bindestelle

die Phosphorylierung von Tyrosin.[10]
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Abb. 1: Strukturformeln der Kinase-Inhibitoren Imatinib (I-1) und Staurosporin (I-2).
Zwar sorgten weiter auftretende Mutationen und Resistenzen fur die Notwendigkeit der
Weiterentwicklung von Kinase-Inhibitoren, diese Beispiele zeigen jedoch, dass auch als
undruggable betitelte Proteine mit gezielter Forschung und Entwicklung selektiv

adressiert werden und schlie8lich als pharmazeutische Targets dienen kdnnen.

Im Zusammenhang der druggability stellten HOPKINS und GROOM 2002 die These auf,
dass die Anzahl der Bindestellen an einem Protein abhangig von der Gesamtanzahl
kleiner Moleklle eines Organismus (Metabolom) ist.I'l Wahrend ca. 19500 Gene des
humanen Genoms Proteine kodieren, von denen ~90% funktionelle Proteine darstellen,
werden lediglich 3000 (~15%) als druggable angesehen. 2131 Ein zusatzlicher Faktor der
Pharmaindustrie ist, dass potenzielle Zielmolekule an Krankheiten direkt beteiligt sein
mussen (,disease modifying genes®), sodass lediglich 600-1500 Zielproteine fir die
Medikamentation Gbrigbleiben.l'l Wie einst die Kinasen galt auch die GTPase Rat
sarcoma virus (Ras) jahrelang aufgrund struktureller und biochemischer Eigenschaften
als schwer pharmakologisch adressierbar. Das als undruggable betitelte Protein Ras
bietet jedoch aufgrund ihrer essenziellen Funktion in der Transduktionskaskade ein
vielversprechendes Ziel fur die Prazisionsmedizin. Im weiteren Verlauf wird der Aufbau

sowie die Funktion von Ras umfassend erortert.
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1.2 Strukturelle Eigenschaften und Funktion der Ras-Proteine

Einst in den retroviralen Sarkomen der Ratte entdeckt und nach ihnen benannt, bilden
mehr als 150 Mitglieder die Ras-Superfamilie. Ihre funf Unterfamilien Ras, Rho, Rab, Arf
und Ran sind jeweils an verschiedenen Funktionen innerhalb der Zelle beteiligt. Ras
reguliert durch Signaltransduktion die Zellproliferation und die Zelldifferenzierung. Die
humanen Gene codieren mit H-Ras (Harvey Ras)', N-Ras (Neuroblastoma Ras)!' und
K-Ras (Kirsten Ras)!'®! drei Proteine, die groRe Ubereinstimmungen in ihrer Struktur und
ihren biochemischen Eigenschaften zeigen. K-Ras tritt dabei in den Isoformen K-Ras4A
und K-Ras4B auf, die neben der unterschiedlichen Expression zusatzlich
unterschiedliche zellulare Aufgaben erfiillen.['’] K-Ras4A reguliert die Apoptose, die im
Gegensatz dazu von K-Ras4B inhibiert wird. Zusatzlich leitet K-Ras4B die
Zellproliferation ein.['®1 Aufgrund der signifikant erhéhten Expression von K-Ras4B im
Vergleich zu K-Ras4A, stand ersteres im Mittelpunkt der wissenschaftlichen Forschung,

weshalb in dieser Arbeit K-Ras als Synonym fiir die K-Ras4B Isoform verwendet wird.

Die als molekulare Schalter wirkenden kleinen GTPasen (21 kDa) binden in ihrer
aktivierten Form GTP (Rason), wahrend in ihrer inaktiven Form GDP gebunden ist (Rasof).
Die Bindungsdomane der Nukleotide, auch als G-Domane bezeichnet, zeigt eine hohe
Sequenzidentitdt in der gesamten Ras-Superfamilie. (Abb. 2a).['®! Innerhalb der
hypervariablen Region (HVR) befindet sich eine Region, die sogenannte CAAX-Box,
deren Aufbau im Gegensatz zum Rest der HVR in allen Isoformen konserviert ist. lhre
Sequenz setzt sich aus C = Cystein, A = aliphatische AS, X = Serin oder Methionin
zusammen und ist von entscheidender Bedeutung fir die Bindung von Ras an die
Plasmamembran. Dabei wird die Cystein-Einheit der CAAX-Box reversibel farnesyliert,

wahrend weitere Cystein-Einheiten der HVR palmitoyliert werden.

Die zweite, reversible posttranslationale Modifikation findet dabei bei allen Isoformen
auBer der K-Ras4B Variante statt.[??] Diese besitzt keine zweite Cystein-Einheit, sondern
eine Abfolge von sechs Lysin-Einheiten, welche als weiteres Signal der
Membraneinbettung dienen.?'221 Daflir vermittelt die GMP-Phosphodiesterase 6 delta
Untereinheit (PDEJ) einen dynamisch, raumlich regulierten Zyklus bestehend aus
Bindung und Lésung des prenylierten K-Ras4B. Dieser ist essenziell fur die raumliche
Ausrichtung und anschlieRende Einbettung in die Plasmamembran.?3 Innerhalb dieses
biologischen Vorganges bindet eine hydrophobe Bindetasche des PDEJd die zuvor

angebrachte Farnesylgruppe. Dadurch wird die Loslichkeit von Ras im Cytoplasma
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erhdht. An der Plasmamembran sorgt Arl2 durch eine allosterische Veranderung fur die
Auflésung des PDE®&/Ras-Komplexes, mit der Folge, dass Ras in der Plasmamembran
verankert wird. Die GDP (grun) oder GTP (lila) beladenen Ras-Proteine verbreiten sich
lateral und bilden Nanocluster aus. Diese bestehen aus bis zu sechs Ras-Proteinen (Abb.
2b). Die Nanocluster der beiden Nukleotidformen treten dabei unabhangig voneinander
auf, haben einen etwa 9 nm grof3en Radius und existieren in einer Zeitspanne von >1 s.
Etwa 56% der Ras-Proteine kommen als Monomere vor, die verbleibenden 44% liegen

als Dimere oder Oligomere vor.[24l

P-Loop SW1 SW2
KRAS4A MTEYKLVVVGAGGVGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRKQVVIDGETCLLDILDTAGQEEYSAMRDOQYMRTGEGFLCVFAINNTKSFEDIHHYREQI
KRAS4B 1 MTEYKLVVVGAGGVGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTI EDSYRKQVVIDGETCLLDILDTAGQEEYSAMRDQYMRTGEGFLCVFAINNTKSFEDIHHYREQI
HRAS MTEYKLVVVGAGGVGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTI EDSYRKQVVIDGETCLLDILDTAGQEEYSAMRDQYMRTGEGFLCVFAINNTKSFEDIHQYREQI 100
NRAS MTEYKLVVVGAGGVGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTI EDSYRKQVV I IDGETCLLDILDTAGQEEYSAMRDQYMRTGEGFLCVFAINNSKSFADINLYREQI

KRAS4A KRVKDSEDVPMVLVGNKCDLPSRTVDTKQAQDLARSYGIPFIETSAKTRQRVEDAFYTLVRE IRQYRLKK|SKE EKTPGCVKIKKCIIM
KRAS4B 101 KRVKDSEDVPMVLVGNKCDLPSRTVDTKQAQDLARSYGIPFIETSAKTRQGVDDAFYTLVRE IRKHKEKM SKD GKKKKKKSKTKCVIM
HRAS KRVKDSDDVPMVLVGNKCDLAARTVESRQAQDLARSYGIPY | ETSAKTRQGVEDAFYTLVRE IRQHKLRKLNPPDESGPGCMSCK cvLs 189

NRAS KRVKDSDDVPMVLVGNKCDLPTRTVDTKQAHELAKSYGIPFIETSAKTRQGVEDAFYTLVREIRQYRMKKLNSSDDGTQGCMGLP CVVM

Effektor Doméane HVR
| 100% | 15% |
b
® ®
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Abb. 2: a) Prozentuale Sequenzlbereinstimmung der vier Ras-Isoformen in der Effektor- (blau) und
allosterischen- (gelb) sowie der hypervariablen Region (griin). b) Schematische Rekrutierung von Ras an
die Plasmamembran in Monomeren, Dimeren und Nanoclustern. c) Darstellung der einzelnen G-Motive in

der Ribbon-Form von Ras (PDB: 6GOD). [Abbildung modifiziert nach O’'BRYAN et al., zHOU et al. und GOODY
et al.]f?4-201

Die Allosterische- und die Effektor-Domane besitzen insgesamt funf Motive (G1-G5, Abb.
2c). Sie sind aus sechs B-Faltblattern und funf a-Helices zusammengesetzt und binden
in dieser Region GTP. Diese Bindung wird durch Mg?* vermittelte Interaktionen
stabilisiert.?”l Koordiniert wird das Mg-Kation dabei von dem G1-Motiv (Abb. 2¢ pink),
oder auch P-loop, das zusatzlich das - sowie das y-Phosphat des Nukleotids bindet.
Verantwortlich fur die Hydrolyse und somit die Schalterfunktion des Proteins ist eine
Rotation des a-Phosphats hin zu einer sichelartigen Konformation (,eclipsed
conformation“)?8l,  sodass die Bindungsspaltung durch die AbstoRung der
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Sauerstoffatome aller Phosphatgruppen begiinstigt wird.[?82°] Darliber hinaus werden
das Mg?* und das Nukleotid von dem G2- und dem G3-Motiv koordiniert bzw. gebunden.
Wahrend das G2-Motiv (orange) in Form eines Threonins ein Fragment der
Switch I-Region bildet, formt das G3-Motiv (grun) einen Teil der Switch |I-Region von Ras.
Die ausgebildeten Wechselwirkungen haben zur Folge, dass der raumliche Aufbau beider
Regionen in starker Relation zu dem gebundenen Nukleotid steht. Die Autoinaktivierung
von K-Ras®™ durch intrinsische Hydrolyse verlauft mit einer Geschwindigkeitsrate von
6.8x 10 s sehr langsam.?% Diese wird durch GTPase-aktivierende Proteine (GAPs),
wie P120GAP oder NF1, deutlich erhéht. Innerhalb dieses Ablaufs wird das GIn61 (Q61)
durch den RAS/GAP-Komplex in der Switch II-Region verankert und koordiniert dabei
das hydrolysierende Wassermolekul. Der sogenannte Arginin-Finger (Arg789) des GAPs

wechselwirkt mit dem a- und B-Phosphat und fiihrt so schlieRlich zum Bindungsbruch.B']

Bei der Inaktivierung von Ras sind vor allem der P-Loop und die Switch II-Region von
immenser Bedeutung. Gly12, Gly13 und GIn61 sind innerhalb dieser beiden benannten
Bereiche lokalisiert. Aus einer Punktmutation dieser Aminosauren folgt eine
Beeintrachtigung der intrinsischen sowie GAP-vermittelten Hydrolysefahigkeit, sodass
Ras im aktiven Zustand verbleibt. Indem der Arginin-Finger durch die G12 und G13-
Mutationen sterisch gehindert wird, ist die Hydrolyse des Triphosphats nicht maglich.
Mutationen der Position 61 verhindern die Komplexierung des notwendigen
Wassermolekiils.?? Infolge der fehlenden Inaktivierung von Ras®™ kommt es zur
ungehinderten Signaltransduktion und letztendlich zu unkontrolliertem Zellwachstum.
Daher werden die G12, G13 und Q61-Varianten als onkogene Schlisselfaktoren
eingestuft und stellen einen zentralen Forschungsansatz der Prazisionsmedizin dar, der

im Kapitel 1.3 naher erlautert wird.

Aufgrund der hohen Affinitat von GDP fur Ras und die Dissoziationskonstante im
pikomolaren Bereich werden flr die Aktivierung von Ras guanine nucleotide exchange
factors (GEFs) bendtigt. Der bekannteste ist das Protein son of sevenless (SOS), das
den Nukleotidaustausch katalysiert.?3] Im Gegensatz zu anderen GEFs, die (ber
sekundare Botenstoffe wie cAMP oder Diacylglycerol aktiviert werden, wird SOS von
epidermalen Wachstumsfaktoren (EGF) durch die Tyrosinphosphorylierung an die
Plasmamembran gebunden und so aktiviert (Abb. 3a).24 Vermittelt wird die Bindung von
Adapterproteinen wie Grb2 oder E3B1 (pink).13®! Die Lokalisierung von Ras (orange) und
SOS (blau) an der Membran flhrt dazu, dass die Assoziationsrate beider Proteine um
das 1000-fache hoéher ist als im Cytoplasma. Obwohl es mit SOS1 und SOS2 zwei

5
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Homologe gibt, die beide als GEF an der Ras-Aktivierung beteiligt sind, nimmt SOS1 eine
Ubergeordnete Rolle gegenliber SOS2 ein. Es ist starker an der Zellproliferation und -
migration beteiligt, mit der Folge, dass bei Testversuchen ausschlieRlich der Einsatz von
SOS1-Knockout-Zellen in Mausen den Embryotod verursacht hat.[%l Zusatzlich besitzt
lediglich  SOS1 eine  negative  RlUckkopplung innerhalb der K-Ras

Transduktionswege. 3738l

a EGFR Familie

— RALGDS

Abb. 3: a) SOS (blau) -vermittelter Austausch von Ras (orange) gebundenem GDP (gelb) und GAP-
vermittelte Hydrolyse von GTP (griin). b) Offnung der Switch I/ll-Region von Ras (beige) durch helical
hairpin (blau) von SOS (pink) (PDB Code: 1BKD). [Abbildung modifiziert nach MOORE ef al. und BANDARU
et al.]3439

Das SOS-Protein ermdglicht als Katalysator die Uberwindung zweier kritischer Schritte.
Zum einen dringt ein spiralférmiges Element (,helical hairpin element®, blau) der Cdc25
Domane zwischen die Switch I- und Switch II-Region des Ras-Proteins (Abb. 3b, beige).
Zum anderen stabilisiert der Ras:SOS¢@-Komplex die Bindetasche, da die nukleotidfreie
Ras-Form instabil ist. Das helikale SOS-Motiv wirkt wie ein Hebel, der die Switch I-Region
beiseite druckt. Infolgedessen 6ffnet sich die aktive Seite von Ras. Aus der fehlenden

Koordination der Phosphatgruppen und des Magnesium-Kations resultiert schlief3lich die
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Freisetzung des GDPs.[*% Im Rahmen dieses Mechanismus nehmen die Aminos&uren
Leu938 und Glu942 eine wichtige Funktion ein. So verhindert die unpolare Seitenkette
des Leu938 die Bindung des Magnesium-Kations. Gleichzeitig orientiert sich die
Carboxylatgruppe des Glu942 analog der a-Phosphatgruppe des Nukleotids durch den
Ausbau einer Wasserstoffbricke zum Ser17. Da das im P-Loop lokalisierte Ser17
ebenfalls das Magnesium komplexiert, fihrt die H-Brlcke zwischen Glu942 und Ser17
zu einer Destabilisierung der Phosphate und des Magnesiums. Im Anschluss wird die
geoffnete Bindetasche mit einem Nukleotid beladen. Dabei bevorzugt SOS nicht die
Beladung mit GTP,*"42l sondern die Bindung des Triphosphats ist eine Folge aus der ca.

zehnfach hoheren Konzentration im Cytoplasma.[*3

Eine Konformationsanderung der Switch I-Region schwacht die Bindung von Ras an
SOS und fuhrt schlieBlich zur Teilung des Komplexes. Das stochiometrische Verhaltnis
von Ras:SOS betragt 2:1, da zusatzlich zu dem katalytischen Ras (Ras®®) ein
allosterisches Ras (Ras?°) gebunden ist.[* Dieses erhoht drastisch die
Austauschgeschwindigkeit des Nukleotids von Ras®.[# Zusatzlich wird das
Gleichgewicht des konformationsdynamischen SOS durch das Ras?'® auf die Seite der
aktiven Konformationen verschoben.*él Im aktivierten Zustand binden Effektorproteine an
Ras und initiieren weitere Downstreamkaskaden. Im Folgenden werden der Ral-, der
mitogen-activated protein kinase- (MAPK) sowie der Phosphoinositid-3-kinasen- (PI3K)
Weg diskutiert.

1.3 Onkogenes Ras im Zusammenhang mit den Signaltransduktionskaskaden

Wie im Vorfeld erwahnt, treten in den Ras-Proteinen Mutationen an den Aminosauren
Glycin und Glutamin in den Positionen 12,13 und 61 auf. Die Relevanz dieser Mutationen
wird bei der Betrachtung des Gesamtanteils von Ras an Krebserkrankungen deutlich.
Insgesamt weisen ca. 30% aller Tumore eine Mutation innerhalb des Ras-Gens auf.
Dabei dominiert K-Ras mit 85% die mutierten Isoformen und ist vorrangig bei
Krebsvarianten mit hoher Mortalitdt wie Darm- oder Bauchspeicheldrisenkrebs
vertreten.*’l N-Ras und H-Ras tragen 11% bzw. 4% bei. Ersteres ist vor allem in
Lymphknotenkrebs und bei myeloischer Leukamie und zweiteres bei Blasen- bzw.
Nierenkrebs vertreten.3®] In Abb. 4a ist die Verteilung der einzelnen onkogenen
Punktmutationen aufgefiihrt. Bei K-Ras tritt eine Mutation des Gly12 mit einer Haufigkeit
von 82% auf, gefolgt von dem Gly13 mit 14%. Im Gegensatz dazu entfallt lediglich ein

Drittel aller Mutationen im N-Ras auf diese Positionen. Das zweite Drittel der N-Ras-
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Mutationen reprasentiert GIn61. In der dritten Isoform verteilen sich die drei Positionen
mit 26%, 23% sowie 38% gleichmaliger, wobei zusatzlich 13% auf andere
Punktmutationen zurickgehen. Mehr als die Halfte des Gly12 der K-Ras-Isoform ist zu
Asparaginsaure, Valin oder Cystein mutiert. Aufgrund dessen gab und gibt es in der
Vergangenheit und Gegenwart verstarkt Forschungsansatze zur gezielten Inhibition
dieser Punktmutationen (Abb. 4b).[3°]

a KRas NRas HRas
2% 2%

\\

[ JeIP) Ocis  @ast @ andere

b Q61Kandere mehrere
A146
Q61L

G12

KRas
Mutationen

“a

Abb. 4: a) Prozentuale Verteilung der einzelnen Punktmutationen in K-Ras, N-Ras und H-Ras. b) Verteilung
der onkogenen Varianten von K-Ras. c) Lokalisierung der Punktmutationen Gly12, Gly13 und GIn61 (rote
Kugeln) in dem K-Ras Protein (pink = p-Loop, orange = Switch |, blau = Switch IlI). [Abbildung modifiziert
nach PRIOR et al., HARDEIS et al. und MOORE et al.]i39.48:49]

Die benannten Punktmutationen bewirken sowohl eine verminderte intrinsische
Hydrolyseaktivitat als auch eine verminderte GAP-Affinitat der Ras-Proteine und sind
ursachlich fur den onkogenen Charakter verantwortlich. Zusatzlich zeigt die G13D-
Mutante eine signifikant erhohte Austauschrate von GDP zu GTP ohne GEF-Beteiligung
und somit eine erhohte Signaltransduktion auf die Effektor Proteine der

Downstreamkaskaden.l30!

Der Ras/Raf/MAPK- oder ERK-Weg stellt einen hochkonservierten, intrazellularen
Signalweg dar, der von aul3erordentlicher Bedeutung in der gesamten Entwicklung von

Saugetieren ist. Diese Downstreamkaskade ist sowohl an der Embryonalentwicklung als

8
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auch an der multipotenten Selbsterneuerung der Zellen (,tissue-specific cellular
homoeostasis“)® im Erwachsenenalter beteiligt. Bei diesen biologischen Vorgangen
sind die Kinasen ARaf/BRaf/CRaf, MEK1/2 und ERK1/2 involviert.5" Initiiert wird die
Kaskade durch Membran-gebundenes, GTP-geladenes Ras (grun), dessen Nanocluster
als Signalplattformen dienen (Abb. 5).52 Dies fiihrt zur Rekrutierung von Rapidly
accelerated fibrosarcoma (Raf, blau) an die Plasmamembran. Raf Proteine gehdéren zu
den Serin/Threonin Kinasen und besitzen drei Isoformen: ARaf, BRaf sowie CRaf, auch
Raf1 genannt. Innerhalb dieses Prozesses nehmen die Ras-bindende Domane (RBD,

orange) sowie die Cystein-reiche Domane (CRD, pink) eine wesentliche Rolle ein.

Ras
RD
'S
. e s

Autoinhibierung
RBD RBD

CsD. Raf AktiVieru ng CRD CRD.

‘ Ras-GDP
C
W&%&& . Ras-GDP
b o Aktivierende
‘ ‘ Phosphorylierung
RBD RBD e [nhibierende
CRD Phosphorylierung

CRD
[ .. o J
MEK > E.R5

Abb. 5: Schematischer Kreislauf des MAPK-Signalweges. [Abbildung modifiziert nach LAVOIE et al.](®?]

-

Die aus Ubiquitin bestehende RBD bindet an den effector loop von Ras (Schritt a). lhr
Aufbau gleicht dem anderer Ras-bindender Domanen, wie der PI3K p110 Einheit, deren
Kaskade weiter unten erlautert wird. Die CRD von Raf hingegen ist in ein Netzwerk von
Wechselwirkungen mit Phospholipiden, die an der Membraneinbettung beteiligt sind, und
den Farnesylgruppen der Ras-Proteine eingebunden.%+%] |nfolgedessen wird eine
Dimerisierung zweier Raf-Proteine induziert (Schrittb). Unter physiologischen

Bedingungen ist die Bildung eines BRaf oder CRaf Homodimers zwar moglich, jedoch

9
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zeigen die Heterodimere eine deutlich hohere Effizienz. Die Heterodimierisierung ist
daher praferiert.[6:571 Zusatzlich kann die Dimerisierung durch andere Proteine, bspw. das
kinase supressor of Ras (KSR1) oder 14-3-3 Proteine eingeleitet werden.®3 Die
katalytische Aktivierung von Raf basiert nun auf der Phosphorylierung dreier Bereiche.
Neben der negativ-geladenen N-Region, kdnnen auch das Aktivierungssegment sowie
die C-terminale 14-3-3 Region adressiert werden. Zur Vereinfachung wird hier nur auf
erstere eingegangen. Die N-Region der einzelnen Raf Isoformen variiert in ihrer
Primarsequenz und erlaubt abweichende regulatorische Mechanismen. So unterliegt die
CRaf-Isoform einer Serin- und Tyrosin-Phosphorylierung, wahrend in BRaf lediglich Serin
phosphoryliert wird. Der Asp448- und Asp449-Rest stellen dabei die notwendigen
negativen Ladungen der Kinaseaktivitat zur Verfligung.°®l Die Raf-Phosphorylierung ist
im weiteren Verlauf ausschlaggebend fur die Phosphorylierung der MAPK/ERK-Kinase
(MEK1). Diese gehoéren den Proteinkinasen an, die eine duale Substratspezifitat fur
Serin/Threonin und Tyrosin aufweisen. Die Aktivierung wird in diesem Zusammenhang
Uber die Phosphorylierung eines spezifischen Serin-Restes durch die C-terminale
katalytische Domane von Raf realisiert.*’l Obschon alle drei Raf-Isoformen in der Lage
sind MEK1 und MEK2 zu phosphorylieren, gibt es Unterschiede in den ablaufenden
Prozessen. Da diese auf die anschlielende ERK-Aktivierung keinen Einfluss besitzen,
suggeriert dies eine funktionelle Spezialisierung innerhalb der Raf-Familie.l’® Im letzten
Schritt vermittelt MEK die Phosphorylierung der Threoninreste des im Cytoplasma
befindlichen, inaktivierten ERKs an den Positionen 185 und 187 (Schrittc). Die
Aktivierung bewirkt ein schnelles Eindringen von ERK in den Zellkern und reguliert
darauffolgend Zell-Proliferation, -Wachstum, -Stoffwechsel, -Migration und -
Differenzierung.!® AuRerdem flihrt eine ERK-basierte negative Riickkopplungsschleife
durch eine SOS-Phosphorylierung und einer Dissoziation des SOS/Grb2-Komplexes zu

einer gehinderten Ras-Aktivierung.[6']

Eine zweite sehr bedeutsame Kaskade ist der Phosphoinositid 3-Kinase (PI3K)-Akt-Weg
(Abb. 6), der zu den am haufigsten aktivierten Wegen bei menschlichen
Krebserkrankungen zahlt.121 Die zentrale regulatorische Funktion beruht auf der
Koordination von essenziellen metabolischen Prozessen als Reaktion auf Insulin,
Wachstumsfaktoren oder Zytokinen. Dazu gehdren der Glucosestoffwechsel, die
Biosynthese von Makromolekulen und die Aufrechterhaltung des Redox-Gleichgewichts
fur die Unterstiitzung der metabolischen Homdostase. 3 In Saugetieren ist die PI3K in

zwei Klassen unterteilt, die mehrere Isoformen besitzen und spezifische Funktionalitaten

10
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in der zellularen Signaltransduktion aufweisen. Infolge der Ras-Aktivierung und der
Membranrekrutierung der Klasse | PI3Ks wird die p110 freigesetzt und bildet aus dem
sekundaren Botenstoff Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (Pip2) das zugehdrige
Triphosphat (Pip3).[64]

Glucose

l '

Glucose-6-P PI3K

Glucolyse -«—— mTOR B — .

Pyruvate

|

[ADP —>ATP} _— [ Zellprozesse }

Abb. 6: Schematischer Ablauf des PI3K/Akt-Signalwegs. [Abbildung modifiziert nach HENESSY et al.](%]

Eine der vielen Mdoglichkeiten der Signalweitergabe ist die Aktivierung der Serin/Threonin-
Kinase Akt (blau) durch Bindung an PI3K (rosa). Die Bindung l6st eine unmittelbare
Phosphorylierung des Thr308 durch die Phosphoinositid-basierte Protein Kinase 1
(PDPK1) aus. Auf dieses Ereignis folgt eine zweite Phosphorylierung des Ser473 durch
den Rapamycin Komplex 2 (mTOR2, orange), sodass die Akt-Aktivitat weiter erhoht
wird.[¢! Die drei Akt-Isoformen 1 (PKBa), 2 (PKBR) und 3 (PKBy) werden alle auf diese
Art aktiviert und nehmen in verschiedenen Gewebearten eine essenzielle Funktion ein.
Das vollstandig aktivierte Akt verlagert sich anschlielend in andere zellulare Bereiche, in
denen es nachgeschaltete Substrate phosphoryliert und somit eine Vielzahl von
biologischen Funktionen induziert (Abb. 6).167]

1
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1.4 Ras-Inhibierung tiiber Small Molecules
1.4.1 Kovalente und indirekte K-Ras-Inhibitoren

Die Ras-bezogene Wirkstoffsuche steht vor mehreren grof3en Herausforderungen. Einen
entscheidenden Umstand stellen die hohen Zellkonzentrationen von GDP und GTP mit
~50 bzw. ~500 ym dar.8l Gepaart mit der Tatsache, dass beide Nukleotide die
Bindetasche von Ras spezifisch mit pikomolarer Bindungsaffinitat adressieren, erscheint
die Suche nach einem Antagonisten aussichtslos. Dies stellt einen signifikanten
Unterschied im Hinblick auf die Identifikation von ATPase-Inhibitoren dar, da die
intrazellulare ATP-Konzentration etwa 5 M betragt und das Nukleotid mit einer Affinitat
10-100 pym gebunden wird. Aufgrund dessen eignen sich ATPasen im Gegensatz zu

GTPasen als Ziel orthosterischer Inhibierung.6!

Trotz dieser Herausforderungen wurden mehrere Strategien fur die Entwicklung von
GDP-Analoga verfolgt. Insbesondere die Kombination mit kovalenten Warheads fir die
G12C-Variante galt als vielversprechender Ansatz. Im Gegensatz zum Wildtyp (wt) ist die
selektive Adressierung der Cysteineinheit mit kovalenten Inhibitoren aufgrund der
auldergewohnlichen Nukleophilie des Thiols moglich. XIONG et al. publizierten das
Nukleotid-Analoga SML-8-73-1, das ein Chloracetamid-Motif gebunden an der B-
Phosphatgruppe besall (I-3, Abb. 7)."0 Zwar besal} der Inhibitor in vitro eine hohe
biologische Aktivitat (ICs0 = 0.009 pm), erwies sich allerdings zu den unmodifizierten
Nukleotiden (Kp(GDP) = 2.5 pm) in vivo als nicht konkurrenzfahig.l’72l Dies ist auf die
fehlende Magnesium-Komplexierung sowie die ausbleibenden essenziellen Interaktionen

mit dem Protein zurtickzufihren.

Einen Inhibitor, der diese Interaktionen beibehalt, entwickelten WIEGANDT et al. mit dem
sogenannten aGDP. Dieses Nukleotid-Analogon tragt die Acrylamid-Einheit an der 2-
Amino-Position des Guanins und ist daher in der Lage die physiologische Mg-
Komplexierung Uber die Phosphatgruppen zu erhalten. Allerdings besitzt der kovalente
Warhead eine zu gro3e Entfernung zum aktiven Zentrum, sodass keine kovalente

Bindung des Cys12 erfolgen kann.["3l

Ein weiterer bedeutender Faktor in der Adressierung von Ras ist die Oberflachenstruktur
der apo-Form des Proteins. Diese besitzt auler der Nukleotid-bindenden Pocket keine
weitere tiefe, hydrophobe Bindetasche, die einen geeigneten Angriffspunkt fir Small
Molecules bietet. Der letzte Punkt ist die Weiterleitung der Signale Uber Protein-Protein-

Wechselwirkungen (,protein-protein interaction” PPI). Diese Wechselwirkungen werden
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malfdgeblich durch sogenannte ,Hot Spots’ vermittelt — definierte Bereiche innerhalb der
Interaktionsflachen, die einen Uberproportionalen Beitrag zur Bindungsenergie leisten.
Typischerweise erstrecken sich diese Interaktionsflachen Uber eine Flache von ca.
1000-6000 A2, Zur Inhibition dieser weitlaufigen Flachen missen Small Molecules die
SchlUsselinteraktionen imitieren. Dies erfordert die prazise Positionierung funktioneller
Gruppen innerhalb dieser energetisch relevanten Bereiche, damit eine kompetitive

Bindung ausgebildet und schlieRlich die Signalweiterleitung effektiv unterbrochen wird.["4l

Eine Strategie, diese Problematiken zu umgehen, bestand in der Verhinderung der
Membranrekrutierung Uber die CAAX-Box (Kapitel 1.2). Zu diesem Zweck wurden die
FTase-Inhibitoren Lonafarnib und Tipifarnib (-4, Abb. 1) entwickelt, welche die
Prenylierung und somit die Membraneinbettung von Ras verhinderten.[’>7¢] Ein
alternativer Prenylierungsmechanismus Uber die Geranylgeranyltransferase | (GGTase)
ermdglichte jedoch die Modifikation Uber ein C20-Isoprenoid, sodass diese Mdglichkeit
der Inaktivierung von K-Ras umgangen wurde. Es war mdglich auch fir diesen Prozess
Inhibitoren zu entwickeln, jedoch fanden diese aufgrund von Toxizitat keine

pharmazeutische Anwendbarkeit.l’”78l

Auch innerhalb der Arbeitsgruppe SCHERKENBECK wurden CAAX-Box Inhibitoren
untersucht. Zunachst wurde eine Bibliothek aus peptidischen Strukturen von nicht
kovalenten CAAX-Box Liganden synthetisiert. Im Gegensatz zu den oben erwahnten
FTase-Inhibitoren maskieren diese Substanzen den C-Terminus und verhindern so die
Farnesylierung des Ras-Proteins. Da die zentrale Triebkraft der molekularen CAAX-
Erkennung im Aufbau einer Wasserstoffbricke zwischen der C-terminalen
Carboxylgruppe und einer protonierten Gruppe des Liganden liegt, enthielten alle
Substanzen der Bibliothek eine Guanidiniopyrrol-Einheit als Kopfgruppe.[”® Diese gehort
zu den effizientesten Carboxylat-erkennenden Gruppen und wurde von SCHMUCK et. al
entwickelt.[8-82] |m weiteren Verlauf der Arbeiten wurden die Strukturen mit Acrylamid-,
Maleimid- und Thiol-Einheiten als reversibles kovalentes Motiv erweitert. Die
Guanidiniopyrrol-Einheit als Kopfgruppe blieb dabei erhalten. Durch die kovalente
Adressierung wurde die Farnesylierung der CAAX-Box mit einstellig mikromolaren
Konzentrationen inhibiert. Die Einflhrung der kovalenten Warheads erhdhte die
biologische Aktivitat gegenuber den nicht-kovalenten Vorstufen um das Zehn- bis
Zwanzigfache. Das Guanidin-Derivat MFZ-062 (1-5) inhibierte die FTase-Aktivitat mit
einem ICso = 4.7 um (Abb. 7). Daruber hinaus wurde eine Aktivitat in Zellversuchen an

Lungenkrebs und Darmkrebs nachgewiesen. Die unzureichende Zellpenetration stellte
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jedoch den limitierenden Faktor dar und verhinderte eine pharmakologische

Anwendung.[3]
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Abb. 7: Strukturen von SML-8-73-1 (I-3), Tipifarnib (I-4), MFZ-062 (I-5), Deltarasin (I-6) und Deltasamid (I-7).

Die PDES erflllt in diesem zellularen Ablauf eine fundamentale Funktion. Nach der
Bindung des farnesylierten Ras und der Losung im Cytoplasma vermittelt der
Releasefaktor Arl2 die Dissoziation der beiden Proteine. Dies fuhrt zu einer erhdhten
Konzentration von Ras im perinuclearen Bereich. Infolgedessen wird Ras von dem
Recycling-Endosom eingefangen und durch vesikularen Transport an der Zellmembran
angereichert.l?3l Wird die PDE&/K-Ras-Wechselwirkung beeintrachtig, folgt nicht nur eine
direkte Verminderung der K-Ras-Konzentration an der Zellmembran, sondern auch im

weiteren Verlauf eine geringere Phosphorylierung von ERK1 und ERK2.[84

Diese Auswirkung nutzten WALDMANN et al., um Pyridazinone, Benzimidazole sowie
Sulfonamide im Rahmen einer ausgiebigen SAR (,structure-activity-relationship” SAR)
als PDE®-Inhibitoren zu untersuchen. Wahrend das Benzimidazol-Derivat Deltarasin (1-6,
Abb. 7) gegenuber dem PDE®&/Ras-Komplex eine inhibitorische Wirkung von 38 nm
zeigte, konnte diese bei dem Deltasonamid 1 (I-7, Abb. 7) durch strukturelle
Modifikationen auf 238 pm optimiert werden. Die hohe biologische Potenz resultiert aus

einem Netzwerk von funf direkten und zwei Wasser-vermittelten
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Wasserstoffbrickenbindungen, zwei aromatischen 1r-m-Wechselwirkungen sowie einer
Aryl-Ti-Wechselwirkung.!% Der hohen in vitro Aktivitat steht jedoch ein dulRerst geringer
Verteilungskoeffizient von lediglich 0.2-0.6% zwischen extrazellularer Umgebung und

Zytoplasma gegenliber.[85-87]

Vor diesen Hintergrinden ist es wenig Uberraschend, dass von der ursprunglichen
Entdeckung bis hin zur ersten behdrdlichen Zulassung eines Ras-Arzneistoffs 55 Jahre
vergangen sind (Abb. 8).188 Erst der Forschungsansatz tiber die selektive Adressierung
der G12C Mutante brachte den entscheidenden Durchbruch.

DNA-Transfektion zur
Umwandlung normaler
Zellen in Krebszellen

V/\"/,\N Diverse KRas-Inhibitoren

e Entdeckung des in klinischen Studien

Theorie ersten KRas Liganden

1967 1969 1972 /1982% 2004/ 2013 2019/ 2021 2022
v

l l l Erste KRasG12C-Liganden l

Kirsten Sarcoma Virus L . .
als Sarkom-induzierendes Onkogenes B
KRas wurde

Retrovirus identifiziert
geklont Zulassung des ersten

[ | KRAS “] [T Arzneistoff gegen onkogene
KRas-Variante durch die FDA

Aktivierende Mutationen
von KRas bei Lungen-
krebs gefunden

Abb. 8: Zeitliche Einordnung der wichtigsten Meilensteine seit der Entdeckung von K-Ras. [Abbildung
modifiziert nach PARIKH et al.]i88l

Den fundamentalen Grundstein der G12C-Adressierung legte die Identifikation der SlI-
Bindetasche von OSTREM et al. unter der Leitung von KEVAN SHOKAT. Im Rahmen dieser
Untersuchung wurden die Auswirkungen einer Bibliothek von 480 Disulfidsubstanzen

Uber Massenspektrometrie auf GDP-geladenes K-Ras®'?C analysiert.

Im weiteren Verlauf ermoglichte eine SAR die Optimierung erster Hits und
kristallographische Untersuchungen gaben tiefere Einblicke Uber den Bindungsmodus.
Die Kristallstrukturen wiesen eine durch die kovalent gebundenen Liganden induzierte
Umstrukturierung der Switch lI-Region nach, ohne dass die Switch I-Region
vergleichbare Konformationsanderungen aufwies. Fortan wurde diese Bindetasche als
Sll-Tasche betitelt. Weitere Optimierungsarbeiten fihrten zu den Amiden 1-8 und 1-9,
deren kovalenter Charakter durch die Acrylamid- bzw. die Vinylsulfonylamid-Einheit
definiert wird (Abb. 9).18% Folge der Bindung an die SlI-Bindetasche ist die Erhaltung der

GDP-Konformation und eine gehemmte Aktivierung. Essenzielle Interaktionen mit
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Effektor-Proteinen werden dadurch verhindert und die Signaltransduktion gehemmt.[®]
Da eine umfassende Diskussion der kovalenten Liganden fur die G12C-Mutante den hier
gesteckten Dissertationsrahmen Uberschreitet, werden im Folgenden Sotorasib (1-10)
und Adagrasib (I-11) diskutiert (Abb. 9). Im Zusammenhang dieser Forschungsstrategie

erhielten diese Inhibitoren bereits eine klinische Zulassung.

\)OJ\ QA H o) Cl
o) Cl N -
No. _N
\[( | \H/ |
S o)
1-8 1-9

oﬁ)}\
F
N
e
N

Cl A
Sue
N

Sotorasib (1-10) Adagrasib (1-11)
Abb. 9: Strukturen der kovalenten G12C-Inhibitoren 1-8, und 1-9, Sotorasib (I-10) und Adagrasib (1-11).

Die fundamentale Bedeutung der von SHOKAT entdeckten Bindetasche zeigte sich im Jahr
2018, in dem mit AMG-510 oder auch Sotorasib (I-10) der erste K-Ras®'?C-Inhibitor fir
klinische Studien zugelassen wird. Der von LANMAN et al. bei der Firma Amgen (Applied
Molecular Genetics) entwickelte Arzneistoff ist eine Optimierung eines Chinazolin-
basierten kovalenten Binders.®l AMG-510 (I-10) weist neben der Acrylamid-Einheit, die
an ein Methylpiperazin gebunden ist, zwei weitere Substituenten am Chinazolinon-Gertst
auf: einen substituierten Phenyl- sowie einen Pyridin-Rest (Abb. 9). Die EinflUhrung der
Substituenten flhrten gegenlber der Ursprungsverbindung zu einer zehnfachen
Steigerung der biologischen Aktivitat (ICso(pERK) = 68 nM). Dieser Anstieg resultiert aus
der Adressierung einer weiteren Bindestelle (H95/Y96/Q99). Seit 2021 wird LumaK-Ras®

fur die Behandlung von Lungenkarzinomen eingesetzt.[%?
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Im darauffolgenden Jahr (2019) erhielt MRTX849 oder Adagrasib (I-11) die Zulassung
durch die Food and Drug Administration (FDA) als weiterer K-Ras®'?C-Inhibitor. Wie
Sotorasib (I-10) wird dieser zur Behandlung von Lungenkarzinomen und zusatzlich bei
kolorektalem Karzinom (Darmkrebs) eingesetzt.l%l Der von der Firma Mirati Therapeutics
entwickelte Inhibitor 1-11 weist die kovalent bindende Acrylamid-Einheit ebenfalls an
einem Piperazin-Ring auf. Mit einem N-methylierten Prolin und einem Chloronaphthalin
sind zwei weitere Substituenten an dem Tetrahydropyrimidopyrimidin gebunden (Abb. 9).
Die biologische Aktivitat des Acrylamids im einstelig nanomolaren Bereich
(ICs0 =1 £ 0.3 nm) brachte eine geringe metabolische Stabilitdt mit sich. Durch die
EinfUhrung eines Fluorsubstituenten wurde zwar eine geringe Reduktion der
inhibitorischen Wirkung (ICso = 14 + 3 nM) verzeichnet, jedoch fuhrte diese Modifikation
zu einer exorbitanten Steigerung der metabolischen Stabilitat um zwei
GroRenordnungen.[® Mit den zwei zugelassenen Inhibitoren und diversen weiteren
Kandidaten in den klinischen Testphasen 1-3 bietet die G12C-Variante nur noch
begrenzten Optimierungsspielraum. Dartber hinaus entfallen lediglich 12% der mutierten
Varianten auf die G12C-Variante (Abb. 4b). Dieser Anteil tritt vor allem bei induziertem
Lungenkrebs, etwa durch Rauchen, in Erscheinung und ist bei anderen Krebsformen nur

selten nachzuweisen.“8!

1.4.2 Direkte, nicht kovalente K-Ras-Inhibitoren

Ein weiterer fundamentaler Ansatzpunkt flr die Evaluierung potenzieller Arzneistoffe ist
neben der kovalenten G12C Inhibition die Adressierung des G12D Onkogens, da dieses
etwa 25% der Punktmutationen ausmacht. Wie andere Ras-Proteine auch besitzt
K-Ras4B keine ausgepragten Bindetaschen, allerdings wurde im Jahr 2012 von zwei
unabhangigen Forschungsgruppen eine kleine, hydrophobe Einbuchtung zwischen der
Switch | und Switch II-Region registriert.?>%! Diese ist in der apo-Ras°®-Form nicht
vorhanden und muss durch Liganden induziert werden. Bindetaschen, die in der apo-
Form eines Proteins nicht auftreten und erst durch einen Liganden induziert werden,
werden auch als cryptic binding sites oder hidden binding sites bezeichnet.l%1 Wahrend
dieses Vorgangs exponiert eine Drehung des Tyr71 die Aminosauren Lys5, Glu37, Asp54,
Leu56 sowie Thr74 und legt die durch ihre Lokalisation benannte Sl/II-Pocket auf der o-
Helix frei. Die mittels NMR durchgeflihrten Untersuchungen wiesen eine ausgepragte

Affinitat der analysierten Region gegenuber Indol-Liganden nach.
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1. Theoretischer Hintergrund

Auf diesen Ergebnissen basieren das 4,6-Dichlor-2-methyl-3-aminoethyl-indol (DCAI, I-
12) von SUN et al. sowie das von MAURER et al. synthetisierte Indol-Benzimidazol-Derivat
1-13 (Abb. 10). DCAI (1-12) senkt dabei die biologische Aktivitat von Ras, indem es den
SOS-vermittelten Nukleotidaustausch mit einem 1Cso =342 £ 22 ym und die CRaf-
vermittelte Aktivierung an der Zellmembran mit einem ECso = 15.8 + 0.4 yM hemmt.[°¢]
Der Indol-Benzimidazol-lle-Hybrid 1-13 hingegen weist eine Bindungsaffinitat von 190 um
auf und inhibiert den Nukleotidaustausch bei einer c¢(13) = 1mM mit 78 + 8%. Zwar
besallen andere Aminosaure-Derivate des Benzimidazols 1-13, bspw. Glycin und (-
Alanin, eine potentere Inhibition des GDP/GTP-Austauschs, die jedoch mit einer

verminderten Bindungsaffinitat einhergingen.[®d

Die SAR-Optimierung des Indols 1-13 fuhrte zu dem bis heute potentesten Sl/II-Binders
BI-2852 (I-15, Abb. 10).°8l In Zusammenhang mit der Firma Boéhringer-Ingelheim
erweiterten KESSLER et al. zwei methylaminverbriuckte Indole um eine Isoindolineinheit
und einen Methylimidazol-Rest und erreichten so eine Bindungsaffinitat von Kp = 770 nm
fur die onkogene G12D Variante. Damit zeigt der Inhibitor eine fir damalige Verhaltnisse
gute Selektivitat gegenuber der G12D-Mutante, da die Inhibitionsfahigkeit fir den wt mit
Kb = 7.5 uM um eine GréRenordnung geringer ausfallt. Aufgrund der Ubereinstimmung
der Aminosauresequenzen wirkt BI-2852 als Inhibitor fur alle drei Isoformen. Die lediglich
einstellig mikromolare Inhibition der ERK-Downstreamkaskade (ICso =6.7 um)
qualifizierte BI-2852 (I-15) allerdings nicht als Kandidat fiir die klinische Entwicklung.!°8!

Im Arbeitskreis SCHERKENBECK wurde 2013 in Kooperation mit der Arbeitsgruppe STOLL
ein NMR-Screening von 100 Substanzen an Rheb durchgefiihrt, das den Grundstein flr
die Entwicklung von Wirkstoffen gegen onkogene Ras-Varianten legte. Liganden mit
niedrigen Bindungsaffinitaten wurden zusatzlich an Ras getestet. Unter diesen fiel
Bisphenol A (BPA, 1-14) mit einem Kpo-Wert von 600 + 200 um auf (Abb. 10). Des Weiteren
ergaben die NMR-Analysen, dass das BPA ebenso wie die zuvor diskutierten Strukturen
die Sl/lIl-Bindestelle adressiert.[®) Durch weitere biochemische Derivatisierungen der
Grundstruktur, bspw. Bisphenol S (BPS),['%%.101 wurde eine Substanzbibliothek von
Hydrazonen und Oximen generiert, die den SOS-katalysierten GDP/GTP-Austausch mit
einer Aktivitat von bis zu 1Cso(I-16) = 255 yMm hemmen. Dabei zeigen einige der Small
Molecules eine ~3-fach starkere Inhibition der Mutante im Vergleich zum Wildtyp.l'02
Allerdings sind Hydrazone aufgrund der Hydrolysanfalligkeit instabil und Benzophenone

bekannte pan assay interference compounds (PAINS).
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1. Theoretischer Hintergrund
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Abb. 10: Strukturen von allosterischen K-Ras4B Inhibitoren.

Ein anderes Konzept verfolgte die Arbeitsgruppe um TERENCE RABBITTS, indem sie
zunachst Oberflachenplasmonenresonanz (SPR)-Messungen flr die Suche nach
potenziellen Ras-Liganden nutzte.['%% Die identifizierten Strukturen wurden anschlieRend
uber NMR-Analytik und Kristallstrukturen derivatisiert, besafien allerdings nicht die
Fahigkeit die Protein-Protein-Wechselwirkungen zwischen Ras und seinen Effektor-
Proteinen zu unterbinden. Die Kombination mit einem bereits bekannten Sl/ll-Liganden
(Abd-7) ergab schlussendlich den Inhibitor Ch-3 (I-17).['%4 Charakteristisch flr diesen
Liganden ist seine selektive Bindung an die aktive K-Rason-Form, infolgedessen die
Interaktionen mit Effektorproteinen gezielt gehemmt werden. Das Biphenyl 1-17 zeigt ab
einer Konzentration von c(I-17) = 10 um eine vollumfangliche Inhibierung sowohl des Akt-
als auch des ERK-Signalweges. Wahrend Ch-3 (1-17) als Sl/lI-Ligand analog zu BI-2852
(I-15) ebenfalls alle Isoformen adressiert, werden keine Aussagen Uber die

mutationsspezifische Selektivitat getroffen.['03l

Eine weitere Strukturklasse, die ebenfalls die GTP-geladene Ras-Form adressiert, sind
die aus einem Indol, einem Thiazol und einem Hexhydropyridazin bestehenden Zyklen
der Firma Resolution Medicine. Der molekulare Kleber (,molecular glues*) RMC-7977
(1-18, Abb. 11) besitzt dabei eine hohe Bindungsaffinitat sowohl fir CyclophilinA (CYPA,
Kb =195 nMm) als auch fir K-Ras (Kb =85 nm).['0% |nfolgedessen wird ein Komplex
bestehend aus CYPA- I-18-K-RAS gebildet. Das Resultat ist ebenso wie bei Ch-3 (1-17)
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1. Theoretischer Hintergrund

die Verhinderung der Interaktionen mit Effektor-Proteinen, sodass die
Downstreamkaskade unterbrochen wird. Ein wesentlicher Vorteil von RMC-7977 (1-18)
liegt in seiner hohen Bioverfugbarkeit von 63%. Zudem inhibiert der Wirkstoff 1-18 die
onkogene G12C-Variante, die aufgrund einer Signalweg-Regeneration eine Resistenz

gegenliber bisherigen G12C-Inhibitoren aufweist.[106.107]

OH

<l RMC-7977 (1-18) MRTX1133 (1-19)
Abb. 11: Strukturen von RMC-7977 (1-18) und MRTX1133 (1-19).

Auf Grundlage ihres kovalenten G12C-Binders entwickelte die Firma Mirati Therapeutics
im Jahr 2021 einen hochpotenten Inhibitor der G12D-Mutation. Auf Basis von
kristallographischen  Strukturanalysen wurde jede strukturelle Einheit des
Vorlaufermolekiils MRTX849 (I-11) systematisch optimiert. Daraus resultierte mit
MRTX1133 (I-19, Abb. 11) ein K-Ras-Ligand mit einer Bindungsaffinitat im sub-
nanomolaren Bereich.['%8 Die Abh&ngigkeit der biologischen Aktivitat von den einzelnen
Strukturmotiven wird deutlich anhand der Substitution des Scaffolds durch einen
Pyridopyrimidin-Bizyklus und der kovalent bindenden Einheit durch ein verbrucktes
Piperazin. Diese beiden strukturellen Modifikationen bedingen allein eine
Affinitatssteigerung um das 50 000-fache im Vergleich zu dem nicht kovalenten G12D-
Analogon von MRTX849 (1-11).

Zu der bemerkenswerten in vitro Aktivitat tragt zusatzlich ein Acetylenylsubstituent bei,
der Uber wasservermittelte Wasserstoffbricken mit Val8, Gly10 sowie Thr58 wechselwirkt
(Abb. 12). Des Weiteren interagiert ein Fluoropyrrolizidin ebenfalls Uber
Wasserstoffbricken zu dem Glu62, die durch den elektronenziehenden Effekt des Fluors
noch verstarkt wird. Durch eine H-Brucke des sekundaren Amins der Piperazineinheit zu
Gly60 und Asp12 wird eine nie dagewesene, ~500-fache Selektivitat fir die onkogene
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1. Theoretischer Hintergrund

Mutante erreicht. Dieses Netzwerk aus Wechselwirkungen fihrt zu einer Hemmung des
ERK-Signalweges mit ICs0 = 2 nM, sodass MRTX1133 (1-19) gegenwartig der biologisch
aktivste K-Ras-Inhibitor ist. Derzeit befindet er sich in der zweiten klinischen Testphase
(NCT05737706).10°]

Abb. 12: Interaktionen zwischen MRTX1133 (I-19, blau) und den Aminosauren der Switchll-Region (griin);
GDP = rosa, Magnesium = grin.

Zu der Aufklarung des zeitlichen Verlaufs der K-Ras®'?P-Inhibition durch MRTX1133
(1-19) fihrten TuU et al. eine besonders umfangreiche Moleklldynamik-Analyse ausgehend
von 42 Kristallstrukturen Uber insgesamt 99 us durch.[''® Die Ergebnisse belegen, dass
die Ausbildung der MRTX1133-Bindetasche spezifisch von den Startbedingungen
abhangt. In den Molekuldynamiksimulationen der 42 Proteinstrukturen ergaben lediglich
funf Laufe die Bindungskonformation des Liganden aus der 7RPZ mit einer mittleren
quadratischen Abweichung (,root mean square deviation* RMSD) von <3.5 A. In den
weiteren 36 Simulationen lagen die RMSD-Werte nicht nur héher, sondern zusatzlich
betrugen auch die Bindungsabstande zwischen den spezifischen Aminosauren der Sll-
Bindetasche und dem MRTX1133 Zentrum Uber 5 A. Die Zeit, in der MRTX1133 (1-19)
die Bindetasche gedffnet hatte, betrug in den sechs Simulationen 0.2-2.7 us. Aus diesen
Ergebnissen ergab sich eine theoretische Assoziatonskonstante von 2.2 x 107 m's™!, die
mit dem experimentellen Wert von Kon=1.7x10"M's? weitestgehend

Ubereinstimmt.[108]
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2. Motivation und Zielsetzung

Analog zu den anfangs erwahnten Kinasen zeigte die Firma Mirati Therapeutics mit
MRTX1133 (I-19), dass es moglich ist, die als undruggable geltenden Ras-Proteine im
nanomolaren Bereich zu adressieren. Obwohl die klinische Zulassung des Wirkstoffs in
naher Zukunft absehbar ist, bleibt die Suche nach weiteren Inhibitoren ein wichtiges
Thema. Denn angesichts der bekannten Resistenzbildung bei Krebserkrankungen
gegenuber neuen Therapeutika sind zusatzliche Leitstrukturen und Entwicklungs-
kandidaten unverzichtbar. Diese Problematik ist sowohl fur bereits etablierte Kinase-
inhibitoren wie Imatinibl""l als auch bei den beiden diskutierten G12C-Inhibitoren
Sodograsib (I-10) und Adagrasib (I-11) von hoher Relevanz.[''2113] Auch bei der
Behandlung von Pankreaskrebs mit MRTX1133 (I-19) wurden bereits Resistenz-
bildungen beobachtet,'4119] sodass weitere Ausweichmdglichkeiten fiir den Einsatz in

der K-Ras®'?P-Prazisionsmedizin von essenzieller Bedeutung sind.

Von der Partnerfirma Lead Discovery Center (LDC) wurden innerhalb eines High-
Throughput-Screenings (HTS) die Pyridazinon-Tetrazole LDC043210 (1-21) und
LDC044287 (1-22) identifiziert. Diese sind Derivate des PDE®-Inhibitors NPD-001 (1-20),
bei denen lediglich die Methoxygruppe in para-Position zum Scaffold und die
Doppelbindung des Bizyklus fehlen (Abb. 13). Die einstellig mikromolare Inhibition des
Nukleotidaustauschs der G12D-Variante (ICso (I-21)=6.05 um bzw. ICso (1-22) = 7.81 um)
legte den Startpunkt fur diese Arbeit fest. Ziel des Projekts war die Erweiterung des SAR-
Raums der Verbindung 1-22 (Abb. 13) Uber wirkstoffbasiertes Strukturdesign. Die Propyl-
Linkereinheit (lila), der Tetrazol-Substituent (griin) sowie der Cycloheptylring (rot) sollten
jeweils strukturell variiert werden, um den Einfluss elektronischer, sterischer und
konformationeller Effekte auf die Wechselwirkungen im Bindungsbereich und damit auf

die biologische Aktivitat systematisch zu untersuchen.

Pyridazinon-Scaffolds finden eine breitgefacherte Verwendung im pharmakologischen
Bereich, da sich der Ring leicht funktionalisieren lasst und der Grundkdorper durch
einfache Kondensationsreaktionen aufgebaut werden kann.[''®l Die Anwendung von
Pyridazinonen bei diversen Krankheitsbildern sowie die bereits gute Aktivitat im
GDP/GTP-Austauschassay machen das Pyridazinon 1-22 zu einer idealen
Ausgangsstruktur fur SAR-Studien.[117:118]
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Abb. 13: Strukturen der Pyridazinone 1-20, I-21 sowie 1-22.

3. Ergebnisse und Diskussion
3.1 Pyridazinone

In der pharmazeutischen Welt werden Heterozyklen sowohl als vielseitige Biomimetika
als auch als funktionale Scaffolds komplexer Strukturen eingesetzt. Dariber hinaus
ermoglichen Heterozyklen die gezielte Regulierung des Protonierungszustands im
physiologischen Milieu sowie die Lipophilie. Daraus resultieren teils erhebliche
Unterschiede in den pharmakokinetischen Eigenschaften.'" Die fundamentale
Bedeutung von stickstoffhaltigen Heterozyklen belegten VITAKU et al. in einer Studie, in
der sie aufzeigten, dass 59% aller von der FDA zugelassenen Small Molecules
mindestens einen dieser Heterozyklen enthalten.['??l Wahrend Indole, Chinoline oder
Chinazoline haufig als Grundstrukturen in Naturstoffen vorkommen, sind nur wenige
natlrliche Vertreter bekannt, die auf 1,2-Diazin-Ringen basieren. Dazu gehoéren unter
anderem Azamerone (1-23), L365209 (I-24) oder Pyridazomycin (1-25) (Abb. 14b).
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Abb. 14: a) Anzahl der heterozyklischen Pharmazeutika in Abhangigkeit von Ringgrée und -struktur.
[Abbildung modifiziert nach EBENEZER et. al]l'*®l b) Strukturen der natlrlichen Diazine 1-23, 1-24 und 1-25
sowie der synthetischen Pyridazinone 1-26.und 1-27.

Zwei nicht nattrlich vorkommende Beispiele fir die Stoffklasse der 1,2-Diazine sind das
Hexahydro-pyridazin-3(2H)-on (1-26) und das Phthalazin-1(2H)-on (I-27). Diese wurden
bereits Anfang des 20. Jahrhunderts entdeckt und haben in den letzten Jahren immer
mehr an Bedeutung gewonnen, da sie breite Anwendungsmadglichkeiten gegen eine
Reihe von biologischen Zielproteinen besitzen.['?'l So konnten diese privileged scaffolds
bereits als Inhibitoren der Aldose Reduktase (AR), Poly-(ADP-Ribose) Polymerase
(PARP) und der Phosphodiesterase (PDE) eingesetzt werden.[122-124]
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3. Ergebnisse und Diskussion

Nachdem die Verbindungen 1-21 und 1-22 mit einem ICso-Wert von 6.05 um bzw. 7.81 pm
gute Ergebnisse in dem SOS-katalysierten Nukleotidaustauschaussay von Ras besal3en,
soll das Pyridazinon-Scaffold nachsynthetisiert werden. Fur die Ableitung einer SAR
sollen verschiedene Molekilbereiche (Abb. 15 R' griin, R? rot, lila) derivatisiert werden.
Mit dem aliphatischen Linker besitzt das Pyridazinon 1-21 flnf frei drehbare Bindungen.
Zur vollstandigen Einschrankung der konformationellen Freiheit des Linkers dient das
Pyridazinon mit Dreifachbindung (1-22) als Ausgangspunkt. Die verbleibenden drehbaren
Bindungen sollen im weiteren Verlauf Uber drei Ringsysteme (lila) konformationell

eingeschrankt werden (1-32 - 1-34).

Des Weiteren soll die Tetrazol-Einheit durch ein tertiares Amin (1-31) ersetzt und das azide
Proton durch Methylierung (I-30) entfernt werden (R' griin). Den letzten strukturellen
Ansatzpunkt bietet der Cycloheptylring, der gegen einen Isopropylrest (1-28) und einen
Phenylring (1-29) substituiert werden soll (R? rot).
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I-22 R" = 1H-Tetrazol, R? = c-Heptyl _
I-28 R" = 1H-Tetrazol, R? = iso-Propyl I-32 2,4-Thiazol Z =1

1-33 2,5-Thiazol Z = 1

1_ 2 _

1-30 R" = 1-Methyl-tetrazol, R? = c-heptyl
I-31 R" = N,N-(Dimethyl)methylamin, R? = c-heptyl

Abb. 15: Strukturen der Derivate (I-21 sowie 1-27 - 1-33) fUr die geplante SAR.

Die Planung der Synthese erfolgte in Anlehnung an die Route von VAN DER MEY et al., die
fur die Zielsubstanz 1-22 im Schema 1 aufgeflhrt ist.['?5] Im Gegensatz zur erwahnten
Arbeit soll das Pyridazinon 1-22 Gber eine direkte Veretherung des Tetrazols 1-36 und nicht
uber ein Nitril gebildet werden. Der Alkohol 1-36 wird aus einer Sonogashira-Kupplung
des Phenyliodids I-37 und 4-Pentin-1-ol erhalten. Zuvor wird die Tetrazoleinheit aus einer

Cycloaddition des Nitrils 1-38 mit Natriumazid aufgebaut.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Der Cycloheptylrest des Phenols 1-35 wird Uber eine Alkylierung des Diazinons 1-39
eingefuhrt. Das Scaffold wird aus Hydrazin und der 1,4-Ketocarbonsaure 1-40 aufgebaut,
die durch eine metallvermittelte Anhydridspaltung hergestellt wird. Daher sind
Hexahydrophthalsaure (1-41) und 2-Bromanisol (I-42) die Edukte. Die stereochemischen
Eigenschaften des gesattigten Phthalsaurederivats 1-41 erfordern den Einsatz des reinen
cis-lsomers. Die Diazinprodukte liegen aufgrund der beiden Stereozentren als Racemat

der cis-Diastereomere in den 4aR,8aS- und 4aS,8aR-Konfigurationen vor.[2¢]
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Schema 1: Retrosynthetische Zerlegung des Pyridazinons 1-22.

3.1.1 Synthesen

Zunachst wurde fur die Herstellung der Alkinylphenyltetrazole 1-36 und 1-44
p-lodbenzonitril (1-38) in einer [3+2]-Cycloaddition mit Natriumazid zu dem Tetrazol 1-37
umgesetzt (Schema 2).['?71 Nach der vollstandigen Umsetzung des Edukts wurde das
Produkt 1-37 durch die Ausfallung mit Wasser bei 0 °C ohne weitere Aufarbeitung
analytisch rein mit einer guten Ausbeute von 83% erhalten. Fir die biologische Testung
wurde sowohl das 1H-Tetrazol als auch ein zweifach substituiertes Tetrazol synthetisiert.
Da lediglich das azide Proton des Tetrazols modifiziert werden sollte, spielte das
Substitutionsmuster keine entscheidende Rolle. Aus diesem Grund wurde das
Phenyltetrazol 1-37 einer Alkylierungsreaktion mit Methyliodid unterzogen. Aus dieser
wurde das 2,5-disubstituierte Tetrazol 1-43 mit einer guten Ausbeute von 78% isoliert.
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3. Ergebnisse und Diskussion

2,5-disubstituierte Tetrazole sind haufig die Hauptprodukte von Alkylierungsreaktionen
der 5-substituierten Tetrazole.l'?®] Das Verhaltnis der beiden Regioisomere hangt dabei
von der gewahlten Reaktionstemperatur sowie dem Substituenten in der 5-Position ab.

Gleiches gilt fir Acylierungen und Arylierungen.l'?°]

3 OH
| ' F
a b
pZ N/ | /
72
N \\N/N Ny B |
1-38 1-37 N 1-36
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| % 3 OH
b
E—
/N\ N
H3C\N /X
\ H3C—N
NéN \ —N
1-43 N=— 1-44

Schema 2: Synthese der Alkinphenyltetrazole 1-36 und 1-44. a) NaNs, NH4Cl, DMF, 130 °C, 17 h, 83%; b)
4-Pentin-1-ol, Pd(PPhs)2Clz, Cul, Piperidin, DMF/H20 (99:1), 17 h, 65 °C, 1-36 84%, 1-44 85%; c) Mel, DCM,
RT, 17 h, 78%.

Die selektive Synthese 1,5-disubstituierter Tetrazole erfolgt bevorzugt aus der
Umsetzung alkylierter Azide mit Nitrilen. Alternativ kommen bestimmte Precursor, bspw.
Amide oder Aminonitrile, in Kombination mit Natriumazid zum Einsatz.['3% Die analytische
Bestatigung der Methylierung der 2-Position erfolgte Uber die Bestimmung der
Kristallstruktur durch die Arbeitsgruppe MOHR (Abb. 16). Die Parameter der Messung sind
im Anhang in Tab. 25 aufgefuhrt.

Abb. 16: Kristallstruktur des Methyltetrazolids 1-43, aufgenommen in der AG MOHR.
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Anschlieend wurden die beiden Phenyltetrazole 1-37 und 1-43 in einer Sonogashira-
Kupplung mit 4-Pentin-1-ol zu den Produkten 1-36 und I-44 umgesetzt (Schema 2). Bei
Sonogashira-Reaktionen ist die Wahl des Losungsmittels und der Base oftmals
entscheidend; dabei ist der Einsatz von Triethylamin als Losungsmittel und Base
etabliert.l'3-133] Im Fall des Edukts 1-37 wurde jedoch keine Produktbildung beobachtet.
Erst ein DMF/H20-Gemisch (99:1) und der Einsatz von Piperidin, wie von GLANG et al.
vorgeschlagen, fuhrten zur Bildung des gewulnschten Produkts 1-36 in einer guten
Ausbeute von 84%.1'34 Bei groRen Ansatzen (>1.00 g) fielen die Ausbeuten geringer aus,
da zur Gewinnung des Produkts in ausreichender Reinheit mindestens zwei
saulenchromatographische Aufreinigungen notwendig waren. Unter den gleichen
Bedingungen wurde das 2,5-disubstituierte Tetrazol 1-44 mit guten 85% Ausbeute

erhalten.

Das tertiare Alkinylphenylamin 1-467(Schema 3) wurde ausgehend von p-lodbenzaldehyd
(1-45) durch eine reduktive Aminierung mit Dimethylamin und anschliellende
Sonogashira-Kupplung synthetisiert. Sowohl das Amin 1-46 als auch der Alkohol 1-47

wurden mit (sehr) guten Ausbeuten von 94% bzw. 80% erhalten.
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' CH ! Z
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Schema 3: Herstellung des Alkohols 1-47. a) (CH3)2NH-HCI, Natriumtriacetoxyborhydrid, DMF, RT, 17 h,
94%; b) 4-Pentin-1-ol, Pd(PPhs)2Clz, Cul, TEA 17 h, 65 °C, 84%.

Das Pyridazinon 1-39 (Schema 4) wurde ausgehend von Bromanisol 1-42 und dem
Hexahydrophthalsaureanhydrid (1-41) aufgebaut. Die lithiumvermittelte Reaktion mit
anschliellender Zyklisierung durch Hydrazin ergab eine Ausbeute von 51%. Bei der
Bildung der 1,4-Ketocarbonsaure 1-40 ist zu beachten, dass das lithiilerte Methoxybenzol
zu dem Anhydrid 1-41 getropft wird, da sonst eine deutlich geringere Ausbeute erhalten
wird. Wahrend VAN DER MEY et al. die Saure 1-40 mittels einer Grignard-Reaktion mit einer
Ausbeute von 31% erhielten,['?% lieR sich diese durch den Einsatz von n-BuLi deutlich
steigern. Des Weiteren ist bei dieser Reaktion auf das stdchiometrische Verhaltnis von
1:1 zwischen Base und m-Bromanisol (I-42) zu achten. Grund hierfur ist, dass das
Anhydrid in B-Stellung jeweils einen aziden Wasserstoff besitzt. Wird ein Uberschuss an

Base eingesetzt, fuhrt die resultierende Deprotonierung Uber eine Keto-Enol-Tautomerie
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zum Verlust der Stereoinformation und damit zur Bildung des thermodynamisch

stabileren trans-lsomers.

(|3H3 ?H3
o) o)
0
o)
HsC™
S a b
—_— —_—
o ITI/
Br o HO HN
1-42 I-41
o) o)
I-40 -39
R lc
CHs
F |
0 Z HO o)
3
1) e
2)f d
-~ -~
AN
ITI T/ | =
N
\RZ R1/ R1/
O 0 0
1-22 R = c-Heptyl R? = 1H-Tetrazol 1-35 R = c-Heptyl |-48 R = c-Heptyl
1-28 R" = i-Propyl R? = 1H-Tetrazol I-50 R = i-Propyl -49 R = -Propyl

I-30 R! = c-Heptyl R? = 2-Methyl-Tetrazol
I-31 R = c-Heptyl
R? = N,N-(Dimethyl)methylamin
Schema 4: Synthese der Zielprodukte 1-22, 1-28, 1-30 und 1-31. a) BuLi, THF, -90 °C, 2 h, 51%; b) H2NNH2,
EtOH, Reflux, 12 h, 92%; c) Cycloheptylbromid bzw. 2-Brompropan, NaH, DMF, RT, 17 h, 1-48 51%; 1-49

68%; d) BBrs bzw. AICIs, DCM, RT, 17 h, 1-35 90%, 1-50 59%; e) 1-36, 1-44, 1-47, TsCI, DMAP, DCM, RT, 2 h;
f) NaH, DMF, RT, 17 h, 1-22 48%, 1-28 65%, 1-30 64%, 1-31 63% jeweils Uber zwei Schritte.

Auch bei der Zyklisierung des 1,2-Diazinrings Ubertraf die erzielte Ausbeute von 92% die
in der Literatur berichtete Ausbeute von 63% deutlich. Wahrend die Autoren eine
Reaktionszeit von 4 h angeben, wurde diese auf 12 h erhoht. AuRerdem wurde das
Produkt mittels Saulenchromatographie aufgearbeitet, anstatt dies aus Methanol zu
kristallisieren. VEERMAN et al. berichten hier ebenfalls von Ausbeuten um die 80—90% bei
einer Reaktionszeit von 6 h.['?61 Die Ausbeuten der Alkylierungen des Diazins 1-39 mit
Bromcycloheptan bzw. 2-Brompropan zu den Pyridazin-3(2H)onen 1-48 und 1-49 liegen

mit 51% bzw. 68% im Bereich der Literaturausbeuten. Das Isopropylderivat 1-49 wurde
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allerdings lediglich Uber die HPLC-MS mit einer Reinheit >90% nachgewiesen und nicht
vollstandig charakterisiert. Die Entschutzungen der Methoxygruppen wurden mit
Bortribromid (BBr3) bzw. Aluminiumtrichlorid (AICl3) als Lewis-Sauren durchgefuhrt. Das
Cycloheptylderivat 1-35 lieferte eine sehr gute Ausbeute von 90%, das Isopropylderivat
I-50 hingegen eine Ausbeute von lediglich 59%. Der letzte Schritt bestand in der
Veretherung der Phenole 1-35 und 1-50 mit den zuvor synthetisierten Alkylalkoholen 1-36,
I1-44 und 1-47. Die Literatur geht hierfir von einer Williamson-Ethersynthese aus, die
aufgrund der vorangegangenen Sonogashira-Kupplungen nicht moglich war. Als
Alternative wurden in einer Zwei-Schritt-Synthese zunachst die entsprechenden Tosylate
der Alkohole 1-36, 1-44 und 1-47 gebildet, die im zweiten Schritt mit den deprotonierten

Phenolen 1-35 und 1-50 umgesetzt wurden.

H-5 - H-8a

H-16 -
17 cyclo-Heptyl

H-15
ppm
— 20
RS ] L]
[ ] =] tca0 4 o8
— 40
(=1 ]
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) - o -
= — &80
[ -] <
16 12
R._~_°O ~100
17 15
—120
)
L
‘ —140
@ ~160
R N e
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Abb. 17: Ausschnitt aus dem HMBC-Spektrum (400 MHz, CDCls, 298 K) des Pyridazinons 1-22 mit der 3J-
Kopplung zwischen dem H-15 und dem C-11 (roter Kreis).
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Das HMBC-Spektrum zeigt die 3J-Kopplung (Abb. 17 roter Kreis) der Methylenprotonen
zu dem quartdren Kohlenstoff des Phenolrings. Dies bestatigt die Bildung des
gewunschten Produkts 1-22, da prinzipiell auch eine Reaktion Uber das Tetrazol moglich
ware. Die Ausbeuten waren Uber alle Reaktionen mit 48—65% reproduzierbar, sodass die
Gesamtausbeuten der vier Pyridazinone 1-22, 1-28, 1-30 und 1-31 Uber flunf Stufen

zwischen 10 und 12% lagen.

Fir die Einfuhrung des Benzylrestes an der 2-Position des Diazins wurde zunachst Anilin
(1-51) Uber das Diazoniumsalz zum Hydrazin 1-52 umgesetzt (Schema 5).l'3% Nach
Kristallisation mit einer moderaten Ausbeute von 68% wurde dieses mit der
1,4-Ketocarbonsaure 1-40 zum Diazin 1-53 zyklisiert. Analog zur Synthese des
Pyridazinons 1-35 wurde das Phenol 1-54 mit einer sehr guten Ausbeute von 97%
erhalten. Dieses wurde anschliel3end in der beschriebenen Zwei-Schritt-Synthese mit

einer Ausbeute von 64% Uber das Tosylat zu dem Tetrazol 1-29 umgesetzt.

O
HsC™
H
H2N /N
a HoN b
— —
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1-51 1-52 |
N—
4 '\\l |(5)3
. .
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N lc
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3
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=
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o) (0]
1-29 1-54

Schema 5: Einfihrung des Phenylrestes ausgehend von Anilin (I1-51). a) NaNO2, HCI, NaHSOs, NaOH,
H20, RT — 50 °C, 17 h; b) 37, EtOH, Reflux, 12 h, 68%; c) AICls, DCM, RT, 17 h, 97%; d) 1-36, TsCl, DMAP,
DCM, RT, 2 h; e) NaH, DMF, RT, 17 h, 64% Uber zwei Schritte.

Die Bedeutung der beiden Stereozentren wurde durch Einfihrung einer Doppelbindung
an der Position 4a,8a evaluiert. Anfangs wurden fir diese Eliminierungsreaktion mit

Thionylchlorid in Benzol die sehr harsche Bedingungen nach CSENDE et al. genutzt.['36]
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Der Einsatz von CuClz als Katalysator in Acetonitril sorgte fur eine erhebliche Milderung
der Reaktionsbedingungen.['3] Diese Methode lieferte das achirale Pyridazinon 1-55 mit
einer guten Ausbeute von 87% (Schema 6). Das erhaltene Methoxyphenol 1-65 wurde mit
BBrs entschitzt und das freie Phenol 1-56 mit dem Tetrazol 1-36 verethert. Uber fiinf
Schritte wurde so eine Ausbeute von 12% erhalten. Zusatzlich wurde die Doppelbindung
Uber das freie Phenol 1-35 eingebaut. Die Ausbeute des Produkts 1-56 fiel in diesem

Zusammenhang mit 68% allerdings geringer aus.

o} 0O HO
HsC™ HsC

N/ a

|

1-48 I-55 1-56

N—N
N \
\
N
H
X o
3

Schema 6: Synthese des achiralen Pyridazinons 1-57. a) CuClz, ACN, Reflux, 17 h, 87%; b) c) BBrs, DCM,
RT, 17 h, 77%; d) 1-35, TsCl, DMAP, DCM, RT, 2 h; ) NaH, DMF, RT, 17 h, 71% Uber zwei Schritte.

1-57

Im Zusammenhang mit den eingangs erwahnten PDE4-Inhibitoren wiesen ebenfalls
Substanzen, die Uber den Diazinring erweitert wurden (Schema 7, 1-568), eine zweistellig
nanomolare Aktivitat auf.['38139 GemalR Schema 7 wurde analog zu den Arbeiten von
HUANG et al. der Alkinphenyltetrazolsubstituent Uber den Stickstoff an den Diazinring
gekoppelt. Das Pyridazinon 1-59 wurde mit einer Ausbeute von 59% Uber zwei Schritte

erhalten.
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Schema 7: oben: Struktur des von HUANG et al. publizierten PDE4-Inhibitors 1-58 unten: Herstellung der
Verbindung I-59. a) I-36, TsCl, DMAP, DCM, RT, 2 h; b) NaH, DMF, RT, 17 h, 59% uber zwei Schritte.

Bei der Optimierung von Wirkstoffen ist die Verbesserung der Bindung eines Liganden
entscheidend. Wie in Gl. (1) aufgefuhrt, ist der Logarithmus der Bindungsaffinitat (Ko oder
Ki) proportional zu der freien Enthalpie (AGbind).

AGhind = RTINKo~RTKi (1)

mit R = Gaskonstante
T = Temperatur
Kb = Dissoziationskonstante
Ki = Inhibitionskonstante nach Cheng-Prusoffl4]

Die Gibbs-Energie (AGoind) ist eine Funktion der Bindungsenthalpie (AHbind) und
Bindungsentropie (ASbing), wie die nachstehende Gl. (2) zeigt.

AGbind = AHbind — TASbind (2)

Die Bindung eines Wirkstoffs geht in der Regel mit dem Verlust von Translations-,
Rotations- und Konformationsfreiheit einher. Dies fuhrt zu einer Abnahme der Entropie,
sodass ASbind < 0 ist.l'*l Der negative Beitrag von ASuind sorgt dafiir, dass der
resultierende entropische Term -TASbind als positiver Wert die freie Bindungsenergie
(AGuind) erhdht und die Ligandenbindung schwacht. Dieser Effekt wird als entropischer
Verlust der Bindung bezeichnet. Die entropiegetriebene Optimierung stellt in der

Wirkstoffentwicklung eine etablierte Strategie dar, um die Bindungsaffinitat von Liganden
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zu erhdhen. Dabei werden die flexiblen Strukturelemente eines Liganden konformationell
eingeschrankt. Die Versteifung des Liganden fuhrt zu einer Verringerung der
entropischen Strafe -TASbind und hat somit eine gunstigere freie Bindungsenergie (AGbind)

zur Folge.['41.142]

Die frei drehbare Propylkette bietet flr die entropiegetriebene Optimierung einen idealen
Ausgangspunkt. Mit der Absicht, die freie Drehbarkeit des aliphatischen Linkers
einzuschranken, wurde diese Uber verschiedene Ringsysteme versteift. Aulderdem
sollten die Ringsysteme fur eine hohere Polaritat innerhalb des Molekuls sorgen. Damit
ein Wirkstoff durch die lipophile Zellmembran dissoziieren und gleichzeitig gut vom
Korper resorbiert werden kann, muss die Substanz laut der Lipinski Rule of 5 eine
bestimmte Polaritat besitzen.['43! Die Verbindung 1-22 weist mit der Diazin- und Tetrazol-
Einheit lediglich zwei polare Molekulkomponenten auf und ist damit sehr unpolar. Die

eingefuhrten Ringsysteme sollten somit die Gesamtpolaritat zusatzlich erhéhen.

In der zuvor erwahnten Studie von VITAKU et al. stellen Thiazole nach den Pyrrolidinen die
meistverwendeten Funfringe der stickstoffhaltigen Heterozyklen dar. Die Einfuhrung von
zwei Heteroatomen erhoht die Polaritat, sodass sich Thiazole sich fur weitere
Strukturvariationen anbieten.['?% Im Bereich der Sechsringe nehmen Pyrimidine den
zweitgroliten Anteil der Heteroaromaten ein. In diesem Zusammenhang sorgt das meta-
Substitutionsmuster fur die gleiche Linkerlange wie bei der freien Propylkette. Das
p-lodphenyltetrazol (1-37) wurde zunachst in einer Sonogashira-Reaktion mit
Trimethylsilylacetylen zu dem silyl-geschitzten Alkin 1-62 umgesetzt, das nachfolgend
dann mit TBAF entschutzt wurde (Schema 8).

Zwar ist die Umsetzung von Chloriden in einer Sonogashira-Kupplung grundsatzlich
moglich, bendtigt aber optimierte Bedingungen.l'44 Aus diesem Grund wurde das
entsprechende Diiodid 1-61 mit 69% Ausbeute aus dem Dichlorpyrimidin (1-60), Nal und
lodwasserstoff gebildet.['s! Das Diiodopyrimidin (I-61) wurde nachfolgend in einer
Sonogashira-Kupplung mit dem freien Alkin 1-63 zum lodid 1-64 umgesetzt. Durch eine
héhere Verdlinnung der Reaktionslosung wurde eine doppelte Alkinierung des Diiodids
1-61 verhindert. In einer nukleophilen aromatischen Substitution wurde anschlieRend das
lodid 1-64 mit dem Phenol I-35 zu der Zielsubstanz 1-34 verethert. Uber vier Schritte ergab
sich eine Gesamtausbeute von 38%.
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Schema 8: Einbau eines Pyrimidins als Linkereinheit. a) (CHs)sSiCCH, Pd(PPhs)2Clz, Cul, Piperidin,
Dioxan/H20 (99:1), 85 °C, 17 h, 73%; b) 1 M TBAF, DCM, 2 h, 40 °C, 83%; c) Pd(PPhs)2Clz, Cul, K2COs3,
Dioxan/H20 (99:1), 85 °C, 17 h, 73%; d) 1-34, K2COs, DMF, 80 °C, 2 h, 74%; e) Nal, HI (57% w/w in H20),
H20, RT, 1 h, 69%.

Die Einfuhrung der Thiazol-Komponente erfolgte in zwei Schritten ausgehend von dem
freien Phenol 1-34 (Schema 9). Aufgrund der asymmetrischen Struktur des Thiazols
wurden sowohl das 2,4- als auch das 2,5-Derivat synthetisiert. Im ersten Schritt wurde
das Phenol 1-34 mit dem jeweiligen Dibromthiazol umgesetzt. Anschlieend ergab der
Einsatz der Bromide 1-64 und 1-65 in der Sonogashira-Kupplung die disubstituierten

Thiazole 1-31 und 1-32 mit sehr guten Ausbeuten von 72% bzw. 66% Uber zwei Schritte.
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Schema 9: Herstellung der Thiazolderivate 1-32 und 1-33. a) K2COs, 2,4-Dibromthiazol bzw. 2,5-
Dibromthiaziol, DMSO, 100 °C, 3 h, I-65 86%, 1-66 85%; b) 1-63, Pd(PPhs)2Clz, Cul, K2COs3, 1,4-Dioxan/H20
(99:1), RT, 17 h, 1-32 84%, 1-33 78%.

3.1.2 Biologische Daten

Die synthetisierten Substanzen wurden von der Firma LDC in verschiedenen
biologischen Assaysystemen untersucht. In einem Eingangsassay erfolgte zunachst die
Bestimmung der Inhibition des GDP/GTP-Austauschs (NA) fur die onkogene G12D-
Variante (NAC'2P) sowie den Wildtyp (NA™). Diese beiden Messungen wurden fir alle
Substanzen vorgenommen und bilden die Diskussionsgrundlage. Ein Groldteil der
Substanzen wurde zusatzlich in dem Nukleotidaustauschassay fur die G12V-Variante
(NAC12V) getestet. Im weiteren Verlauf wird der Phosphorylierungsassay pERK fiir
besonders aktive und interessante Verbindungen diskutiert. Dieser Assay quantifiziert die
Inhibition der Signaltransduktionskaskade anhand der ERK-Phosphorylierung in den
Zelllinien AGSo (G12D-Mutation), H441 (G12V-Mutation) sowie A375 (wt).

Zu Beginn der Promotion wurden ausgewahlte Verbindungen im NanoBRET-Assay,
K-Ras"/SOS-PPI-HTRF-Assay (PPI-HTRF) sowie dem Cell Titer Glow -Assays (CTG)
vermessen. Im NanoBRET-Assay wird die Verdrangung der BI-2852-Verbindung I-15 aus
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der Sl/ll-Bindetasche bestimmt. Der PPI-HTRF-Assay misst die Inhibition des
K-Ras/SOS-Komplexes. Mittels Cell Titer Glow -Assays (CTG) wird die Viabilitat der
Zelllinien AGSo und A375 gemessen. Diese bestimmt die Uberlebensrate der Zellen
innerhalb einer Zellkultur 72 h nach Zugabe des Inhibitors. Die genauen Durchfuhrungen
der einzelnen biologischen Testmethoden von LDC sind im Anhang beschrieben. Die
Messergebnisse der Referenzverbindungen BI-2852 (I-15, K-Ras®PP-Ligand), Bay-293
(SOS-Inhibitor), MRTX1133 (I-19, K-Ras-Inhibitor) sowie des Rabbitts-Liganden Ch-3
(1-17, K-Ras®™-Inhibitor) sind in Tab. 1 aufgefiihrt.

Tab. 1: ICso-Werte der NA-, PPI-HTRF-, pERK- und CTG-Assays der Referenzverbindungen.

BI-2852 MRTX1133 Ch-3
(1-15) Bay-233 (1-19) (1-17)
G12D
NA 178+6.01  0241£0219  3.79x 102 £ 5.20x 102 >100
ICs0 [uM]
NAWt * *
Co Lol 13.4 0.339 <0.030 >100
NAG12V . > =
o 10.9 <0.30 3.45x 102 + 1.60x 10 el
NanoBRET
(G12D) / >100 0.203 + 0.134 >100
ICs0 [uM]
PP"";:::]F ICs0 7.20* <1.15 9.29x 102 + 1.27x 102 >100
pERK AGSo \
o Lo 25.0 + 5.06 253 <0.46 n. d.
PERK A375 >100 199 + 149 0.225 + 0.148 >100
ICso [uM]
PERK H441 . \ \
et 15.5 7.69 0.295 n. d.
CTG (G12D) . \ \
e >30 3.36 0.967 8.83

NA: Nukleotidaustauschassay; CTG: Cell Titer Glow-Assay; PPI-HTRF: K-Ras*/SOS-PPI-HTRF-Assay
*Einfachbestimmung

Bis auf Ch-3 (I-17) zeigen alle Referenzsubstanzen in den GDP/GTP-Austauschassays
der drei Isoformen eine Aktivitdt. Wahrend MRTX1133 (I-19) und Bay-293 den
Nukeotidaustausch mit einer zwei- bzw. dreistelligen nanomolaren Konzentration
inhibieren, besitzt BI-2852 (1-15) mit 17.78 £ 6.011 um eine Aktivitat, die mindestens zwei
GrolRenordnungen hoher liegt. Als K-Ras-Inhibitor verdrangt MRTX1133 (I-19) den
BI-2852-Liganden I-15 in dem NanoBRET-Assay mit einer ICso = 0.203 + 0.134 pym. Dies
ist auf den ersten Blick nicht schlissig, da MRTX1133 (I-19) nicht die gleiche Bindetasche

adressiert wie der Bl-Ligand. Der Grund kénnte in der sehr variablen Form dieses
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Bereichs liegen. Neben der Nukleotid-induzierten Konformationsanderung konnte
MRTX1133 (I-19) als nanomolar-affiner Ligand die Form dieses Bereichs durch seine
Bindung an die SlI-Stelle beeinflussen und so die Oberflachenstruktur verandern.
Bay-293 und Ch-3 (I-17) zeigen in diesem Assay keine Aktivitat.

Die Inhibition der K-Ras/SOS-Komplexbildung folgt derselben Tendenz wie die
Ergebnisse des Nukleotidaustauschs. Die Aktivitat von MRTX1133 (1-19) liegt mit einem
ICs0-Wert von 0.225 + 0.148 uM ebenfalls um mindestens eine GroRenordnung hoher. In
den pERK-Downstream-Kaskaden der G12D- sowie G12V-mutierten Zelllinien AGSo
bzw. H441 ist derselbe Trend wie in den NA®™P- und NAC'?V-Messergebnissen zu
beobachten (Tab. 1). In der nicht mutierten Zelllinie A375 besitzt lediglich MRTX1133
(1-19) eine dreistellig nanomolare Aktivitat, wahrend die zwei verbleibenden Substanzen
nicht aktiv sind. Der Rabbitts-Inhibitor Ch-3 (I1-17) weist ausschlie3lich in dem Cell Titer
Glow -Assay eine Aktivitat von ICso = 8.83 uM auf.

Die Daten der synthetisierten (lila) und von LDC bereitgestellten (griin) Verbindungen
(Abb. 18) sind in Tab. 2 aufgelistet. Bemerkenswerterweise besitzen mit den
Verbindungen 1-36, 1-31, 1-30, 1-48, 1-69 und 1-69 lediglich sechs der Substanzen keine
Aktivitat in dem GDP/GTP-Austauschassay. Darunter finden sich mit dem tertiaren Amin
1-30, dem Methyltetrazolid 1-29 und der Saure 1-69 drei Verbindungen, die an der
Phenyleinheit abgeandert wurden. Das methylierte Derivat 1-30 belegt, dass das azide
Proton des Tetrazols fur die biologische Aktivitat essenziell ist. Die fehlende Aktivitat der
Zwischenprodukte 1-36 und 1-48 als pharmakophore Einheiten des Pyridazinons 1-22

deutet auf eine synergistische Wirkung beider Molekilkomponenten hin.

Gleichermal3en verhalt es sich bei der Versteifung der frei drehbaren Proypleinheit Gber
ein Ringsystem. Die beiden Thiazolderivate (1-32, 1-33) inhibieren den
Nukleotidaustausch mit 1Cso-Werten von 14.1 +3.21 pm (1-32) sowie 15.5 £ 5.35 uym
(1-33), die etwas schwacher sind als das Tetrazol 1-22. Das Pyrimidin- (I-34) zeigt eine
Aktivitat von 6.30 uM (1-34) und liegt damit in demselben Bereich der Verbindung 1-22 (Tab.
2) Die Eliminierung der Stereozentren (1-57) sowie die Kupplung des Propyl-Linkers an
die 2-Position des Diazinrings (I-59) haben ebenfalls einen geringflugigen Einfluss auf die
Inhibition des GDP/GTP-Austauschassays (Tab. 2). Beide Aktivitdten sind mit
9.26 £ 6.60 uM (I1-57) und 14.1 £ 4.42 um (1-59) etwas hdher als bei der Verbindung 1-22.
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Tab. 2: ICso-Werte der in Abb. 18 aufgefiihrten Substanzen fir die NA- und PPI-HTRF-Assays (lila = eigens

synthetisierte Verbindungen; griin = LDC-Derivate).

NAG120 NA™t NAG12Y PPI-HTRF
ICs0 [M] ICs0 [M] ICs0 [M] ICs0 [uM]

-36 >100 >100 n. d. n. d.
-48 >100 >100 n. d. n. d.
I-31 >100 >100 n. d. n. d.
1-22 3.53 + 1.71 458 +1.12 3.86* >30
-57 9.26 + 6.60 6.01 £ 1.69 4.74* >5
1-30 >100 >100 n. d. n. d.
1-29 16.6 + 6.46 16.8 + 4.73 n. d. >30
-28 7.97 + 1.66 40.3+20.4 n. d. >30
-59 14.1+4.42 13.9+ 7.06 n. d. >30
-32 14.1 £ 3.21 14.1+1.13 n. d. 24.9 + 0.58
1-33 15.5+5.35 16.0 + 5.86 n. d. >30
-34 6.30* 7.51* n. d. >30
1-67 6.03 + 0.800 35.7* 6.08* 16.0*
1-68 >100 >100 >100 n. d.
1-69 >100 76.1* n. d. n. d.
I-70 9.30 + 2.87 e 6.86* 24127
I-71 7.36 + 3.69 57.4* 39.8* 15.0*
1-72 9.73 + 3.78 1047 31.9% >30
1-73 7.57* 3.18* 44 5* >30
1-74 16.4* 6.76* >300 n. d.
-75 89.9* 134* 228" n. d.

NA: Nukleotidaustauschassay; PPI-HTRF: K-Ras"/SOS-PPI-HTRF-Assay; *Einfachbestimmung

Die Substitution des Cycloheptylrings durch einen Phenylring (1-29) und einen
Isopropylrest (1-28) flihrt zu einem geringen Aktivitatsverlust (Tab. 2). Die Substanzen
inhibieren den Nukleotidaustausch der G12D-Variante mit ICso-Werten von 16.6 + 6.46 um
(1-29) bzw. 7.97 + 1.66 um (1-28).

Wahrend das Tetrazol 1-67 mit azidem Proton mit einem ICs0 = 6.03 pM eine gute
Inhibition des Nukleotidaustauschs aufweist, ist die entsprechende Carbonsaure 1-69 mit

einem ICsp = >100 um inaktiv (Tab. 2). Auch andere Substituenten, wie bspw. ein Imidazol
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oder ein Amid, die hier nicht aufgefuhrt sind, zeigen im Nukleotidaustausch keine Aktivitat.
Auf Grundlage der biologischen Daten der Substanzen 1-22, 1-30, 1-31, 1-67 und 1-69
konnte das Tetrazol als Pharmakophor identifiziert werden, sodass dieses im weiteren

Verlauf der Promotion beibehalten wurde.
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Abb. 18: a) Synthetisierte und b) von LDC bereitgestellte Substanzen der Pyridazinone.
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Der Linker zwischen Scaffold und Tetrazol l1asst bei dem meta-Substitutionsmuster keine
Verlangerung der Kohlenstoffkette von vier auf sechs Kohlenstoffatome zu. Im Gegensatz
zur Substanz 1-67 ist das Derivat 1-68 im Nukleotidaustausch aller K-Ras-Varianten
inaktiv. Wird in diesem Zusammenhang allerdings das Phenyltetrazol zu einem
Alkyltetrazol umgeformt und die Kettenlange von sechs beibehalten, wie bei der
Verbindung 1-73, kommt es nicht zum Verlust der Inhibitionsfahigkeit
(ICso (NAG12D) = 9.73 + 3.78 um). Die Aktivitat des GDP/GTP-Austausch der G12V-
Variante wird in diesem Zusammenhang jedoch um ca. das 7-fache erniedrigt
(ICs0 (NAG12D) = 44,5 um).

Die unterschiedlichen Substitutionsmuster der Verbindungen 1-67, 1-70 und 1-72 haben
keinen Einfluss auf die Aktivitat im GDP/GTP-Austausch, unabhangig davon, ob sich der
Linker in ortho-, meta- oder para-Stellung befindet (Tab. 2). In der para-Stellung ist in
diesem Zusammenhang eine Verlangerung der Kohlenstoffkette auf sechs Atome
moglich (I-71). Diese Derivatisierung flhrt in der meta-Substitution zum vollstandigen
Verlust der Inhibitionsfahigkeit. Bemerkenswerterweise fuhrt die para-Substitution als
einzige Derivatisierung dazu, dass die Verbindung 1-70 den Nukleotidaustausch der
onkogenen G12D- und G12V-Varianten selektiver hemmt. Die Substanz I-71 mit einer
Kettenlange von sechs Kohlenstoffen besitzt darliber hinaus eine selektivere Inhibition
des Nukleotidaustauschs der G12D-Mutanten gegenuber der G12V-Mutante. Beide para-
substituierten Verbindungen zeigen bei der G12D-Mutante eine 8-fach hdhere Inhibition

im Vergleich zum Wildtyp.

Das Entfernen des Linkers bei der Verbindung I-74 hat keine Auswirkungen auf die
Inhibition der G12D- und wt-Variante. Allerdings ist die Substanz bei der G12V-Variante
inaktiv. Auch die Versteifung des Linkers durch den Einbau eines Biphenyl-Restes (1-75)
fuhrt zu einer Erniedrigung der Aktivitat um zwei GroRenordnungen. Aus diesen
Messergebnissen kdnnen kaum Schllisse auf den Einfluss des Spacers gezogen werden.
Lediglich eine Verlangerung des Linkers bei dem meta-Substitutionsmuster hat eine
drastische Auswirkung auf die Aktivitat, wahrend eine Verkurzung oder Versteifung die
Aktivitat kaum beeinflussen. Die Abb. 19 fasst die Molekilkomponenten und deren

Einfluss auf die biologische Wirkung zusammen.
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a0
Q/EIIS

Abb. 19: Schematische Darstellung der derivatisierten Komponenten des Pyridazinons 1-22 und die
Auswirkungen auf die Aktivitat im NA-Assay (griin = variabel, orange = teilw. variabel, rot = nicht variabel).

Aus den Ergebnissen des PPI-HTRF-Assays wird ersichtlich, dass von den
synthetisierten Verbindungen ausschliel3lich das Thiazol 1-32 die Bildung des
K-Ras/SOS-Komplexes verhindert (Tab. 2). Daraus folgt, dass sich bei allen anderen
Verbindungen zwar der Ras/SOS-Komplex bildet, dieser allerdings inaktiv ist. Ursachlich
fur den inhibierten Nukleotidaustausch kénnte die Bindung der Liganden am Ras/SOS-
Komplex sein. Die Inhibitoren stabilisieren den K-Ras®PP/SOS-Komplex und sorgen
bspw. durch konformationelle Veranderungen der Ras-Oberflache daflur, dass der
GDP/GTP-Austausch gehemmt ist.

Die PPI-Daten der LDC-Verbindungen zeigen kein einheitliches Bild. Das ortho-
substituierte Phenylpyridazinon 1-72 sowie das Alkyltetrazol 1-73 hemmen die
Komplexbildung nicht (Tab. 2). Dagegen weisen die beiden para-substituierten
Phenylpyridazinone 1-70 und I-71 sowie das meta-substituierte Phenylpyridazinon 1-67

eine schwache Aktivitat im Bereich von 15-21 um auf.

Im weiteren Verlauf wird eine mogliche Wirkungsweise analog zu dem Bl-Inhibitor 1-15
anhand des zelluldaren NanoBRET-Assays der K-Ras®'?P-Variante diskutiert (Tab. 3).
Finf Substanzen kénnen die Bl-Verbindung I-15 aus der Sl/ll-Bindetasche verdrangen,
wahrend die Ubrigen funf Substanzen dazu nicht in der Lage sind. Die Verbindung I-70
ist die einzige Substanz, die diese Verdrangung mit 6.30 yMm bereits in einstellig

mikromolaren Konzentrationen induziert.

Bei den Thiazolen 1-32 und 1-33 hat das Substitutionsmuster Auswirkungen auf die
Aktivitat im Verdrangungsassay. Der 2,4-substituierte Ring (1-32) besitzt einen |Cso-Wert
von 15.3 + 5.50 uM, wahrend die 2,5-Substitution (I-33) inaktiv ist.
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Tab. 3: ICso-Werte der zellularen Assays (lila = eigens synthetisierte Verbindungen; griin = LDC-Derivate).

NanoBRET PERK

(G12D)  AGSolC, PERKA375 CTGAGSo CTGA375

ICs0 [uM] ICs0 [puM] I1Cs0 [uM]

ICs0 [uMm] [um]
1-22 >30 16.9* >30 3.14* n. d.
1-28 >30 n. d. n. d. n. d. n. d.
1-29 23.1+6.29 n. d. n. d. n. d. n. d.
1-32 156.3 £ 5.50 n. d. n. d. n. d. n. d.
1-33 >30 n. d. n. d. n. d. n. d.
1-34 >30 n. d. n. d. n. d. n. d.
1-67 22.6* >30 >30 22.9* 22.8*
I-70 6.30* >30 >30 9.46* 17.2*
1-72 >30 >30 >30 24.6* >30
1-73 14.5* >30 >30 17.0* >30

CTG: Cell Titer Glow-Assay; pERK: ERK-Phosphorylierungsassay; *Einfachbestimmung

Das Alkyltetrazol 1-73 ist nicht in der Lage, die Komplexbildung zwischen Ras und SOS
zu verhindern, verdrangt allerdings die Bl-Verbindung 1-15. Der Diether 1-67 weist
ebenfalls eine Aktivitat im NanoBRET-Assay auf, wahrend die bioisostere
Dreifachbindung als Linker inaktiv ist. Diese Daten in Kombination mit den Ergebnissen
der Inhibition der Ras/SOS-Komplexbildung lassen grol3e Interpretationsspielraume im
Hinblick auf den Wirkmechanismus zu. Die Wirkung als SOS-Inhibitor kann
ausgeschlossen werden, da es keine Substanz gibt, die Ras/SOS-Komplexbildung
hemmt, ohne im NanoBRET-Assay aktiv zu sein. Zudem kann eine Wirkungsweise an
Ras®™P analog zu dem Rabbitts-Inhibitor Ch-3 (I-17) ausgeschlossen werden, da dieser
ausschlieBlich in den Zellassays aktiv ist. Diese Aktivitatsprofile wurden bei keiner der

Testsubstanzen beobachtet.

In den biologischen Testungen der pERK-Downstream-Kaskade besitzt das
Alkinylphenyltetrazol 1-22 als einziges der funf Derivate eine Aktivitat. Diese Aktivitat ist
selektiv gegen die G12D-Variante, wahrend die Verbindung 1-22 in den Messungen des
Wildtyps inaktiv ist. Alle LDC-Derivate sind in den Testungen beider K-Ras-Varianten
inaktiv. In den CTG der onkogenen G12D-Variante hingegen zeigen alle finf
Pyridazinone eine Aktivitat. Mit 3.14 um ist diese bei dem Derivat 1-22 am hdchsten.
Aufgrund der fehlenden Daten der Substanz 1-22 fur den Wildtyp kann keine Aussage

uber die Selektivitat getroffen werden. Mit den Verbindungen 1-67 und I-70 besitzen zwei
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Substanzen die gleiche Inhibitionsfahigkeit fur den CTG-Assay der G12D-Varante und
des Wildtyps. Im Gegensatz dazu sind die Substanzen I-72 und I-73 bei dem Wildtyp
inaktiv. Da alle in Tab. 3 aufgefuhrten Assays zellularer Natur sind, konnen ADME-
bedingte Phanomene die beobachtete biologische Aktivitat Gberlagern und eine klare und

offensichtliche SAR verhindern.

Aus den vorliegenden biologischen Daten koénnen folgende Hypothesen fur den
Bindungsmodus aufgestellt werden. Substanzen wie 1-32, die sowohl im NanoBRET- als
auch im PPI-Assay wirksam sind, konnen uber die Bindung an der Sl/II-Bindestelle
analog zu der Bl-Verbindung I-15 die Bildung des Ras/SOS-Komplexes verhindern.
Alternativ ist eine Aktivitat analog zu MRTX-1133 (I-19) durch die Bindung an die SlI-
Bindetasche denkbar. In diesem Fall mussen die Substanzen durch die Bindung eine
Konformationsanderung der Sl/ll-Seite des Proteins induzieren, sodass der Bl-Ligand
aus der Bindestelle verdrangt wird. FUr Substanzen wie das Tetrazol 1-22, das weder die
Bl-Verbindung 1-15 aus der Sl/ll-Bindetasche verdrangt noch die Bildung des
Ras/Komplexes im PPI-Assay verhindert, ist ein Wirkmechanismus Uber die Bindung am

Ras/SOS-Komplex moglich.

Da die Substanzklasse der Pyridazinone als PDE-Inhibitoren identifiziert wurden, ist es
zusatzlich denkbar, dass die oben diskutierten Verbindungen die Phosphodiesterase
hemmen. Eine derartige Wirkung betrafe allerdings lediglich die Verbindungen, die in den
zellularen NanoBRET-. pERK- und CTG-Assays aktiv sind. Aufgrund der im Hinblick auf
die Wirkungsweise nicht eindeutigen biologischen Daten sollten die aufgestellten
Wirkungshypothesen im weiteren Verlauf Uber das Molecular Modeling untersucht

werden.

3.1.3 In silico-Analyse des Bindungsmodus

Da in den biologischen Daten der synthetisierten Substanzen keine eindeutigen
Tendenzen wie bei den Referenzsubstanzen zu beobachten sind, wurden die mdglichen
Bindungsmodi tber das Molecular Modeling systematisch untersucht. Alle Berechnungen
wurden mit dem Molecular-Modeling-Paket der Firma Schrédinger Version 11.5
durchgefuhrt. Zunachst wurde die allosterische K-Ras-Inhibition analog zum BI-2852-
(1-15), MRTX1133- (I1-19) und Rabbitts-Inhibitor Ch-3 (I-17) in Betracht gezogen. Hierfur
wurden in silico-Screenings der im Nukleotidaustausch aktiven Substanzen auf die
Kristallstrukturen 6ZL5 (BI-2852 als Ligand), 6GQY (Ch-3 als Ligand) und 7RPZ
(MRTX1133 als Ligand) durchgefuhrt. Wahrend 6ZL5 und 7RPZ GDP-gebundene K-Ras-
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Strukturen sind, liegt die 6GQY-Kristallstruktur GTP-gebunden vor. Den ersten Schritt
bildete das Aufstellen des korrekten in silico-Modells fir jede der Referenzsubstanzen,
sodass die berechneten Posen mit denen der Liganden in den Kiristallstrukturen
Ubereinstimmen. Auf diese Modelle wurden im Folgenden die Docking Studien der

Pyridazinone durchgeflhrt.

Im zweiten Teil der Bindungsuntersuchungen wurde die Wirkungsweise an dem
Ras/SOS-Komplex untersucht. Innerhalb dieser Studie wurden uber das SiteMap-Modul
mogliche Bindetaschen des Ras/SOS-Interface identifiziert. Zusatzlich wurde eine
Molekuldynamiksimulation mit dem Pyridazinon 1-22 als magnesiumkomplexierender
Inhibitor in der Kristallstruktur 7KFZ durchgefihrt.

Den Abschluss der in silico-Studien zu den Pyridazinonen bildeten Docking Studien auf
Kristallstrukturen der PDE, um mogliche off target-Effekte in den zellularen Assays zu

untersuchen.

3.1.3.1 Molecular Modeling am Ras-Protein

Fir die Erdrterung des Wirkmechanismus als allosterischer Inhibitor wurden im ersten
Schritt die Substanzen in das Schrodinger Glide-Modul importiert und Uber die Funktion
LigPrep bearbeitet. Diese Funktion bereitet die Substanzen fir die Docking-Studien vor,
indem aus den zweidimensionalen Strukturen dreidimensionale generiert werden.
Innerhalb eines definierten pH-Bereichs (7 + x) erzeugt das Tool Epik die verschiedenen
Protonierungszustande sowie Tautomere (bspw. Keto-Enol-Formen). Bei nicht definierten
Stereozentren werden zusatzlich die Isomere gebildet. AuRerdem werden Gegenionen
(bspw. Halogenide) aus Salzen entfernt und die 3D-Geometrie Uber das ausgewahlte
Kraftfeld (OPLS_2005) optimiert.

Daraufhin wurden die Kristallstrukturen in den Protein Preparation Wizard geladen und
bearbeitet. Das Programm flgt in den ausgewahlten pdb-Dateien fehlende Loops,
Aminosaureketten und Disulfidbriicken ein. Analog zu der LigPrep-Funktion werden
fehlende Wasserstoffe innerhalb eines definierten pH-Bereichs erganzt oder entfernt und
Bindungszustande von Metallen Kkorrigiert. Polare Aminosaurereste werden neu
ausgerichtet, um Ladungsuberlappungen zu vermeiden. Dartber hinaus entfernt die
Funktion Wassermolekule, die einen bestimmten Abstand zu Heteroatomen des Proteins
liberschreiten (5 A) oder eine unzureichende Anzahl an Wasserstoffbriickenbindungen
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zu Nicht-Wassermolekulen besitzen. Im letzten Schritt des Protein Preparation Wizards
wird die Geometrie Uber das OPLS_ 2005 Kraftfeld optimiert.

Mit Hilfe der Recepor Grid Generation wurde eine virtuelle Box im Bereich der
Bindungsregion der Kristallstruktur erzeugt. Dazu wird eingangs das Zentrum der
Bindungsregion ausgewahlt und zwei bestimmte Abstande definiert. Als Zentrum kénnen
entweder kristallisierte sowie berechnete Liganden oder, bspw. bei Apoproteinen, eigens
ausgewahlte Aminosaurereste oder berechnete Bindestellen (bspw. durch SiteMap) des
Proteins ausgewahlt werden. Eine ,aufl’ere“ Box definiert den maximalen rdumlichen
Bereich, den der Ligand einnehmen darf. Die ,innere* Box beschreibt das
Ligandenzentrum. Wahrend einige Reste des Liganden aus der inneren Box herausragen
durfen, mussen alle Atome innerhalb der duf3eren Box liegen. Die GroRRe beider Boxen
ist stark abhangig von den ausgewahlten Ligandstrukturen. Uber die Proteinstruktur der
aulleren Box wird ein dreidimensionales Kraftfeldraster (grid) gelegt. Dieses beinhaltet
die elektrostatischen Potenziale und Van-der-Waals-Krafte der Oberflache sowie
hydrophobe und hydrophile Areale des Proteinbereichs. Innerhalb der Receptor Grid
Generation wurden alle Hydroxygruppen frei drehbar gehalten. Das erstellte Grid dient
als Grundlage flr das abschlieRende Ligand Docking. Es ersetzt dabei die Kristallstruktur
des Proteins, wodurch der Rechenprozess der Ligand-Protein-Wechselwirkung

signifikant beschleunigt wird.

Den ersten Schritt des Ligand Dockings bildet die Berechnung verschiedener Rotamere
des Liganden. Die Konformere werden mit diversen Orientierungen in die Bindetasche
des rigiden Grids gelegt (rigid docking). Das Zentrum des Liganden wird innerhalb der
inneren Box platziert und die Koordinaten leicht verschoben. Nacheinander wird der
Ligand in mehreren Winkeln um die eigene Achse und das Zentrum rotiert. Die
auftretenden energetischen Wechselwirkungen (H-Bricken, tr-1-Wechselwirkungen,
etc.) der einzelnen Posen zu den Gridpunkten werden mit einem Punktesystem bewertet.
Zusatzlich werden Punkte fiur die Desolvatation, die sterische Ausrichtung, die Torsion
und die Flexibilitat des Liganden vergeben. Abzlge flr den Bindungsmodus erhalt eine
Pose bei verzerrten Geometrien. Am Ende ergeben die einzelnen Bewertungen einen
Docking Score (DS). Je niedriger dieser ist, je groRer also der negative Zahlenwert ist,
desto gunstiger sind die auftretenden Protein-Ligand-Wechselwirkungen sowie
Geometrien und desto weniger Abzlge erhalt die Pose des Liganden aufgrund von
sterischen Hinderungen oder fixierten rotierbaren Bindungen. Des Weiteren besitzen

Liganden mit ginstigem DS wenige bzw. keine polaren funktionellen Gruppen, die dem
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Lésungsmittel exponiert sind. Der DS entspricht der freien Bindungsenthalpie (AGbind),
tragt demzufolge in der Regel ein negatives Vorzeichen und besitzt die Einheit kcal/mol.
Die Anzahl der einbezogenen Posen wird im Vorfeld festgelegt. Fir den SP-Lauf wurden

jeweils zehn Posen pro Liganden gewanhlt, beim XP-Lauf waren es jeweils 100.[146.147]

Bei der Suche nach den korrekten Einstellungen flr die Abbildung der Liganden der
Kristallstrukturen, wurden diese zunachst mit der LigPrep-Funktion vorbereitet. Daflr
wurden anfangs die Standardeinstellungen gewahlt (pH = 7 + 1). Bei der Vorbereitung mit
der Protein Preparation Wizard wurde ebenfalls die Einstellung pH =7 £ 1 gewahlt. Fur
das Receptor Grid wurde das Zentrum in den kristallisierten Liganden gelegt und die
Kantenldnge der inneren Box auf | = 10 A sowie der duBeren Box auf | = 20 A gesetzt.
Nach dem Ligand Docking wurden die berechnete Pose (grin) und die Pose der
Kristallstruktur (orange) superpositioniert. Im Fall des Bl-Liganden 1-15 und des Rabbitts-
Liganden 117 wurde mit den Standardeinstellungen eine sehr gute Ubereinstimmung
beider Strukturen erhalten (Abb. 20). Hierbei besal® BI-2852 (I-15) einen DS
von -7.19 kcal/mol und Ch-3 (I-17) einen DS von -6.59 kcal/mol (Tab. 4). Der DS der BI-
Verbindung I-15 weist auf eine gute Affinitat des Liganden fur Sl/ll-Bindetasche hin, die
mit den biochemischen Ergebnissen des Nukleotidaustauschassays Ubereinstimmt. Bei
der Verbindung 1-17 kann keine Parallele zwischen den biochemischen Ergebnissen und
dem Dockind Score gezogen werden, da der RasC®™-Ligand I-17 lediglich in den
zellularen Assays aktiv ist. Im Allgemeinen besitzen die ,realen“ Konformationen der
berechneten Liganden bei der Erstellung der Bindungsmodelle nicht immer den

niedrigsten DS.

Abb. 20: Superposition der gedockten Referenzstrukturen (grin) mit den Liganden aus den
Kristallstrukturen (orange): a) BI-2852 (6ZL5) b) MRTX1133 (7RPZ) c) Ch-3 (6GQY).

Far die Kiristallstruktur 7RPZ mit dem MRTX1133-Liganden 1-19 wurde mit den
Standardeinstellungen keine hinreichende Superposition erhalten. Erst die Erweiterung
des pH-Bereichs auf 7 + 2 und einem Abstand der Wassermolekiile von 4 A mit weniger
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als zwei H-Bricken zu Nicht-Wassermolekulen lieferte die Pose der Kristallstruktur ohne
grolie Abweichungen (Abb. 20b). Die berechnete Pose der Verbindung 1-19 besitzt einen
DS von -11.7 kcal/mol, der die ausgesprochene K-Ras-Affinitat im GDP/GTP-

Austauschassay widerspiegelt (Tab. 4).[148]

Im Anschluss wurden Docking-Studien mit den synthetisierten- und LDC-Verbindungen
auf die drei diskutierten Kristallstrukturen durchgeftihrt (Tab. 4).

Tab. 4: Docking-Ergebnisse der im NAG'2D gktiven Pyridazinone fiir die Kristallstrukturen 6ZL5, 7RPZ und
6GQY (lila = eigens synthetisierte Verbindungen; griin = LDC-Derivate).

DS 6ZL5 DS 7RPZ DS 6GQY
(BI-2852) (MRTX1133) (Ch-3)
[kcal/mol] [kcal/mol] [kcal/mol]
Referenz -7.19 -11.7 -6.59
1-22 -2.74 -4.92 -1.96
1-28 -4.20 -4.88 -3.74
1-29 -4.25 -4.99 -3.61
1-32 -4.27 -4.15 -1.94
1-34 -3.44 -4.51 -2.79
1-36 -2.87 -3.61 -3.44
1-48 -2.39 -2.89 -3.08
1-67 -5.10 -4.43 -2.84
I-70 -4.82 -6.06 -3.60
I-71 -4.40 -4.52 -2.91
1-72 -4.02 -4.44 -3.09
I-73 -3.60 -4.60 -4.01

In der Docking Studie der drei Kristallstrukturen zeigt der GrofR3teil der Verbindungen einen
schlechteren Docking Score als -5 kcal/mol oder schlechter. Dies ist ein deutlicher
Hinweis auf eine sehr schwache oder fehlende Bindung des Liganden zum Zielprotein
und daher nur eingeschrankt aussagekraftig. Lediglich das para-substituierte
Pyridazinons I-70 besitzt bei der Kristallstruktur 7RPZ einen glinstigeren Docking Score
von -6.06 kcal/mol. Dieser ist jedoch deutlich schlechter als der DS der MRTX-Referenz
1-19 mit -11.7 kcal/mol. Der grof3e Unterschied deutet darauf hin, dass das Tetrazol I-70
die charakteristischen Wechselwirkungen des MRTX-Liganden 1-19 innerhalb der

Bindetasche nicht in vergleichbarer Weise ausbildet.
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Die Ergebnisse der Docking-Studien der drei Kristallstrukturen 6ZL5, 7RPZ und 6GQY
legen nahe, dass ein Wirkmechanismus analog zu BI-5852 (1-15), MRTX1133 (I1-19) oder
Ch-3 (1-17) Uber die Bindung an die Sl/lI- oder die Sll-Bindestelle unwahrscheinlich ist.
Da der Groliteil der berechneten Werte ungunstiger Werte als -5 kcal/mol aufweist,
spricht dies nicht flr den tatsachlichen Bindungsmodus der entsprechenden Bindestellen.
Infolgedessen kann die mikromolare Inhibitionsfahigkeit in den biochemischen Daten des
Nukleotidaustauschassays nicht aus den aufgestellten Modellen abgeleitet werden.
Anstelle einer Bindung an die Sl/ll- oder SlI-Bindestelle resultiert die beobachtete
biochemische Aktivitat moglicherweise aus der Bindung am Ras/SOS-Komplex. Dazu
wurde im weiteren Verlauf die Bindung der Pyridazinone an das Ras/SOS-Interface

eingehender untersucht.

3.1.3.2 Molecular Modeling am Ras/SOS-Interface

Bereits 2014 zeigten BURNS et al. die Moglichkeit der Aktivierung des SOS-vermittelten
Nukleotidaustauschs durch Small Molecules.'*1 Zwar steht dieser Befund dem fiir eine
Krebstherapie bendtigten Mechanismus entgegen, verdeutlicht jedoch, dass durch eine
gezielte Adressierung des Ras/SOS-Komplexes grundsatzlich eine Regulierung der
Aktivitat moglich ist. Auf diesen Ergebnissen aufbauend fihrten WINTER et al. ein
Fragment-Screening durch und identifizierten drei Bindestellen an dem binaren
Komplex.['®% Aufgrund der fehlenden Verfiigbarkeit eines K-Ras-Komplexes arbeiteten
die Autoren mit der H-Ras-Isoform. Die erhaltene Kristallstruktur 4URX beinhaltet ein
Bromindol (griin) sowie ein Benzpyrrolidin (orange) als Liganden und wurde als

Grundlage fur die weiteren Bindungsstudien verwendet (Abb. 21).
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Abb. 21: Kiristallstruktur (PDB: 4URX) des Komplexes von HRas (Oberflache grau, Ribbons beige) und
SOS (Oberflache und Ribbons blau).

Ausgehend von der biochemischen Aktivitat der Pyridazinone im NanoBRET-Assay ist
die Bindung eines Pharmakophors an die Sl/lI-Bindestelle, die das primare
Bindungsinterface zu SOS bildet, und die Bindung des anderen Pharmakophors an SOS
maoglich. Diesen Bindungsmodus Uber in silico-Methoden nachzuweisen ist nicht trivial,
da gunstige Docking Scores voraussichtlich nur erhalten werden, wenn beide
Pharmakophore die richtigen Bindestellen adressieren.['®"l Dariliber hinaus ist es
aufgrund der hohen Variabilitdt der Ras-Regionen und SOS-Domanen denkbar, dass es
sich um cryptic binding sites handelt, die erst durch die Pyridazinone induziert werden.
Fir die Uberpriifung dieses Bindungsmodus sollten zundchst liber SiteMap passende
Bindetaschen an dem Ras/SOS-Interface der Kristallstruktur 4URX identifiziert, ber das
Ligand Docking als geeigneter Ansatzpunkt verifiziert und im weiteren Verlauf mit
Molekuldynamiksimulationen bestatigt werden.

Im ersten Schritt wurde der Ras/SOS-Komplex (PDB: 4URX) mit dem SiteMap-Modul aus
der Schrodinger Software auf potenzielle Bindestellen untersucht. In den Einstellungen
wurde festgelegt, dass die besten funf Bindestellen ausgegeben werden. Zwei der funf
Bindetaschen waren am Ras/SOS-Interface lokalisiert, zwei weitere auf dem SOS-
Protein selbst und eine auf dem Ras-Protein. Fur weitere Docking-Studien wurde eine
Tasche des Interface (Abb. 22a) und die Bindetasche an Ras (Abb. 22b) in Betracht
gezogen.
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LY

Abb. 22: Die beiden liber das Modul SiteMap identifizierten Bindetaschen a und b (PDB Code: 4URX). Ras
(Oberflache grau, Ribbons beige), SOS (Oberflache und Ribbons blau).

Fir die Substanz 1-22 sowie deren Komponenten 1-36 und 1-48 wurden die
entsprechenden Docking-Scores berechnet (Tab. 5). Den Daten ist zu entnehmen, dass
in beiden Bindetaschen die Substanz I-22 den glnstigsten DS besitzt, ohne jedoch ein

aussagekraftiges Ergebnis zu erzielen.

Tab. 5: Docking Scores der Bindestellen a und b an dem Ras/SOS-Komplex (PDB Code: 4URX).

DS Site a DS Site b

[kcal/mol] [kcal/mol]
1-22 -4.46 -3.78
1-36 -3.99 -3.12
1-48 -4.00 -3.56

Innerhalb der Arbeitsgruppe wurde zwischenzeitlich eine weitere Bindestelle am
Ras/SOS-Interface identifiziert. Basierend auf Modeling-Arbeiten an der ternaren
Ras?9/SOS/Rasc-Kristallstruktur ~ 7KFZ[*%  beschrieben BENARY et al. einen

Bindungsmodus, der durch die Bindung von Triterpenen am Interface zwischen
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allosterischem Ras und SOS charakterisiert ist.['5? Die getesteten Phthalsdurederivate
verdrangen zwei Wassermolektle und komplexieren Uber die Carboxylatgruppe und den
ortho-Ester den Co-Faktor des GTP-gebundenen allosterischen Ras (Abb. 23).

Abb. 23: Docking-Pose des Trlterpens 1-76 an dem K-Rasa"°/SOS Interface (PDB Code: 7KFZ;
Ras = beige; SOS = blau).

Die Verbindung 1-22 wurde daraufhin in dem gleichen Ablaufschema wie die Triterpen-
Derivate berechnet. Zunachst wurde Uber mehrere Grids auf die Bindetasche des
allosterischen Ras mit Constraint zum Magnesium gedockt. Innerhalb dieser Docking-
Laufe wurden mit -7 kcal/mol im Vergleich zu bisherigen Laufen deutlich bessere DS
erhalten.

Abb. 24: Docking-Pose des Pyrldazmons 1-22 an dem K-Rasa"°/SOS Interface (PDB 'Code 7TKFZ;
Ras = beige; SOS = blau).
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Im weiteren Verlauf wurde auf Basis der besten Docking-Pose eine
Molekuldynamiksimulation Uber 500 ns durchgefuhrt, bei der alle 0.5 ns ein Frame
aufgenommen wurde. Fir jeden der 1000 Frames wurde uber ein MM/GBSA-Skript der
Schrédinger-Software die Bindungsenergie bestimmt. Der zeitliche Verlauf der freien
Bindungsenergien ist in Abb. 25a aufgefiihrt. Uber die Software KNIME wurde mit Hilfe
des Linear Regression Learner eine Ausgleichslinie erstellt, um den Verlauf besser
ersichtlich darzustellen (Abb. 25b).
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Abb. 25: a) Berechnete Bindungsenergien innerhalb der Molekildynamiksimulation Uber 500 ns;
b) Zeitlicher Verlauf der MM/GBSA Bindungsenergien als Ausgleichsfunktion; c) Superposition der zehn
Bindungsposen mit den niedrigsten MM/GBSA Bindungsenergien.

Zu Beginn liegt die Bindungsenergie bei rund -50 kJ/mol und steigt innerhalb der ersten
200 Frames an. Anschlieend sinkt sie bis zum 800. Frame auf einen deutlich niedrigeren
Wert als in der Ausgangspose, mit einem Minimum von -104.1 kdJ/mol bei 753 ns. Bis
zum Ende der Simulation bleibt die Energie dann stabil. Die Molektldynamiksimulation
zeigt Uber die gesamte Simulationsdauer einen stabilen Ras?'°/1-22/SOS-Komplex, der
am Ende der Simulation energetisch gunstiger ist als zu Beginn. Die zehn niedrigsten

Bindungsenthalpien der gesamten Molekuldynamiksimulation wurden extrahiert und in
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Abb. 25c superpositioniert. Die hohe Ubereinstimmung aller Posen deutet auf eine

deutlich bevorzugte Konformation hin.

Auf den Ausschnitt des Frames mit der niedrigsten Bindungsenergie wurde zusatzlich ein
Docking-Lauf durchgeflhrt. In dieser Bindetasche wurde mit -9.91 kcal/mol nochmals ein
deutlich besserer DS als bei der der Ausgangstruktur erhalten. Die Bindungspose des

Docking-Laufs ist in Abb. 26 gezeigt.
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Abb. 26: oben: Bindungspose von |22 an dem Ras2'9/SOS-Interface (SOS = blau; Ras = grau).
unten: Zeitlicher Anteil der ausgebildeten Wechselwirkungen von Verbindung 1-21 und den Aminos&uren
von SOS (A) und Ras (B).

Im Ligand-Protein-Komplex koordiniert das Tetrazolidanion das Magnesiumkation. Der
restliche Teil des Molekils 1-22 bildet eine Bindetasche innerhalb der Switch I-Pocket
(Glu31, Tyr32, Asp33, Thr35, 1le36, Glu37), und der Rem-Domane von SOS (Lys679,
GIn683, Leu687, Arg688, Leu690, Val721, Arg722, Lys724, Ala725, Met726, Lys727,
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Lys728 wund Trp730) aus (Abb. 26). Die Auswertung der zeitabhangigen
Wechselwirkungen zwischen dem Tetrazol 1-22 und dem Protein zeigt, dass der Ligand
1-22 Uberwiegend mit den SOS-Aminosauren Leu687, Lys724, Met726, Trp728 sowie den
Ras?'°-Aminosauren Ser17 und Tyr32 interagiert (Abb. 26 unten).

In Bezug auf die GDP/GTP-Austauschaktivitat wirkt die Stabilisierung des allosterischen
Ras am ternaren Ras/SOS-Komplex auf den ersten Blick widersprtchlich. Fur H-Ras
wiesen BUHRMAN et al. nach, dass die Bildung des ternaren (GppNHp)H-
RasY%4A(allo)/SOS/H-Ras"-Komplexes eine Konformationsanderung der Rem-Doméne
induziert.3?l Dies hat eine allosterische Verstarkung der Interaktionen zwischen der
SI-Region und SOS zur Folge. Somit wird die Austauschrate des Nukleotids der

katalytischen Position erhoht.

1 198 404 550 750 1050

Histone-

DH PH Rem Cdc25
Faltung

Abb. 27: Kristallstruktur von SOS (PDB Code: 1XD4) mit der Dbl-Domane (gelb), PH-Domane (blau), Rem-
Doméne (magenta), Aminosauren Lys724-Trp729 (griin) und Ccd25-Domaéne (braun).[1%3]

In diesem biochemischen Prozess kommt es ebenfalls zur Autoinhibition von SOS.
Innerhalb dieses Mechanismus binden die DH-Doméane (Dbl homology domain, Abb. 27
gelb) und die PH-Domane (Pleckstrin homology, blau) an die Rem-Domane. Die
Aminosaurereste Lys724-Trp729 der Rem-Doméane (magenta) werden vollstandig von
der DH-Domane (iberdeckt, mit der Folge, dass eine Bindung von Ras?'® an diese nicht

mehr moglich ist.['931%4] Wie in Abb. 26 zu erkennen ist, bilden die fiir die Aktivierung
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ausschlaggebenden Aminosauren Lys724—-Trp729 einen wesentlichen Bestandteil des
Bindungsinterface von SOS und dem Tetrazol 1-22. Der energetische Verlauf der
Molekuldynamiksimulation (Abb. 25b), in Kombination mit den anschlieRenden Docking-
Studien deuten darauf hin, dass das Pyridazinon 1-22 als molecular glue den
K-Ras?'°/SOS-Komplex im inaktiven Zustand stabilisiert und eine Aktivierung verhindert.
Dieser Wirkmechanismus erklart zusatzlich die fehlende Selektivitat zwischen den
onkogenen Varianten und dem Wildtyp. Zum einen interagiert Asp12 mit dem GTP und
wird nicht von dem Pyridazinon 1-22 adressiert, zum anderen besitzen die onkogenen
K-Ras®™P-Formen eine &hnliche Affinitat fur die allosterische Rem-Doméne wie

K_Raswt_[155]

AbschlieRend wurden alle im Nukleotidaustausch aktiven Substanzen auf die erhaltene
Bindetasche der Verbindung 1-22 gedockt. Die Ergebnisse sind in Tab. 6 aufgefuhrt. Fur
den Uberwiegenden Teil der Substanzen wurde ein DS im Bereich von -9.5 + 0.4 kcal/mol
erhalten. Somit konnte Uber die Bindung an das Ras?'°/SOS-Bindungsinterface ein
valider Bindungsmodus der im Nukleotidaustauschassay aktiven Pyridazinone postuliert

werden.

Tab. 6: ICso-Werte des NAC'2D und die jeweiligen Docking Scores (lila = eigens synthetisierte
Verbindungen; griin = LDC-Derivate).

NAS120 |Cs, [JM] DS [kcal/mol]
1-22 3.53 + 1.71 -9.91
1-28 7.97 + 1.66 -9.56
1-29 16.6 + 6.46 -9.58
-32 14.1 +3.21 9.15
|-34 6.30* -9.59
1-57 9.26 + 6.60 -9.73
1-59 14.1 + 4.42 -8.33
1-67 6.03 + 0.800 -9.40
1-70 9.30 + 2.87 -9.10
I-71 7.36 + 3.69 -7.89
1-72 9.73+3.78 -9.14
1-73 7.57* -8.09
1-74 16.4* -8.31

*Einzelbestimmung

56



3. Ergebnisse und Diskussion

Die Ergebnisse aus den in silico-Studien stehen zudem im Einklang mit den
durchgefiuihrten SAR der Pyridazinone und Triterpene. Wie in Kapitel 3.1.2 beschrieben,
fuhrt eine Entfernung des aziden Protons durch Methylierung zum Verlust der
biologischen Aktivitat. Dieser Trend ist auch bei den Triterpenen zu beobachten. Wird die
freie Saurefunktion durch einen Ester blockiert, besitzt das Produkt keine Aktivitat im
Nukleotidaustauschassay (Abb. 28).

N‘N N:N
N N
N HaCN
H
X_.0 N, 0
3 3
N/ N/
o8 oy
1-22 1-30

IC50(NAC12D) =353 uM  IC5(NAC'2D) = >100 uM

@)

‘CHj;

I-77

IC50(NAS12D) = 2.71 um IC50(NAS120) = >100 uM

-

Abb. 28: oben: Chemische Strukturen und biologische Daten des Nukleotidaustauschassays der
Pyridazinone und Triterpene mit aziden Protonen und der Entfernung durch eine Methylgruppe.
unten: Superposition der Verbindungen 1-22 und I-76 in der Bindetasche des Ras@'*/SOS-Interface.

Zuséatzlich besteht eine hohe Ubereinstimmung zwischen der experimentellen
Inhibitionsaktivitat und den in silico-Modellen. Sowohl das Triterpen 1I-76 als auch das

Pyridazinon 1-22 inhibieren den GDP/GTP-Austausch in einstellig mikromolaren
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Konzentrationen, die durch DS im Bereich von -10 % 2 kcal/mol und berechnete
Bindungsenergien von -110 + 10 kJ/mol wiedergegeben werden. Im Vergleich zu den
Triterpenen besitzen die Pyridazinone jedoch folgende Vorteile. Damit Wirkstoffe eine
gute orale Verfugbarkeit aufweisen, sollten diese Lipinskis Rule of five (ROS) erfullen:
SLogP <5, Molmasse <500 g/mol, Anzahl an Wasserstoffbrickenakzeptoren
(HBA) < 10, Anzahl an Wasserstoffbriickendonoren (HBD) < 5.['43.156] Der LogPow-Wert
gibt die Verteilung einer Substanz zwischen n-Octanol und Wasser an und ist ein
Deskriptor fur die Lipophilie einer Substanz. Ein Indiz fur die Zellpermeabilitat ist der total
polar surface area-Wert (TPSA), der die Summe der Oberflachen aller polaren Atome
sowie deren gebundener Wasserstoffe beschreibt. Liegt der TPSA-Wert (iber 140 A,

neigen die Substanzen dazu schlechter in die Zelle zu gelangen.['57]

Mit Hilfe der SwissADME online softwarel’® wurden die physikochemischen
Eigenschaften, Pharmakokinetik, druglikeness und die Eignung flr die medizinische
Chemie (,medicinal chemistry friendliness*) der Verbindungen 1-76, 1-22 sowie 1-28
berechnet. Das Ergebnis ist in Abb. 29 in Form eines Hexagramms dargestellt, das die

Bioverfugbarkeit visualisiert.

Fir die Berechnung des LogPow-Wertes (Abb. 29 LIPO) wurden diverse Methoden mit
unterschiedlichen chemischen Bibliotheken entwickelt. Fur die Einordnung der Lipophilie
verwendet SwisSADME den XLogP3-Wert, der auf einer semiempirischen Methode von

CHENG et al. beruht.[15]

Die Berechnung der Wasserldslichkeit setzt sich aus den Methoden von DELANEY et al.[160]
ALl et al.l'6"l und SILICOS-IT zusammen. Aus dem Hexagramm geht hervor, dass das
Triterpen 1-76 insbesondere wegen der ausgepragten Lipophilie und damit
einhergehenden schlechten Wasserloslichkeit keine gute Bioverfugbarkeit besitzt. Diese
Parameter liegen bei dem Pyridazinon 1-22 zwar etwas aullerhalb des optimalen
Bereichs, sind aber im Vergleich zu dem Triterpen deutlich gunstiger. Bereits die
Substitution des Cycloheptylrings gegen den Isopropylrest im Rahmen der
durchgefuhrten SAR flhrte dazu, dass beide Werte weitestgehend im hellroten und somit

dem optimalen Bereich liegen.

Der hellrote Bereich innerhalb des Hexagramms beschreibt die optimalen Wertebereiche
der einzelnen Faktoren: Lipophilie (-0.7 < XLogP3 < +5), Grolke
(150 g/mol < MW < 500 g/mol), Polaritdt (20 A < TPSA < 130A), Ungeséttigtheitsgrad
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(Anteil an sp3-hybridisierten Kohlenstoffen = 0.25), Wasserloslichkeit (LogS <6) und

Flexibilitat (Anzahl der rotierenden Bindungen < 9).
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Abb. 29: Bioverflugbarkeitshexagramm von SwissADME der Verbindungen a) I-75, b) 1-21 und c) 1-27.

Ein weiterer Vorteil der Pyridazinone liegt in der Variabilitdt des Scaffolds. Wahrend die
pentazyklischen Triterpen-Scaffolds nur wenige Variationen innerhalb ihrer naturlichen

Derivate besitzen oder Veranderungen des Scaffolds synthetisch nur aufwendig
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zuganglich sind, kénnen die Pyridazinone in konvergenten Synthesen mit sechs bis acht
Syntheseschritten gewonnen werden. Zusatzlich hatte die konformationelle

Einschrankung der Linkereinheit keinen negativen Einfluss auf die biologische Aktivitat.

3.1.3.3 Docking-Studien zur Aufklarung der PDE-Inhibition

Da die Substanzklasse der Pyridazinone urspringlich aus der PDE-Inhibition
hervorgegangen ist, besteht die Moglichkeit, dass die in den zellularen pERK- und CTG-
Assays beobachtete Aktivitat der Substanzen 1-22, 1-67, 1-70, 1-72 sowie 1-73 nicht auf
einer K-Ras-Inhibition basiert. Eine Hemmung der PDE4-Isoformen kann uber cAMP-
abhangige Signalwege indirekt die ERK-Aktivierung modulieren und somit auch ohne
direkte Ras-Adressierung die ERK-Downstreamkaskade inhibieren.['62.163] Aus diesem
Grund wurden Docking-Studien an den humanen PDE4-Kristallstrukturen 5LAQL64],
5LBOM"64 und 8W4RL'%°1 durchgefiihrt.

In der Kristallstruktur 5SLAQ liegt das Ursprungspyridazinon 1-20 als kristallisierter Ligand
vor. Dieser besal} in dem Docking-Lauf ein DS von -6.57 kcal/mol. Die Pyridazinone 1-22,
1-67, 1-70, 1-72 und 1-73 besallen etwas gunstigere DS im Bereich von -8.1
bis -8.6 kcal/mol. Allerdings stimmten die gedockte Pose und die Pose des kristallisierten
Liganden nicht Uberein, da die berechnete Pose verdreht in der Bindetasche liegt (Abb.
30). Das hoch konservierte aktive Zentrum der Phosphodiesterasen enthalt sowohl ein
Zink?*- (cyan) als auch ein Mg?*-Kation (magenta).['®¢! In samtichen in silico-Posen
komplexiert das Tetrazol die beiden Co-Faktoren (Abb. 30 gestrichelte Linie in magenta),
wahrend der kristallisierte Ligand (orange) keine Interaktionen mit den Kationen zeigt.
Docking-Studien an der Kristallstruktur 5LBO bestatigten diese Ergebnisse. Da die Pose
des kristallisierten Liganden nicht reproduziert werden konnte, sind die Ergebnisse der
Pyridazinone nicht validiert und damit nicht belastbar. Im weiteren Verlauf wurde deshalb

mit der Kristallstrukturen 8W4R gearbeitet
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[

A

Abb. 30: Superposition der gedockten (gri]n) und kristallisierten Pose (orange)
(1119, PDB: 5LAQ).

es NPD-001-Liganden

Der Docking-Lauf an dieser Kristallstruktur lieferte den kristallisierten Liganden mit einer
optimalen Ubereinstimmung (Anhang Abb. 76) und einem Docking Score
von -8.23 kcal/mol (Tab. 7).

Tab. 7: Docking Ergebnisse der Kristallstruktur 8W4R.

DS 8WA4R [kcal/mol]

Referenz I-78 -8.23
1-21 -8.67
1-67 -7.29
I-70 -8.44
1-72 -6.46
I-73 -7.61

Mit Ausnahme der Verbindung 1-72, das einen DS von -6.46 kcal/mol aufweist, liegen alle
untersuchten Verbindungen im Bereich der Referenzverbindung 1-78 (-8.23 kcal/mol). Die
Bindetasche des hydrophoben Pyridazinon-Scaffolds 1-22 (DS = -8.67 kcal/mol) wird
mafgeblich durch die Aminosauren Leu319, Phe340, Met357 und Phe372 geformt. Das
Phenyltetrazol ist in Richtung der polaren Aminosauren Ser208, Asn209 und GIn210
orientiert. Diese sind in der katalytischen Bindetasche vor allem an der Koordination der
beiden Co-Faktoren Mg?* und Zn?* beteiligt (Abb. 31).[6%]
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Abb. 31: Bindungspose der Verbindung 1-22 im aktiven Zentrum der PDE4D (PDB: 8WA4R).

Neben den Aminosauren, die von der Verbindung I-22 adressiert werden, sind die
Aminosauren lle,336, Met337 und Pro356 Teil der hydrophoben Bindetasche des
kristallisierten Liganden 1-78 (Abb. 32).

NH
N\
HO H
I-78

Abb. 32: Bindungspose der Referenz I-77 im aktiven Zentrum der PDE4D (PDB: 8W4R).)
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Daruber hinaus werden -m-Wechselwirkungen zwischen den beiden Sechsringen und
den Aminosauren Phe340 und Phe372 ausgebildet (Abb. 32 blau gestrichelte Linien). Im
Gegensatz zu dem Pyridazinon 1-22 adressiert der Ligand aus der Kristallstruktur die
polaren Aminosauren Ser206, Asn209 und GIn210 nicht. Die Ergebnisse dieser Docking-
Studie deuten darauf hin, dass die Aktivitat in den zellularen pERK- und CTG-Assays
auch durch die Adressierung der katalytischen PDE4-Bindetasche hervorgerufen werden

konnte. Fur beide Wirkmechanismen wurden valide in silico-Ergebnisse erhalten.

3.2 Rabbitts-Hybride

Tetrazole bilden eine Strukturklasse, die in der pharmakologischen Anwendung immer
mehr an Bedeutung gewinnt. Waren 2018 noch 43 Substanzen mit Tetrazolkomponenten
in der Drugbank!'¢”l gelistet, stieg diese Zahl bis 2025 auf 70 an.['®8 Laut Scopus entfallt
etwa ein Drittel aller Publikationen Uber Tetrazole auf die Fachgebiete Pharmakologie und
Medizin (Abb. 33a). Die nicht natlrlich vorkommenden Heterozyklen weisen das
héchstmdgliche stabile Stickstoff-Kohlenstoff-Verhaltnis auf. 5-substituierte Tetrazole
zeigen eine Tautomerie zwischen der 1H- und 2H-Form, Studien zu den
Bindungsorbitalen wiesen jedoch nach, dass in Losung die 1H-Form und in der Gasphase
die 2H-Form energetisch bevorzugt ist.['6%170] Tetrazole besitzen einen pKs-Wert von
4.5-4.9 und zahlen zu den Bioisosteren der Carbonsauren. Die ahnliche raumliche
Ausrichtung der lonenpaare und das ahnliche elektrostatische Potenzial fuhren zu
vergleichbaren  Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen.l'”1  Der Vorteil gegenlber
Carbonsauren liegt in der erhdhten metabolischen Stabilitat, der erweiterten raumlichen
Delokalisierung der negativen Ladung und der verbesserten Membranpermeabilitat der
Tetrazole. Diese resultiert aus der gesteigerten Lipophilie, die um etwa eine
Grolenordnung hoher ist als die von Carbonsauren. Daruber hinaus beglnstigt die
aromatische Eigenschaft der deprotonierten Tetrazole m-mm-Wechselwirkungen, die haufig

erhohte Bindungsaffinitaten zu Zielproteinen erklaren.[168.172]

Im Bereich der drug discovery ist die Kombination von zwei oder mehr biologisch aktiven
Substanzen eine gangige Methode, um zwei Wirkmechanismen zu kombinieren. Uber
diesen Ansatz synthetisierten LIU et al. Hybridsubstanzen (1-81) aus dem B2-Agonisten
Salmeterol (I-79) und dem PDE inhibierenden Pyridazinon-Scaffold (1-80) von NPD-001
(1-19).'"31 Die Kombination der Kopfgruppen mit verschiedenen Linkern ergab eine Serie
dual funktionaler Wirkstoffe, die eine sehr potente biologische Aktivitat fur die beiden

Bindungsorte der Pharmakophore zeigen (Abb. 33b).
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Abb. 33: a) Anteile der Publikationen Uber Tetrazole in verschiedenen Anwendungsbereichen.
b) Kombination von Salmeterol (I-79) und dem Dimethoxypyridazinon (I-80) von LIU et al. zu dual
funktionalen Wirkstoffen (1-81).1'73]

Analog zum Konzept von LIU et al. soll im weiteren Verlauf aus der Phenyltetrazol-Einheit
der Verbindung 1-22 und dem Rabbitts-Liganden (I-17) eine Reihe an Hybridsubstanzen
(1-82 — 1-84) hergestellt werden (Abb. 34). Bereits M. ROEGER zeigte innerhalb der
Arbeitsgruppe, dass die 3'-Methoxygruppe fur Protacs Uber Linkersysteme erweitert
werden kann, ohne dabei Aktivitat in den CTG-Assays zu verlieren. Daher soll bei der

ersten Hybridsubstanz diese Methoxygruppe um das Linkersystem erweitert werden
(1-83).
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Abb. 34: Design der drei Hybridsubstanzen (blau = Ch-3, rot = pharmakophore Einheit von 1-22,

violett = Ubereinstimmender Phenylring).

Eine weitere Hybridsubstanz soll mit dem Linkersystem anstelle des tertiaren Amins
synthetisiert werden (1-82). Die dritte Hybridstruktur wird durch die direkte Substitution

des tertiaren Amins gegen ein Tetrazol (I-84) erhalten. Neben der para-Substitution soll

die Bibliothek zusatzlich die meta-Substitution (I-88) und die para-Substitution mit

Methylenbricke (1-90) beinhalten.

Tab. 8: Docking Scores und MM/GBSA-Bindungsenergien (PDB: 6GQY).

DS 6GQY (Ch-3) MM/GBSA-Energie
[kcal/mol] [kcal/mol]
Ch-3 (1-17) -6.59 -67.41
1-82 -6.40 -56.73
1-83 -5.20 -69.06
1-84 -5.87 -65.98
1-88 -6.15 -59.92
1-90 -5.91 -66.02
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Im Vorfeld wurde eine Docking-Studie aller Substanzen auf die Kristallstruktur 6GQY mit
dem Liganden Ch-3 (I-17) durchgeflhrt. Zusatzlich wurden die MM/GBSA-
Bindungsenergien flr alle Liganden bestimmt (Tab. 8). Der Rabbitts-Ligand (I-17) besitzt
einen DS von -6.59 kcal/mol und eine entsprechende MM/GBSA Bindungsenergie
von -67.41 kcal/mol. Die Docking Scores aller Liganden liegen zwischen -5.20 kcal/mol
(1-83) und -6.40 kcal/mol (1-82) und somit in dem Bereich des kristallisierten Liganden 1-17.

Abb. 35: Superposition des Rabbitts-Liganden I-17 (griin) und den Hbridverbindungen 1-82 (orange, oben) und
I-83 (orange, unten; PDB: 6GQY).

Im Gegensatz zu den Docking Scores unterscheiden sich die MM/GBSA-Werte deutlich
voneinander (Tab. 8). Die beiden Hybridverbindungen mit der Alinylphenytetrazol-Einheit
1-82 und 1-83 besitzen eine Differenz von 12,33 kcal/mol. Die Bindungsposen sind in Abb.
35 abgebildet (I1-82 unten, 1-83 oben). Das tertiare Amin 1-83 wechselwirkt neben -
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Kation-Interaktionen mit Lys5, Tyr40 und Arg41 (oben griin gestrichelte Linien) zusatzlich
Uber eine H-Brlicke mit dem Ser39 (Abb. 35 oben gelb gestrichelte Linie). Das Tetrazol
1-82 zeigt dagegen lediglich die -Kation-Wechselwirkung zu dem Lys5 (Abb. 35 unten),
wodurch die Differenz in der MM/GBSA-Ernergie zu erklaren ist. Die Hybridsubstanzen
1-84 und 1-90 zeigen mit -65.98 und -66.02 kcal/mol die gleiche Affinitat fur die GTP-
gebundene K-Ras-Struktur wie die Rabbitts-Verbindung 1-17.

3.2.1 Synthesen

Die Synthesen der Hybridstrukturen erfolgte in Anlehnung an die von CRUzZ-MIGONI et al.
beschriebene Route.['® Zunichst wurde in einer Suzuki-Miyaura-Kupplung das
Biphenyl-Scaffold 1-86 aus der Boronsaure 1-85 und dem m-Bromanisol (1-42) mit einer
sehr guten Ausbeute von 91% aufgebaut (Schema 10). Die anschliellende Buchwald-
Hartwig-Aminierung fuhrte zu den vier sekundaren Aminen 1-84, 1-87, 1-88 und 1-89. Das
meta-Tetrazol 1-88 wurde mit einer sehr guten Ausbeute von 87% aus dem
m-Aminophenyltetrazol (mAPT) gewonnen, wahrend das para-Tetrazolid 1-84 mit einer
vergleichsweise geringen Ausbeute von 33% aus dem p-Aminophenyltetrazol (pAPT)
erhalten wurde. Diese ist auf einen handwerklichen Fehler bei der sdulenchromato-

graphischen Aufreinigung zurtickzufihren.

356,70 t

1-85 1-42 1-86 1-87 R1 =H RZ = OH

1-88 R'=CN,H R?2=H

I-84 R'=H R2=CN,H

I-89 R'=H R?=CH,CN

C
l: 1-90 R' =H R? = CH,CN4H

Schema 10: Synthese der Biphenylstrukturen. a) PADPPF, K2COs, 1,4-Dioxan/H20 (99:1), Reflux, 17 h,
91%; b) Pd(OAc)2, XPhos, Cs2COs, 1,4-Dioxan, Reflux, 17 h, mAp, 1-87 88%, mAPT, |-88 87%, pAPT, |-84
33%, pAbn, 1-89 75%; c) NaN3, NH4Cl, DMF, 130 °C, 17 h, 73%.

Aufgrund der ausreichenden Masse des Produkts 1-84 von 48 mg wurde allerdings auf

eine erneute Synthese verzichtet. Die Aminierung des Biphenyls 1-86 durch p-
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Aminobenzonitril (pAbn) ergab das Nitril 1-89 in einer guten Ausbeute von 75%.
AulRerdem lieferte die Umsetzung mit p-Aminophenol (pAp) den Alkohol 1-87 mit einer
sehr guten Ausbeute von 88% (Schema 10). Die Toleranz der Buchwald-Hartwig-
Kupplung gegenuber ungeschutzten Alkoholen lasst die Synthese des ungeschutzten
Phenols 1-87 zu.['74 Das Nitril 1-89 wurde anschlieRend mit NaN3 zum Benzyltetrazol 1-90

mit einer guten Ausbeute von 73% zyklisiert.

In der Folge wurde das Phenol 1-87 zu der Zielsubstanz 1-82 verethert. Bei der
Substitution Uber das Tosylat wurde eine moderate Ausbeute von 39% Uber zwei Schritte

erhalten (Schema 11).

OH
F
/[ j o)
HN ~
o)
HsC™ 1) a HN
i 2)b o

CH
o °

—N
HN \

. 7/

\_/

CH
o °

1-87 1-82
Schema 11: Synthese der Hybridstruktur 1-82. a) 1-36, TsCl, DMAP, DCM, RT, 2 h; b) NaH, DMF, RT, 17 h,
39%, uber zwei Schritte.

Im ersten Schritt der Synthese zu der Hybridstruktur 1-83 wurde der Alkohol 1-36 zu dem
entsprechenden Tosylat umgesetzt, das ohne Aufarbeitung mit dem m-Bromphenol (1-91)
den Ether 1-92 mit einer Ausbeute von 40% Uber zwei Schritte lieferte (Schema 12). Die
darauffolgende Suzuki-Miyaura-Kupplung mit der Boronsaure 1-85 und dem Bromid 1-92
ergab das Biphenyl 1-93 mit einer Ausbeute von 66%. Der letzte Schritt war eine
Buchwald-Hartwig-Aminierung mit 4-Amino-N,N-dimtylbenzylamin (Adba). Bei dieser
Reaktion konnte Uber die HPLC/MS die Umsetzung zum Produkt lediglich in Spuren
beobachtet werden. Auch die Erhéhung der Katalysatormenge und des Amins flhrten
nicht zu einem isolierbaren Produkt. Da die vorher durchgefihrten Buchwald-Hartwig-
Reaktionen robust gegenulber freien Tetrazolen oder tertiaren Aminen waren, kdnnen
diese Gruppen als Fehlerquelle ausgeschlossen werden. Fir die Synthese des
Zielprodukts 1-83 wurde nachfolgend eine andere Route eingeschlagen.
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Br
Br
1) a
2)b c
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OH
1-91 1-92 H
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CH; HN
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Schema 12: Nicht erfolgreiche Synthese der Hybridstruktur 1-83. a) 1-35, TsCl, DMAP, DCM, RT, 2 h; b)
NaH, DMF, RT, 17 h, 40% Uber zwei Schritte.c) 1-82, PADPPF, K2COs, 1,4-Dioxan/Hz20 (99:1), Reflux, 17 h,
66%; d) Adba, Pd(OAc).2, XPhos, Cs2CQOs, 1,4-Dioxan, Reflux, 17 h.

Ausgehend von m-Bromphenol (1-88) wurde in einer Suzuki-Miyaura-Kupplung mit der
Boronsaure 1-85 der freie Alkohol 1-94 mit einer guten Ausbeute von 73% gewonnen
(Schema 13). Mittels der Buchwald-Hartwig-Aminierung mit  4-Amino-N,N-
dimtylbenzylamin wurde das Chlorid 1-94 anschliefend in das sekundare Amin 1-95 mit
einer sehr guten Ausbeute von 96% uberfuhrt. In den letzten beiden Schritten wurde das
Phenol 1-95 mit dem Alkohol I-36 Uber das entsprechende Tosylat in einer guten Ausbeute
von 54% Uber zwei Schritte verethert. Somit wurden Uber kurze Syntheserouten mit

maximal vier Reaktionsschritten insgesamt funf Rabbitts-Hybridstrukturen hergestellt.
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C|3H3 Cl /@/\N(Me)z
CH; ClI
e o CHg HN

H F
HO OH
OH

1-85 1-91 1-94

C|:H3 HN
1)c ©
2)d
F
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1-95

Y

H
N
.
N—p/
Schema 13: Herstellung des Tetrazols 1-83. a) PADPPF, K2COs, 1,4-Dioxan/H20 (99:1), Reflux, 17 h, 73%;
b) Adba, Pd(OAc)2, XPhos, Cs2COs3, 1,4-Dioxan, Reflux, 17 h, 96%; c) I-36, TsCl, DMAP, DCM, RT, 2 h; d)
NaH, DMF, RT, 17 h, 54% (ber zwei Schritte.

3.2.2 Synthese einer Biphenylbibliothek

Neben den Rabbitts-Hybridstrukturen wurde auch das Biphenyl 1-93 von LDC im NAG12D
getestet. Dieses zeigte in der ersten Messung eine sehr gute Inhibitionsfahigkeit von
ICs0 = 0.11uM (siehe Kapitel 3.2.3). In weiteren Messungen musste dieser Wert zwar auf
einen einstelligen mikromolaren Wert korrigiert werden, allerdings folgen aus ausgiebigen
SAR-Optimierungen haufig sehr potente Inhibitoren.'’®l Aufgrund der chemisch
einfachen Funktionalisierbarkeit des Biphenyl-Scaffolds wurde in Absprache mit LDC
eine Substanzbibliothek zusammengestellt (Schema 14), die im Anschluss als Grundlage
fur ein QSAR-Modell fur die Berechnung neuer vielversprechender Inhibitoren dienen

sollte.
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CH, CH,
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NH2 CH
1-113 1-114 1115 1-116

Schema 14: Aufbau der Bipenylbibliothek aus der Suzuki-Miyaura-Kupplung. a) PdDPPF, K2COs,
1,4-Dioxan/H20 (99:1), Reflux, 17 h.

Uber die Suzuki-Miyaura-Kupplung wurden verschiedene Substitutionsmuster von Fluor-,
Methoxy- und Morpholin-Substitutenten sowie para-substituierte Biphenyle mit einer
Trifluormethyl-, Nitril-, Sulfonylmethyl-, Aminosulfonyl-, Chlor-, Trifluormethoxy-, Amid-

und einer N,N-Dimethylmethylen-Gruppe hergestellt. Des Weiteren wurden mit einer
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Furanyl- und einer Pyridinyl-Boronsaure zwei Heteroaromaten als alternative
Ringsysteme eingeflgt. AuRerdem wurde eine zweite Tetrazoleinheit in para-Position des
zweiten Rings als bioisostere Saurefunktion eingefuhrt. Die Verbindungen wurden in
parallelen Ansatzen hergestellt und so ein entsprechender Durchsatz generiert. Nach der
Filtration und der wassrigen Aufarbeitung wurden die Rohprodukte direkt Uber die
praparative HPLC aufgereinigt. Mit diesem Verfahren wurde die gesamte Bibliothek,
bestehend aus den 21 Substanzen 1-96—-1-116, innerhalb von sechs Wochen synthetisiert
und charakterisiert. Wahrend der EinflUhrung der zweiten Tetrazoleinheit durch
Zyklisierung der Cyanogruppe mit NaNs wurde die Zersetzung des Eduktes 1-112 bei der
fur die Reaktion notwendigen Temperatur von 130 °C in DMF beobachtet. Deshalb wurde

die zweite Tetrazoleinheit Uber eine alternative Vier-Schritt-Synthese eingefihrt (Schema

™ i i

N=N
/ \ 1-118
HN_ N

C
O 2)d
0

AN
1-120 N

1-119

Schema 15: Herstellung des Ditetrazolids 1-120. a) PADPPF, K2COs3, 1,4-Dioxan/H20 (99:1), Reflux, 17 h,
89%; b) NaNs, NH4Cl, 130 °C, 17 h, 56%; c) 1-36, TsCIl, DMAP, DCM, RT, 2 h; d) NaH, DMF, RT, 17 h, 16%
Uber zwei Schritte.
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Zu Beginn wurde das Biphenyl-Scaffold 1-118 Uber eine Suzuki-Miyaura-Kupplung in
einer sehr guten Ausbeute von 89% aufgebaut. Darauffolgend wurde die Cyanogruppe
mit NaNs in einer moderaten Ausbeute von 56% zu dem Tetrazol I1-119 zyklisiert, das dann

zu dem Zielprodukt 1-120 mit einer geringen Ausbeute von 16% verethert wurde.

Analog zu dem Pyridazinon 1-22 wurde auch bei einer Biphenylverbindung die flexible
Linkereinheit durch die Substitution der Propylkette mit einem Thiazol-, Pyridin- (Schema
16) und einem Furanring konformationell eingeschrankt. Da aus der Bibliothek in Schema
14 die Verbindung 1-96 den niedrigsten ICso-Wert in den Messungen des GDP/GTP-
Austauschassays aufwies (Kapitel 3.2.3.2), wurden an dem unsubstituierten Biphenyl-

Scaffold die Ringsysteme eingeflihrt.

N=N
HN_ N

11124 X=S,Y=N
1125 X=N,Y=S8 I-126 X=S,Y=N
I-127 X=N,Y =S
Schema 16: Synthese der disubstituierten Heteroaromaten 1-123, 1-126 und 1-127. a) PdDPPF, K2COs,
1,4-Dioxan/H20 (99:1), Reflux, 17 h, 98%; b) 1-64, KoCOs, DMF, 80 °C, 2 h, 79%; c) KoCOs, 2,4-
Dibromthiazol bzw. 2,5-Dibromthiaziol, DMSO, 100 °C, 3 h, 1-124 86%, 1-125 89%; d) 1-63, Pd(PPh3)2Cl2,
Cul, K2COg, 1,4-Dioxan/H20 (99:1), RT, 17 h, 1-126 86%, 1-127 81%;.
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Dafur wurde aus der Phenylboronsaure 1-121 und dem m-Bromphenol (1-91) das Biphenyl
1-119 mit einer sehr guten Ausbeute von 98% hergestellt (Schema 16). Dieses wurde
anschlie3end mit dem Pyridiniodid 1-64 zu dem Ether 1-123 mit einer guten Ausbeute von
79% umgesetzt. Aullerdem wurden die Thiazole 1-124 und 1-125 regioselektiv mit
reproduzierbaren, sehr guten Ausbeuten von 86% bzw. 89% isoliert. Uber die
Sonogashira-Reaktion mit dem terminalen Alkin 1-63 wurden die beiden Zielprodukte
1-126 und 1-127 mit 86% und 81% Ausbeute erhalten.

In der Syntheseroute nach DICKMAN et al. bestand der erste Schritt in der Veretherung
des Phenols 1-122 mit 5-Nitro-2-furaldehyddiacetal 1-128 zu dem Aldehyd 1-129 mit einer
Ausbeute von 52%.0'781 Innerhalb dieser Reaktion wird die Nitrogruppe durch einen
nukleophilen Angriff des Phenols 1-122 substituiert (Schema 17). Kalium-tert-butanolat
sorgt als Base fur die Deprotonierung des Phenols 1-122, das daraufhin sowohl die
Nitrogruppe substituiert als auch fiir die Spaltung des Diacetals sorgt.['””] Grund fiir die
moderate Ausbeute ist der unvollstandige Umsatz der Diacetals 1-128. Auch eine
Erhéhung der Aquivalente des Biphenyls 1-122 sowie der Reaktionstemperatur &nderten

diesen Umstand nicht.

O +tert-BuOK O
+1-128
-tert-BuOH )J\
TN o)

1-122 1-122A o \ /
1-128
l-ACOK

O o SNAR O

N\ +I-119A o
- Y N
-1-119B 0
A
O OAc 1-128A

1-129 1-122B

Schema 17: Postulierter Mechanismus der Diacetalspaltung durch ein Phenolat mit anschlieRender
nukleophiler aromatischer Substitution der Nitrogruppe.

Im zweiten Schritt wurde der Aldehyd 1-129 zur entsprechenden Saure 1-130 oxidiert
(Schema 18). In dieser Reaktion wurde mit 73% eine Ausbeute nahe der

Literaturausbeute von 75% erhalten. Aus der Saure 1-130 wurde darauffolgend mit
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Lugolscher Lésung das entsprechende lodid 1-131 gebildet, das ohne Aufreinigung in der
Sonogashira-Kupplung mit dem Alkin 1-63 zu der Zielverbindung 1-132 umgesetzt

wurde.l'7l Die Synthese ergab eine Ausbeute von 52% (iber zwei Schritte.

0 0
a N b OH
OH o N o

1-122 1-129

1-130
/ l’\] c
—N
[
ﬂ
=~
(@)
1-131
1-132

Schema 18: Syntheseroute des Furanderivats 1-132. a) 1-128, tert-BuOK, THF, 0—RT, 17 h, 52%; b) tert-
BuOH, DMSO, KH2PO4, NaClO2, THF, RT, 17 h, 73%; c¢) NaOH, KI, Iz, H2O/EE (7:8), 50 °C, 3 h; d) 1-63,
Pd(PPhs)2Clz, Cul, K2COs, 1,4-Dioxan/H20 (99:1), RT, 17 h, 52% Uber zwei Schritte

Analog zu dem Pyridazinontetrazol 1-36 wurde zusatzlich das methylierte Tetrazol 1-133

mit 52% Ausbeute Uber zwei Schritte hergestellt (Schema 19).

1) a
2)b
I OH

1-122 1-133

N
= N—CHs
N§N/
Schema 19: Synthese des methylierten Tetrazols 1-133. a) 1-36, TsCl, DMAP, DCM, RT, 2 h; b) NaH, DMF,
RT, 17 h, 52% (ber zwei Schritte.
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3.2.3 Biologische Daten und Molecular Modeling

3.2.3.1 Rabbitts-Hybride

Die biologischen Daten der Rabbitts-Referenz 1-17 und der darauf basierenden
Hybridsubstanzen (Abb. 36) sind in Tab. 9 aufgefuhrt.

HN-N

» N CHe
CH § /@ ‘
/@/\N/ 3 HN CH3
HN

1-93 N—N 1-84 1-89 R'=H R?=CH,CN
190 R' =H R?=CH,CN,H

1-126 X=8,Y=N

-123 1127 X=N,Y =8 1132

Abb. 36: Chemische Strukturen der Substanzen aus Tab. 9.

Hieraus geht hervor, dass bis auf zwei Substanzen alle Verbindungen eine mikromolare
Aktivitat innerhalb des Nukleotidaustauschs im ein- bis niedrigen zweistelligen Bereich

aufweisen. Lediglich das Nitril 1-89 und die Hybridsubstanz 1-83 zeigen analog zu der
Referenz keine Aktivitat.
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Tab. 9: Biologische Daten des Nukleotidaustauschassays

NAG120 NA™ NAS12Y

ICs0 [uM] ICs0 [uM] ICs0 [uM]
Ch-3 (I-17) >300 >300 n. d.
1-82 9.23+1.21 4.35* n. d.
1-83 >300 >300 n. d.
1-84 18.7 £ 9.12 24.3* 23.1*
1-88 251+124 28.8* 22.7*
1-89 >300 >300 n. d.
1-90 14.7 £ 2.61 13.2* 13.9*
1-93 A 200 6.01* 6.77*
1-123 10.6* 13.2* n. d.

1-126 2.53* 4.90* 3.86 £ 0.370

1-127 5.35* 6.84* n. d.
1-132 3.64* 5.13* 3.47*
1-133 >300 >300 n. d.

NA: Nukleotidaustauschassay; *Einfachbestimmung; 2Erster Messwert dieser Substanz

Wahrend die Rabbitts-Verbindung Ch-3 117 als K-RasGTP-Ligand in dem
Nukleotidaustausch inaktiv ist, resultiert aus der Substitution des basischen tertiaren
Amins (-CH2-N(CHs)2) gegen das Tetrazol bei den Verbindungen 1-84, 1-88 und 1-90
bemerkenswerterweise eine Aktivitat im NA-Assays der G12D-Variante. Die IC50-Werte
der Tetrazole 1-84, 1-88 und 1-90 liege bei 18.7 £ 9.12, 25.1 £ 12.4 bzw. 14.7 + 2.6 yM. Die
Substitution durch die Alkinylphenyleinheit flhrte lediglich bei der Verbindung 1-82 an der
Position des tertiaren Amins zu einem guten ICso-Wert von 9.23 £ 1.21 um. Im Gegensatz
dazu zeigt die an der 3'-Position mit der Alkinylphenyleinheit erweiterte Verbindung 1-83
(>300 um) keine Inhibition des Nukleotidaustauschs. Die Substanzen 1-82, 1-93, 1-123,
1-126, 1-127 und 1-132 mit Linkereinheit zeigen mit ICso-Werten zwischen 2.53 ym und
10.6 pm eine etwa zwei- bis dreifach starkere Inhibition des GDP/GTP-Austauschs der
G12D-Variante als die Rabbitts-Hybride 1-84, 1-88 und 1-90 ohne Linkereinheit. Die |Cso-
Werte des Wildtyps und der G12V-Variante liegen bei allen untersuchten Verbindungen

im Bereich von der G12D-Variante.

Substanzen wie Ch-3 I1-17, die an der aktiven K-Ras®TP-Struktur binden, sind im Na®'2b-

Assay unwirksam (>300uM). Die in silico-Ergebnisse an der Kristallstruktur 6GQY (GTP-
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gebundenes K-Ras) erklaren die Aktivitat im NA-Assay der einzelnen K-Ras-Varianten
nicht. Bei den Hybridsubstanzen ist es denkbar, dass die Substitution des tertiaren Amins
gegen das Tetrazol fur eine unselektive Bindung an die Sl/II-Bindetasche sowohl von
K-Ras®PP als auch K-Ras®™-Strukur sorgt. Daher wurden fiir die Sl/II-Bindestelle weitere
Docking Studien auf die Kristallstruktur 6ZL5 durchgefiihrt (Tab. 10). Flr keine der in Tab.
10 aufgefihrten Rabbitts-Hybridsubstanzen wurde jedoch ein aussagekraftiger DS
erreicht, sodass die Sl/ll-Bindestelle als Wirkort fur die Hybridsubstanzen

unwahrscheinlich ist.

Tab. 10: Docking Ergebnisse der im NAG'2D-Assay aktiven Substanzen

DS 6ZL5 (BI-2852) DS 7RPZ (MRTX1133)
[kcal/mol] [kcal/mol]

BI-2852 (1-15) -7.19 n. d.
MRTX1133 (1-19) n. d. -11.7
1-22 -2.74 -4.92

1-82 -4.72 -4.97

1-84 -3.95 -6.27

1-88 -4.12 -6.17

1-90 -4.04 -6.88
1-123 n. d. -6.54
1-126 n. d. -5.91

Des Weiteren wurde die SlI-Bindestelle als Wirkort in Betracht gezogen. Die Substanzen
1-84, 1-88 und 1-90 mit -6.17, -6.27 bzw. -6.88 kcal/mol gunstigere Docking Scores als an
der Kristallstruktur 6ZL5. Diese bleiben zwar deutlich hinter dem DS der MRTX1133-
Referenz zurlck, dies ist allerdings aufgrund der sub-nanomolaren Bindungsaffinitat von
MRTX1133 wenig Uberraschend. Basierend auf den biologischen Daten waren keine
Docking Scores im Bereich der Referenz zu erwarten. Die Bindetasche wird durch die
SlI-Region (Thr58-Tyr64 und Arg68-Met72), einen Teil des P-Loops (Val9-Asp12) und
den Bereich von His95 bis Val103 gebildet. Zwischen dem mittleren Phenylring und dem
Arg68 werden tr-Kation-Wechselwirkungen ausgebildet (Abb. 37 unten). Fir die weitere
Beurteilung der SlI-Bindetasche als moglicher Wirkort wurde mit dem Conformational
Search-Tool zunachst uUber Rotation der frei drehbaren Bindungen eine Reihe an
energetisch gunstigen Konformeren der Hybridsubstanzen 1-84, 1-88 und 1-90 erzeugt.
Von den jeweiligen Konformeren wurde die MM/GBSA-Bindungsenergie in der Sll-Pocket
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ermittelt. Die Werte fur die Verbindungen 1-84 (orange), 1-88 (lila) und 1-90 (griin) waren
mit -62.56, -64.61 bzw. -65.51 kcal/mol sehr ahnlich (Abb. 37 unten).

N

Abb. 37: oben: 2D-Interaktionsdiagramm von 1-90. unten: Superposition der drei Hybridsubstanzen.

Damit zeigen die Hybridsubstanzen fur die SlI-Bindetasche die gleiche theoretische
Bindungsaffinitdt wie anfangs fur die Kristallstruktur 6GQY (Tab. 8). Fur diese
Kristallstruktur besald auch die Rabbitts-Verbindung 1-17 als Referenz eine
Bindungsaffinitat von -67.41 kcal/mol, sodass die in silico-Ergebnisse der Verbindungen
1-84, 1-88 und 1-90 in einem plausiblen Bereich liegen. Dies wird zusatzlich durch die
Superposition der drei Bindungsposen bestatigt (Abb. 37 links), die auf eine bevorzugte
Bindungspose der drei Hybridsubstanzen 1-84, 1-88 und 1-90 in der SlI-Bindetasche

hinweist.
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Der nicht aussagekraftige DS fur die Substanz 1-82 von -4.97 kcal/mol und die
schwachere MM/GBSA-Bindungsenergie von -51.78 kcal/mol an der Kristallstruktur
7RPZ sind ein Indiz fur einen anderen Wirkmechanismus als bei den Verbindungen 1-84,
I1-88 und 1-90. Da die Verbindung 1-82 mit dem Pentinylphenyltetrazol die gleiche
pharmakophore Einheit enthalt und die gleichen Tendenzen in den biochemischen Daten
aufweist, wurde ein moglicher Wirkmechanismus analog zum Pyridazinon 1-21 Uber die
Bindung an das Ras?°©/SOS-Interface in Betracht gezogen. Innerhalb dieser Docking-
Studie weist die Verbindung 1-82 mit -9.92 kcal/mol eine dem Pyridazinon 1-22 nahezu

identische Bindungsaffinitat auf.

4 \J

J7 l 0\ - "k Lu \ \

Abb. 38: Bindungspose (links) und 2D-Interaktion§diagramm von 1-82 (éOS = blau,- Ras = grau).

Dabei besetzt das Biphenyl 1-82 analog zu dem Pyridazinon 1-22 eine Bindetasche, die
von der SOS-Rem-Doméane (GIn683-Asn691 und Val721-Val730) und dem Sl/II-Bereich
von K-Ras (S| =Tyr32-Glu37; Sll = Asp57-Met67) aufgespannt wird. Statt Uber die
Wasserstoffbricke des Met726 zu dem Carbonylkohlenstoff des DiazingerUsts
wechselwirkt das Scaffold Uber tr-1r-Interaktionen mit dem Trp729 (Abb. 38 blau
gestrichelte Linie). Der ICso(NA®'?P)-Wert von von 9.23 um in Kombination mit dem
Docking Score von -9.92 kcal/mol gibt fur das Biphenyl 1-82 einen Hinweis auf den
gleichen Wirkmechanismus des Pyridazinons 1-22. Allerdings sind zusatzliche
Untersuchungen, wie bspw. PPI-HTRF-Assays, erforderlich, um diese

Bindungshypothese weiter zu validieren.

In der Publikation zu dem Rabbitts-Liganden 1-17 berichten CRUZ-MIGONI et al. von einer

vollstandigen Inhibition der pERK-Downstream-Kaskade bei einer Konzentration von
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20 um fir die DLD-1 Zelllinien mit einer KRas®'3P-Mutation.l'% Fiir die G12D-Variante

wurden von den Autoren keine experimentellen Daten erhoben.

In den von LDC durchgefuhrten pERK-Downstream-Assays zeigt keine der in Tab. 11
aufgefuhrten Substanzen eine Aktivitat bei der G12D-Variante. In den pERK-Messungen
der G12V-Variante ist die Verbindung 1-82 ebenfalls inaktiv. Positiv zu vermerken ist, dass
die restlichen Verbindungen 1-84, 1-88, 1-90 und 1-93 in der pERK-Downstreamassays der
H441-Zelllinie (G12V-Mutation) IC50-Werte zwischen 13.0 yM und 19.1 uM aufweisen.

Tab. 11: Biologische Daten der pERK-Downstream-Kaskade der AGSo und H441-Zelllinien und die
QPPCaco-Werte berechnet mit der Schrédinger-Software.

PERK AGSo ICso [iM] PERK H441 ICso [uM]
Ch-3 (1-17) 155 + 50.6 21.7 £ 3.53

|-82 >300 >300

-84 197* 16.5*

1-88 291* 14.1*

1-90 >300 13.0*

1-93 149* 19.1*

pERK: ERK-Phosphorylierungsassay; *Einfachbestimmung

Eine Selektivitat fur die Valin-Mutation ist von besonderem Interesse, da es nur wenige
spezifische Liganden fiir dieses Onkogen gibt.['”8179] Die unpolare Isopropyl-Seitenkette
ist nur schwierig selektiv zu adressieren, da es keine funktionellen Gruppen gibt, die
spezifische Interaktionen ausbilden. Somit stellen die Substanzen, bei denen das tertiare
Amin durch einen Tetrazolring substituiert ist, eine besonders interessante
Substanzklasse fur die Entwicklung selektiver G12V-Inhibitoren dar. Darlber hinaus zeigt
die Berechnung der oralen Verflgbarkeit Uber SwissADME, dass funf der sechs

Parameter im optimalen Bereich liegen (Abb. 39).
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Abb. 39: Bioverfuigbarkeitshexagramm von SwissADME fir die Verbindung 1-87.

Analog zu den Pyridazinonen konnte die in den zellularen Assays beobachtete Aktivitat
aus der Inhibition der PDE resultieren. Daher wurden fur die im pERK-Assay aktiven
Rabbitts-Hybride 1-84, 1-88, 1-90 und 193 ebenfalls Docking-Studien auf die
Kristallstruktur 8W4R der PDE4 durchgefuhrt (Tab. 12).

Tab. 12: Docking Ergebnisse der im pERK-Assay der Zellinie H441 aktiven Verbindungen

DS 8W4R

[kcal/mol]
I-78 -8.23
1-84 -8.30
1-88 -7.27
1-90 -8.41
1-93 -7.30

Genau wie die Pyridazinone zeigen auch die Rabbitts-Hybride Docking Scores im
Bereich von -8 kcal/mol. Die Bindungspose der Verbindung 1-90 ist in Abb. 40 abgebildet.
Im Gegensatz zu den untersuchten Pyridazinonen komplexiert das Tetrazolid die beiden
Co-Faktoren (magenta gestrichelte Linie). Dies war fur alle gedockten Verbindungen aus
Tab. 12 zu beobachten. Der mittlere Phenylring interagiert Uber - TT-Wechselwirkungen
mit den Aminosauren Phe340 und Phe372 (blau gestrichelte Linie). Die Verbindung 1-90
adressiert damit dieselben Aminosauren innerhalb des katalytischen Zentrums der PDE4
wie der kristallisierte Inhibitor 1-78.Somit weisen auch die Docking-Ergebnisse der
Rabbitts-Hybride an der Kristallstruktur 8W4R darauf hin, dass die beobachtete Aktivitat
in den zellularen pERK-Assays durch die Adressierung der katalytischen PDE-

Bindetasche hervorgerufen werden konnte.
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Abb. 40: Bindungpose der Verbindung 1-88 (gr'u, Zn? = cyan, Mg?* = magenta, T1- T-Wechselwirkungen = blau
gestrichelt; PDB = 8W4R).
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3.2.3.2 Biphenylbibliothek
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Abb. 41: Ubersicht der 33 Substanzen der Biphenylbibliothek (lila = KKS-Verb., griin = LDC-Verb.).

Die eigens synthetisierten Verbindungen (lila Kasten) bilden zwei Drittel und die LDC-
Verbindungen (gruner Kasten) ein Drittel der Biphenylbibliothek (Abb. 41).
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Tab. 13: ICso-Werte der Biphenylbibliothek im NA- und pERK-Assay.

NAG12D|C5 [uMm]

NA"t|Csg [uMm]

PERK H441 ICso [uM]

1-96
1-97
1-98
1-99
1-100
1-101
1-102
1-107
1-108
1-109
1-103
1-104
1-105
1-106
1-113
1-114
1-110
1-111
1-112
1-120
1-115
1-116
1-93
1-134
1-135
1-136
1-137
1-138
1-139
1-140
1-141
1-142

3.35"
13.9*
10.3*
13.5*
6.23*
6.47 +1.53
12.5 + 6.86
12.1*
7.90+1.19
5.10+2.19
18.3*
18.3*
8.05+0.99
6.40 + 3.27
42.8*
21.8*
22.8*
17.0*
8.08 + 1.28
344 +1.14
37.0%
>300
4.44 + 2.56
>300
>300
10.2*
27.7*
6.71*
8.45*
6.58"
7.19*
6.07*

1.93*
6.48*
247
2.90*
2.71*
3.34*
2.49*
2.27*
3.72%
3.17*
5.12*
3.74*
3.25*
3.01*
5.73*
7.26*
3.43*
5.12*
4.46*
1.34*
5.05*
>300
6.01*
>300
>300
4.15*
15.1*
2.91*
3.29*
2.96*
4.09*
3.69*

18.2*
n. d.
25.3*
>30
20.0*
16.0*
18.5*
n. d.
15.0*
>30
8.21*
n. d.
15.0*
27 .4*
13.1*
22.1*
n. d.
>30
17.0*
>30
23.6*
>30
19.1*
n. d.

n.

d
d
d
d.
d.
d
n.d
d

n.

NA: Nukleotidaustauschassay; pER: ERK-Phosphorylierungsassay; *Einfachbestimmung
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Die Ergebnisse des Nukleotidaustauschassays (Tab. 13) erflllten die Erwartungen nicht.
Alle Derivate mit Ausnahme der Ausgangsstruktur 1-93 besitzen beim NA* eine bis zu
dreifach hohere Inhibitionsfahigkeit als bei der onkogenen G12D-Variante. Der
Wirkbereich erstreckt sich im NA* von 1.93 uM bis 15.1 uMm und im NAC'2P von 3.35 um

bis 42.8 uM jeweils Uber ungefahr eine GréRenordnung.

Lediglich drei Derivate (1-116, 1-134, 1-135) sind in den Austauschassays beider K-Ras-
Varianten inaktiv. Diese besitzen mit einem tertidren Amin und zwei methylierten
Piperazinen in para- bzw. meta-Stellung jeweils eine basische Gruppe an dem Biphenyl-
Rest. Das unsubstituierte Biphenyl 1-96 ist mit einem ICso-Wert im NAG'2P von 3.35 um
die aktivste Verbindung der gesamten Bibliothek (Tab. 13).

Die Ableitung einer detaillierten SAR war auf Basis der vorliegenden Daten aus mehreren
Grunden nicht méglich. Zum einen waren die Unterschiede zwischen den ICso-Werten
insgesamt zu gering, zum anderen lagen bei 20 von 32 lediglich Einzelbestimmungen
vor. DarUber hinaus weisen die die verbleibenden Messwerte teilweise hohe
Standardabweichungen auf. Beispielsweise zeigen die fluorsubstituierten Verbindungen
1-100, 1-101 und 1-102 in dem GDP/GTP-Austrauschassay der G12D-Variante |Cso-Wert
von 6.23 uy™m, 6.47+1.53 yM und 12.5+6.86 uM, sodass unter Beachtung der
Standardabweichung kein Substitutionsmuster heraussticht. Ein vergleichbarer
Sachverhalt ist bei den ICso-Werten den Chloriden 1-99, 1-141 und 1-142 und den
Methoxyverbindungen 1-103 bis 1-106 zu beobachten.

Trotz der ernlichternden biologischen Daten wurde wie geplant Uber ein QSAR-Modell
die Inhibition des Nukleotidaustauschs einer weiteren Bibliothek von 645 weiteren
Biphenylderivaten vorhergesagt. Das Modell wurde von B. NAVA HOER im Rahmen seiner
Dissertation aufgestellt und wird in Projekt B (Kapitel 7.1.3) detailliert diskutiert.['8% Mit
einigen MRTX-Derivaten enthalt das Modell Inhibitoren, die K-Ras in nanomolaren
Konzentrationen inhibieren, und umfasst eine Aktivitatsspanne im NA®'20 von mehreren
Grélenordnungen (1 M bis 1 nMm). Zusatzlich ist die Biphenylbibliothek der Tab. 13
enthalten, sodass Anlass zur Annahme bestand, potenziell aktivere Liganden als die oben
aufgeflhrten zu finden. Fur die Anfertigung der in silico-Bibliothek wurde die Datenbank
der verfugbaren Arylboronsauren von Enamine heruntergeladen und tUber die Software
KNIME an das Phenylbromid-Scaffold gekoppelt. Die funf aktivsten Substituenten der
vorhergesagten Bibliothek sind in Abb. 42 aufgefuhrt.
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Abb. 42: Schematische Synthese zum Aufbau der Bibliothek Gber KNIME und Ergebnisse der QSAR-
Vorhersage.
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Die aktivste Verbindung 1-143 besitzt eine theoretische Inhibition von 6.35 pm, wahrend
die inaktivste Verbindung mit 30.1 um einen ungefahr um den Faktor flinf schwacheren
ICs0-Wert aufweist. Dazu sind die vorhergesagten Verbindungen 1-143 bis 1-147 unter
Beachtung der Lipinski ROS nicht als Wirkstoffe geeignet. Die Polyphenylreste und die
daraus resultierende hohe Lipophilie der Verbindungen 1-143 bis 1-147 bringen
nachweildlich negative ADME-Eigenschaften mit sich. So zeigen grof3e unpolare
Molekule durch die schlechte WasserlGslichkeit eine geringe Bioverfligbarkeit, eine
unspezifische Bindung, die mit eingeschrankter Reproduzierbarkeit in ADME-Assays
verbunden ist, sowie eine geringe metabolische Stabilitat. Daher spricht der
seifenahnliche, stark unpolare Molekulaufbau der Verbindungen 1-143 bis 1-147 deutlich
gegen deren Einsatz als Wirkstoffkandidaten.

3.3 Pyrazolpyridine und Isoxazolpyridine

In einem HT-NA-Screening wurde von der Firma LDC unter anderem das Pyrazolpyridin
I-148 mit einer (zum damaligen Stand der Forschung) guten Aktivitat von
ICs0(NAC'2P) = 36.2 pMm identifiziert (Abb. 43). Aufgrund von strukturellen Ahnlichkeiten zu
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den bekannten SOS-Inhibitoren Bay-293 (1-149)!'8" und Isoxyzolpyridin 1-150['8?] sollte
das Pyrazol[3,4-b]pyridin-Scaffold synthetisiert und mit variablen Substituenten

funktionalisiert werden.
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Abb. 43: Chemische Strukturen ausgewahlter SOS-Inhibitoren und des LDC Hits 1-150.

3.3.1 Synthesen

Die Synthese der Pyrazolpyridine erfolgte in einer konvergenten Syntheseroute nach
XING et al. Uiber insgesamt sechs Stufen (Schema 20).l'8] Im ersten Schritt wurde aus
Aceton und 2-Cyanoethylhydrazin (I-150) das entsprechende Hydrazon 1-151 gebildet,
das im zweiten Schritt mit Natrium zum Aminopyrazol 1-152 zyklisiert wurde. Substituierte
Pyrazole konnen uber unterschiedlichste Nitril-Prakursoren gewonnen werden. Die
Reduktion des Hydrazons 1-152 Uber Natrium bietet dabei den Vorteil, dass eine freie

Aminogruppe entsteht und keine weitere Entschutzung oder Eliminierung notwendig
ist.184]

Zeitgleich wurde aus dem Keton 1-154 und Diethyloxalat Uber eine Claisen-Kondensation
der Diketocarbonsaureester 1-155 quantitativ gewonnen. Bei dieser
Gleichgewichtsreaktion fallt das Produkt in trockenem Toluol aus, sodass das
Gleichgewicht der Reaktion auf die Seite des Produktes verschoben wird. Durch eine
Zyklisierung in Essigsdure wurde der Ester 1155 mit dem Amin 11563 zu dem
Pyrazolpyridin 1-156 mit einer sehr guten Ausbeute von 95% umgesetzt. Eine Verseifung
ergab die freie Carbonsaure 1-157 in einer Ausbeute von 87%. Uber das entsprechende
Saurechlorid von 1-157 wurden die Amide 1-148, 1-158 und 1-159 mit Ausbeuten von 9%,
39% sowie 83% synthetisiert. Der Ester 1-160 wurde Uber eine Steglich-Veresterung mit

einer Ausbeute von 69% gewonnen.
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Schema 20: Syntheseroute zu vier Pyrazolpyridinen. a) Aceton, RT, 17 h; b) Na, n-BuOH, Reflux, 16 h,
70% uber zwei Schritte; c) tert-BuOK, Diethyloxalat, Tol, RT, 17 h, quant.; d) AcOH, Reflux, 4 h, 95%;
e) KOH, DMF, RT, 4 h, 87%; f) 1. CIOCCOCI, DMF, DCM, RT, 4 h; 2. Tol, Reflux, 17 h, 1-148 9%, 1-158 39%,
1-159 83%; g) I-36, DMAP, DIC, DCM, RT, 17 h, 69%.

Zur Untersuchung der Bedeutung des Substitutionsmusters wurden sowohl das Isoxazol-
Scaffold als auch das Pyrazolpyridin-Scaffold mit dem Alkinylphenyltetrazol 1-36 in meta-
Stellung zum Pyridinstickstoff gekoppelt (Schema 21). Damit die physiologisch stabilere
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Amidfunktion des von der Firma Bdhringer Ingelheim identifizierten Sulfonamins 1-150
erhalten bleibt, wurde der Alkohol 1-36 in das Amin 1-162 Uberflhrt. Hierzu wurde das
entsprechende Tosylat mit Kaliumphthalimid und [18]Krone-6 als Katalysator in das
Phthalimid 1-161 in einer Ausbeute von 61% umgewandelt. Anschlie®end wurde durch
eine Hydrazinolyse das primare Amin 1-162 in einer moderaten Ausbeute von 59%
erhalten. Die Aufreinigung des Produkts 1-162 gestaltete sich aufgrund der

Wasserloslichkeit und des Phthalhydrazid-Nebenprodukts aufwendig.
N
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Schema 21: Einfihrung der Aminogruppe. a) TsCl, DMAP, DCM, RT, 2 h; b) KPhthalimid, [18]Krone-6,
DMF, RT, 17 h, 61% Uber zwei Schritte; c) H2NNH2'H20, EtOH, Reflux, 3 h, 59%.

Im ersten Schritt wurde mittels einer Vilsmeyer-Haack-Reaktion N,N-Dimethyluracil
(1-163) zum Aldehyd 1164 mit 69% Ausbeute umgesetzt (Schema 22).1'83l Uber die
Zwischenstufe eines Pyrimidoylharnstoffs synthetisierten MITYUK et al. neben Pyrazol-
pyrimidinen und Isoxazolpyridinen zusatzlich Pyridinpyrimidione, Thiazolpyridine,
Thiophenpyridine und Difuropyridine.['8! Fiir die Synthese des Isoxazol-Scaffolds wurde
das primare Amin 1166 aus 4-Methyl-3-oxopentannitril (I-165) und Hydroxylamin mit
einer Ausbeute von 71% gewonnen. Die primaren Amine 1-153 sowie 1-166 zusammen
mit dem Aldehyd 1-164 lieferten die freien Carbonsauren 1-167 mit einer Ausbeute von
77% und 1-169 mit einer Ausbeute von 69%, jeweils Uber zwei Schritte. Im letzten Schritt
wurde das Amid aus der Kupplung der entsprechenden Sauren mit dem Amin 1-166
erhalten Die Zielprodukte 1-168 und 1-170 wurden dabei mit 53% bzw. 42% Ausbeute
isoliert.
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Schema 22: Syntheseroute zu den Heterozyklen 1-168 und 1-170. a) POCIs, H20, DMF, 90 °C, 1 h, 69%
b) NaOH, NH20H"HCI, EtOH/H20 (1:1), 80 °C, 15 min, 71%; c) AcOH, Reflux, 2 h; d) HCI, AcOH, Reflux,
4 h, 77% uber zwei Schritte; e) 1157, AcOH, Reflux, 2 h; f) HCI, AcOH, Reflux, 4 h, 69%; g) 1-36, HATU,
DIPEA, DMF, RT, 17 h, 1-168 53%, 1-170 42%.

3.3.2 Biologische Daten

Das Tetrazol 1-148 zeigt im NA ICso-Werte von 36.2 um fir die G12D-Variante und
42.8 + 30.6 um fur den Wildtyp. Zu Beginn der Promotion wurde dies noch als
aussichtsreiche Aktivitat bewertet, erwies sich dies im weiteren Verlauf der Arbeiten
jedoch im Vergleich zu neueren Referenzsubstanzen als schwach. Das Sulfonamin 1-159
und das Phenylmethylketon 1-160 sind jeweils inaktiv. Das Alkinylphenyltetrazol 1-160
weist dagegen mit 2.75 yMm eine gute Aktivitat im Nukleotidaustauschassay auf. Nach
Einflhrung des Alkinyl-Linkers ist die Inhibition des GDP/GTP-Austauschs der
K-Ras®'?P-Variante etwa um den Faktor 18 verbessert. Damit ist die Verbindung 1-160
zwar um das Funffache potenter als die Referenz 1-150 mit 13.6 um., allerdings um den
Faktor 10 schlechter als die beiden Verbindungen 1-149. Eine Selektivitat zum Wildtyp
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wurde nicht beobachtet. Die Aktivitat ist dabei signifikant von dem Substitutionsmuster
abhangig. Sowohl das meta-substituierte Isoxazolpyridin- 1-168 als auch das meta-
substituierte Pyrazolpyridin 1-170 weisen keine biologische Aktivitat im GDP/GTP-

Austauschassay auf.

Tab. 14: ICso-Werte des GDP/GTP-Austauschassays

NAG12D NAwt NAG2V
ICs0 [UM] ICs0 [uM] ICs0 [uM]
'3(7_3&2;3 0.241 £ 0.219 0.339* <0.300
1-150 36.2* 42.8 + 30.6 51.2+29.0
1-148 13.6* 14.9* 34.6*
1-158 n. d. >300 n. d.
1-159 >300 >300 n. d.
1-160 2.75* 2.03* 6.75 + 0.510
1-168 >300 n. d. n. d.
1-170 >300 n. d. n. d.

NA: Nukleotidaustauschassay; *Einfachbestimmung

Die Verbindung 1-148 zeigt im PPI-HTRF-, Nano-BRET- und pERK-Assay keine Aktivitat.
Die gute Aktivitat aus dem Nukleotidaustauschassay der Verbindung 1-160 geht im
zellularen pERK-Downstreamassay der G12D-Variante verloren. Fur die onkogene
G12V-Variante zeigt das Tetrazol 1-160 eine geringe Aktivitat von 18.0 um auf (Tab. 15).
Aufgrund der deutlich geringeren Aktivitat im Vergleich zu den Referenzsubstanzen und
der fehlenden Daten im Nano-BRET- und PPI-Assay konnte fur die Substanz 1-160 kein

belastbarer Ruckschluss auf einen moglichen Bindungsmodus gezogen werden.

Tab. 15: Biologische Ergebnisse des NanoBRET-, PPI-, und pERK-Assays

NanoB T PPLHTRFICx PERKAGSo  pERK H441
(G12D) [M] ICs0 [M] ICs0 [uM]
ICs0 [pM]
Bay-293 i "
(1-151) >100 <1.15 2.03 7.69
1-150 >100 >30 >30 >30
I-164 n. d. n. d. >30 18.0*

PPI-HTRF: K-Ras*/SOS-PPI-HTRF-Assay; pERK: ERK-Phosphorylierungsassay; *Einfachbestimmung
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3.4 MRTX-0902-Hybrid und Scaffold-Variation

2022 publizierte die Firma Mirati Therapeutics die Verbindung MRTX-0902 (1-195), die
analog zu den Pyridazinonen aus Kapitel 3.1 ein bizyklisches Diazin-Scaffold besitzt.['87]
Als SOS-Ligand besitzt die Substanz 1-174 eine Bindungsaffinitat von K(SOS) = 0.91 nm
im subnanomolaren Bereich und inhibiert die ERK-Phosphorylierung in MKN1-Zelllinien
mit einem 1Cso-Wert von 46 nM. Im Rahmen der SAR-Optimierungen untersuchten
KETCHAM et al. auch die Pyridazinone 1-172 und 1-173 (Abb. 44). Diese wiesen zwar
zweistellig nanomolare Bindungsaffinitaten zu dem SOS-Protein auf, die allerdings um
zwei Grollenordnungen schwacher waren als fur das methylierte Pyridinpyrazin 1-171 mit
subnanomolarer Affinitat (0.33 nm). Die Methylgruppe des Diazinrings unterbindet die

Oxidation zum Pyridazinon und erhoht die metabolische Stabilitat des Scaffolds.

HN N E
AN AN \N
= /N

1172 R = H
K{(S0OS)= 11 nM
IC50(MKN1) =114 nM
1173 R = Me
K{(SOS)= 32 nM
IC50(MKN1) = 881 nM
Abb. 44: SOS-Inhibitoren mit Pyridazin- und Pyridazinon-Scaffolds und die dazugehdrigen biologischen Daten.

1-171
K{(SOS) = 0.33 nM
IC50(MKN1) = 46 nM

Die Bildung des Rask@/SOS-Komplexes wird iber die Bindung des Liganden 1-174 an die
Cdc25-Domane von SOS verhindert. Mittels einer Kombination des MRTX-Scaffolds mit
der pharmakophoren Einheit der Verbindung 1-22 sollte untersucht werden, ob die
Substitution des Pyridazinon- gegen das Pyridazin-Scaffold auch bei dem Inhibitor 1-22
zu einer Steigerung der Bindungsaffinitat fihrt (Abb. 45a).
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Abb. 45: Design der Hybridstruktur 1-175.

3.4.1 Synthesen

Die ersten vier Stufen der Synthese erfolgten analog zu KETCHAM et al. (Schema 23).
Nach einer Methylierung, gefolgt von einer Stille-Kupplung, einer sauren
Enoletherspaltung mit anschlie3ender Zyklisierung des Esters 1-179, wurde das Diazin

1-180 mit einer Ausbeute von 62% Uber vier Stufen erhalten.[188]

Bei der Zyklisierungsreaktion waren nicht nur die eingesetzten Aquivalente des
Hydrazins, sondern auch die Reaktionszeit entscheidend. KETCHAM et al. fUhrten diese
Reaktion mit drei Aquivalenten Hydrazin bei einer Reaktionszeit von 30 min durch. Unter
diesen Bedingungen wurde neben der Bildung des Produkts auch die Substitution des
Chlorids gegen das Hydrazin beobachtet. Mit 1.5 Aq. Hydrazin und einer Reaktionszeit
von 20 min konnte jedoch die Bildung des Nebenprodukts verhindert und eine gute

Ausbeute von 76% erhalten werden.
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Schema 23: Synthese der Hybridverbindung 1-175. a) SOCl2, MeOH, Reflux, 4 h, 97%; b) Tributyl(1-
ethoxyvinyl)zinn, Pd(PPhs)2Clz, Dioxan, 80 °C, 17 h, c) konz. HCI, THF, RT, 17 h, 84% Uber zwei Schritte;
d) Ha2NNH2, EtOH, Reflux, 20 min, 76%; e) Morpholin, DIPEA, EtOH, Reflux, 20 min, 92%; f) POCIs, 110 °C,
3 h, 86%; g) 3(1-Aminoethyl)phenol, Pd(OAc)2, RuPhos, Cs2COs, Dioxan, Reflux, 17 h, 81%; h) BBrs, DCM,
RT, 17 h, 85%; e) 1-36 TsCl, DMAP, DCM, RT, 2 h; f) NaH, DMF, RT, 17 h, 52% Uber zwei Schritte.

Nach einer nukleophilen aromatischen Substitution des Chlorids gegen Morpholin wurde
das Pyridazin 1-182 anschlieBend durch eine Aromatisierung mit Phosphorylchlorid mit

einer guten Ausbeute von 79% Uber zwei Schritte gewonnen.

Far die Einflhrung des Substituenten am Diazin-Ring nutzten KETCHAM et al. eine
Substitutionsreaktion mit Caesiumfluorid in DMSO. Unter diesen Reaktionsbedingungen

wurde jedoch lediglich die Hydrolyse des Chlorids 1-182 und keine Umsetzung zum

95



3. Ergebnisse und Diskussion

gewulnschten Produkt beobachtet. Auch der Einsatz von Caesiumcarbonat oder
Caesiumhydroxid anderten diesen Umstand nicht. Daher wurde der Substituent tGber eine
Buchwald-Hartwig-Aminierung eingefuhrt. Diese verhindert nicht nur die Hydrolyse des
Chlorids, sondern lieferte zudem mit 81% eine deutlich hdhere Ausbeute als die von den
Autoren beschriebene Substitutionsreaktion mit 43%. Nach der Entschitzung der
Methoxygruppe erfolgte die Bildung des Zielprodukts 1-175 Uber die Veretherung des
Phenols 1-184 in 52% Ausbeute Uber zwei Schritte. Die Gesamtausbeute des Pyridazins
1-175 betrug 17% Uber zehn Schritte.

3.4.1 Biologische Daten

Die Verbindung 1-175 zeigt in dem Nukleotidaustauschassay der K-Ras®'?P-Mutante
einen schwachen ICso-Wert von 38.2 £ 5.01 uMm, der in etwa um den Faktor 10 hdher ist

als bei dem Pyridazinon 1-22 (Tab. 16).

Tab. 16: Biologische Daten des Nukleotidaustauschassays fiir den wt und die K-Ras®'?P-Variante

1-196 1-22 1-174
NAG12D
ICso [1M] 38.2 £ 5.01 3.53+1.71 n. d.
DS 7UKR 4.88°
(MRTX-0902) e nd. 6.91
-4.47
[kcal/mol]
DS 7KFZ -8.842
[kcal/mol] -8.53b -9.92 n.d.
MM/GBSA- 92,48
Bindungsenergie -87.0b -104 n d.

7KFZ [kcal/mol]
NA: Nukleotidaustauschassay; a: (R)-Enantiomer; b: (S)-Enantiomer

An der Kiristallstruktur 7UKR mit MRTX-0902 1-174 als kristallisierten Liganden besalien
das (R)- und das (S)-Enantiomer die Hybridsubstanz 1-175 nicht aussagekraftige Docking
Scores von -4.88 bzw. -4.47 kcal/mol. Dies ist ein deutlicher Hinweis auf eine sehr

schwache oder fehlende Bindung des Liganden an dieser Bindetasche.

In dem Docking-Lauf an dem Ras?'°/SOS-Interface besitzt das (R)-Enantiomer der
Hybridsubstanz 1-175 einen gunstigen Docking Score von -8.84 kcal/mol und eine
MM/GBSA-Bindungsenergie von -92.4 kcal/mol. Die in silico-Ergebnisse des
(S)-Enantiomers unterscheiden sich mit einem DS von -8.53 kcal/mol und einer
MM/GBSA-Bindungsenergie von -87.0 kcal/mol geringfligig. Die Docking-Pose offenbart,
dass zwischen dem Pyridazin-Scaffold und dem Protein werden 1r-11-Wechselwirkungen

zum Tyr64 des allosterischen Ras und dem Trp729 von SOS ausgebildet werden (Abb.
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46 oben). Die Komplexierung des Magnesiums Uber das Tetrazolid bleibt wie bei dem
Pyridazinon 1-22 und dem Rabbitts-Hybrid 1-82 erhalten.

'_1"

k .‘: pu # —
SOS-Interface (oben) und Superposition mit

Abb. 46: Bindungspose des Pyridazins 1-1 7 an dem Raszalo/
dem Pyridazinon 1-22 (unten)

Wahrend die Docking Scores beider Enantiomere des Pyridazins 1-175 im gleichen
Bereich wie der des Pyridazinons 1-22 (-9.92 kcal/mol) liegen, weisen die MM/GBSA-
Bindungsenergien eindeutige Unterschiede auf. FlUr das (R)-Enantiomer ergibt sich eine
Differenz von -12 kcal/mol und fur das (S)-Enantiomer eine Differenz von -17 kcal/mol im
Vergleich zu dem Pyridazinon 1-22. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den
beobachteten Unterschieden in den biologischen Messungen des
Nukleotidaustauschassays der K-Ras®'?P-Mutante. Dies konnte darauf hindeuten, dass
das Pyridazin 1-175 ein schwacherer Ligand fir das Ras?'°/SOS-Interface ist als das

Pyridazinon 1-22.
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4. Zusammenfassung und Ausblick

Im ersten Projekt dieser Dissertation wurde ausgehend von dem LDC-Hit I-22 eine Reihe
von 12 Pyridazinonen fur die SAR-Untersuchung dieser Substanzklasse synthetisiert. Die
jeweiligen Derivate wurden Uber sechs Stufen jeweils mit 10-12% Gesamtausbeute
synthetisiert. Die Analyse des GDP/GTP-Austauschassays der synthetisierten und den
neun von LDC zur Verfliigung gestellten Pyridazinonen ergab, dass die Substitution des
aziden Protons unmittelbar zur Unwirksamkeit fuhrt. Dagegen sind der Cycloheptylrest
und die Linkereinheit unter bestimmten Voraussetzungen variabel. Das im HTS ausfindig
gemachte Pyridazinon 1-22 zeichnete sich mit einem ICso-Wert im NAG'™2P von
3.53 £ 1.71um als die aktivste Verbindung innerhalb dieser Substanzklasse aus. Die
Strukturmodifikationen ~ fuhrten  zu keiner  verbesserten Inhibition  des

Nukleotidaustauschs.

Ao
Q/ZID

Abb. 47: Schematische Darstellung der derivatisierten Bereiche und der Einfluss auf die ICso-Werte des
Nukleotidaustauschassays (rot = essenziell, orange = teilweise variierbar, griin = variabel).

Uber den Vergleich mit den experimentellen Daten der Referenzverbindungen
MRTX1133 (Sll-Ligand), Bay-293 (SOS-Inhibitor), Ch-3 (Ras®™-Inhibitor) und BI-2852
(Sl/lI-Ligand) war es nicht moglich, einen eindeutigen Wirkmechanismus auszumachen.
Auch die Docking Studien an den etablierten K-Ras Kristallstrukturen 6GQY, 7RPZ und
6ZL5 ergaben keine aussagekraftigen Resultate. Erst das Ligand Docking mit
anschlieBender Molekuldynamiksimulation der Verbindung 1-22 an der Kristallstruktur
7KFZ gab einen Hinweis auf den Wirkmechanismus. Anscheinend adressieren die
Pyridazinone dieselbe Bindetasche am Ras?'°©/SOS-Interface, die von BENARY et al. fir
eine Reihe von Phthalsaurederivaten der Triterpene postuliert wurde. Innerhalb dieses
Bindungsmodus komplexiert das Tetrazolid das Magnesium des allosterischen Ras-
Proteins. Der gute ICso-Wert von 3.53 um innerhalb des NACG'?P-Assays des Tetrazols 1-22
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wurde durch einen glnstigen Docking Score von -9.91 kcal/mol und eine MM/GBSA-
Bindungsenergie von -104.1 kcal/mol wiedergegeben. Die adressierten Aminosauren
spielen eine essenzielle Rolle bei der Autoinhibition des SOS-Proteins, sodass der
Ras/SOS-Komplex in einem inaktiven Zustand gehalten wird. Im Gegensatz zu den

Triterpenen weisen die Pyridazinone deutlich verbesserte ADME-Parameter auf.

Im weiteren Verlauf der Arbeiten wurde aus dem Pyridazinon 1-22 und dem Rabbitts-
Liganden Ch-3 (I-17) eine Serie von Hybridsubstanzen designt, die in in silico-Analysen
an der 6GQY Kiristallstruktur vielversprechende Ergebnisse lieferten. Die 12 hergestellten
Hybridstrukturen zeigten im Gegensatz zum Rabbitts-Liganden eine betrachtliche
Inhibition des Nukleotidaustauschs von bis zu 2.53 um. Docking- und MM/GBSA-Studien
gaben einen Hinweis auf unterschiedliche Wirkmechanismen innerhalb dieser
Substanzklasse. So legten die Ergebnisse der Verbindungen 1-84, 1-88 und 1-90 eine
mdgliche Bindung an die SllI-Bindetasche nahe, wahrend die Substanz 1-82 mit der
Linkereinheit anscheinend den gleichen Wirkmechanismus der Pyridazinone annimmt.
Das Tetrazol 1-82 und das Pyridazinon 1-22 zeigten einen identischen DS
von -9.92 kcal/mol, der im Einklang mit den ICso-Werten des NACG'2P beider Verbindungen
steht.

HN—N
\N/
H
N\
. 4 /@/\W )
i S
HN . ©
3
O
H,C™

e

O/CH3
O/CHs
1-82 1-90
Ras?'°/SOS-Ligand SlI-Ligand

Abb. 48: Strukturformeln der zwei synthetisierten Rabbitts-Hybride.

In den Messungen der pERK-Phosphorylierungsassays wiesen vier der
Hybridsubstanzen eine Selektivitdt fur die G12V-mutierte H441-Zellinie auf. Da es
aufgrund der unpolaren Isopropylseitenkette bislang nur wenige valinselektive Inhibitoren
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gibt, bieten diese Ergebnisse einen geeigneten Startpunkt fir die gezielte K-Ras®'?V-

Adressierung.

Aus einer Bibliothek von 32 Biphenylen zeigte keine der Verbindungen eine potentere
Inhibition des GDP/GTP-Austauschs als die Ausgangssubstanz 1-93. Auch die
Vorhersage der ICso-Werte des GDP/GTP-Austauschassays einer virtuellen Bibliothek
von 645 Substanzen mittels eines QSAR-Modells lieferte keinen potenziellen Inhibitor mit

einem niedrigeren vorhergesagten |Cso-Wert als die Ausgangssubstanz 1-93.

Innerhalb des von LDC durchgefuhrten NA-HT-Screenings wurde mit der Verbindung
1-148 ein weiteres Tetrazol identifiziert. Nach Einfuhrung des Alkinylphenyltetrazols an
das Scaffold wies die Verbindung I-160 mit einem ICso = 2.75 puMm eine gute Inhibition des
GDP/GTP-Austauschs der G12D-Variante auf. Allerdings zeigte die Substanz 1-164 in
den pER-Downstreamassays der G12D-Variante keine Aktivitat und der G12V-Variante

nur einen schwachen ICso-Wert von 18.0 um.

N
HNT'Y HN—N
. / \

N . /
N

\

3

2 2

N N
\ \
N N
H3C/< H3C/<
CHj CH,
1-148 1-160
IC50(NAC12P) = 36.2 uM IC5o(NAC2D) = 2.75 um

Abb. 49: Strukturen der synthetisierten Inhibitoren und die ICso-Werte des Nukleotidaustauschs.

Im letzten Ansatz wurde aus dem MRTX-0902-Scaffold (I-174) und dem Pyridazinon 1-22
die Hybridsubstanz 1-175 entwickelt. Dieses wurde mit einer Ausbeute von 17% Uber
zehn Stufen synthetisiert. Im Gegensatz zu dem Pyridazinon 1-22 zeigt das Pyridazin
1-175 lediglich eine schwache Inhibition des Nukleotidaustauschs von 1Cs0 = 38.2 pm.
Eine mdgliche Erklarung lieferte die durchgefiihrten MM/GBSA-Bindungsenergie-Studie,
in der die beiden Enantiomere des Pyridazin 1-175 mit -92.4 kcal/mol bzw. -87.0 kcal/mol
erheblich schlechtere Bindungsenergien im Vergleich zum Pyridazinon [-22

von -104 kcal/mol aufweisen.
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Projekt B: Design und Synthese von trisubstituierten Kohlenhydraten
fur die Sli-Bindestelle

5. Theoretischer Hintergrund

Im Zusammenhang mit K-Ras wurden Kohlenhydrate gezielt in pharmakologischen
Strategien eingesetzt. Bereits 1997 berichteten TAVERNAS et al. Uber ein Hydroxylamin,
das Uber ein Sulfonamid an Glucose gebunden ist.['®9 Der Inhibitor SCH-54292 (lI-1),
benannt nach dem Forschungsinstitut Schering-Plough, besitzt eine biologische Aktivitat
von 1Cs0 =0.7 yMm in dem Nukleotidaustausch der onkogenen G12V-Variante. Die
Glucoseeinheit sorgte fur einer erheblich bessere Wasserloslichkeit im Vergleich zu
ahnlichen Inhibitoren ohne Zuckerkomponente. In massenspektrometrischen Analysen
wurde die Bildung eines nicht kovalenten-ternaren-Komplexes beobachtet.['% [n NMR-
Analysen wurde der Bindungsort innerhalb der SlI-Region identifiziert, die daraufhin ihren
Namen erhielt.['®"l Zudem zeigten weitere NMR-Untersuchungen mit Glucosaminen,
dass die Kohlenhydrate zwar nicht direkt an der Ras-Bindung beteiligt sind, den
Pharmakophoren jedoch eine bestimmte rdumliche Orientierung und konformationelle
Beweglichkeit ermoglichen. Dies fuhrte zu einer deutlich erhdhten Affinitat der

glykosylierten Liganden gegeniiber Ras.['%2

HO

“NH

11-2
Abb. 50: Strukturformeln der K-Rasinihibitoren ll-1 und II-2.
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Aufbauend auf diesen Ergebnissen entwickelten PERI et al. Uber das Molecular Modeling
via Glide Docking weitere Rasinhibitoren (11-2), die sich lediglich in den Stereozentren der
anomeren Zentren unterschieden.['®3 Statt des Glucoseliganden wurde ein bizyklisches
Arabinose-Scaffold verwendet, das uUber Amide sowie Sulfonamide mit einem
Phenylhydroxylamin an der C1-Position erweitert wurde. Die biologischen Aktivitaten der
Arabinosedrivate im Bereich der Ausgangsverbindung (35.5 £ 0.7<IC50<76.0 + 1.4um)
wurden Uber Docking Studien begrindet. Die Gesamtanalyse der Struktur-Wirkungs-
Beziehungen weist auf zwei charakteristische Pharmakophore der zuckerbasierten
Liganden hin: ein zweiwertiges Phenol oder Phenylhydroxylamin sowie einen

Benzylether.[1%4]

6. Motivation und Zielsetzung

In dem Zeitraum von 2015 bis 2020 wurden von der FDA tber 200 Small Molecules als
Arzneistoffe zugelassen, von denen lediglich neun eine Zuckereinheit enthielten.['9]
Kohlenhydrate sind damit in der Arzneimittelforschung trotz ihrer weiten Verbreitung in
der Natur und ihrer hohen biologischen Relevanz deutlich unterreprasentiert. Dabei
bieten ihre definierte stereochemische Struktur, die Moglichkeit zur orthogonalen
Funktionalisierung und die naturlich vorkommende Isomerenvielfalt die ideale Grundlage
fur den Einsatz als Scaffold. Bereits die Verwendung von zwei Substituenten und einem
variablen Substitutionsmuster fuhrt zu 80 verschiedenen Strukturen. Mit einem dritten
Substituenten steigt die Anzahl auf 480 mogliche Verbindungen an, sodass einzigartige
Einblicke in die SAR mdglich sind.[1%]

Neueste Studien belegen inzwischen Resistenzbildungen gegen MRTX1133 bei
Pankreaskrebs,[''41151 sodass die Suche nach weiteren Prazisionsmedikamenten fiir die
onkogenen K-Ras-Varianten unumganglich ist. Im Projekt B liegt der Fokus auf der
Untersuchung und Erweiterung des chemischen Raums von K-Ras-Inhibitoren mittels
einem Ligand-basierten Designansatz. Daflir sollen die Substituenten des MRTX-
Liganden 119 mit einem Hexosescaffold kombiniert werden. Auf Basis dieser
Hybridstruktur sollen die Substituenten systematisch variiert und so eine individuelle
virtuelle Substanzbibliothek generiert werden (Abb. 51).

Anschlief3end soll der chemische Raum dieser in silico-Bibliothek durch die Analyse
ausgewahlter ADME-Parameter charakterisiert und im Vergleich mit kommerziellen

Substanzdatenbanken eingeordnet werden. Durch die Kombination einer machine
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learning-basierten Aktivitatsvorhersage mit Docking-Studien sollen die vielversprechendsten

Inhibitoren der Bibliothek identifiziert und schlief3lich synthetisiert werden.

OV
OO

Aufbau einer
virtuellen Bibliothek

N/ T
o |

in silico-Analyse
+ IC59-Vorhersage

Abb. 51: Schematischer Ablaufplan fiir das Projekt B.
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7. Ergebnisse und Diskussion

Nach der Entdeckung von MRTX1133 (I-19) sind viele K-Ras®'?P-Inhibitoren mit ahnlicher
Struktur veroffentlicht und patentiert worden. In Abb. 52 sind die Inhibitoren der Firmen
AstraZeneca AZD0022 (II-3),1'97:198 Jjangsu Hengrui Pharmaceutucals HRS-4642
(11-4),[199.2001 Agtellas ASP3082 (I1-5)201:202] ynd Bayer 11-6(2%%1 dargestellt, die sich

momentan in unterschiedlichen klinischen Phasen befinden.

Alle Verbindungen sind aus chemisch ahnlichen Strukturkomponenten aufgebaut. So
besitzen alle vier Inhibitoren einen verbrickten Piperazinring (rot) und einen bizyklischen
Substituenten (blau), der bei drei der vier Verbindungen aus einem Naphthalengerust mit
Fluor- sowie Hydroxylsubstituenten besteht. Der dritte Substituent wird ebenfalls bei drei
von vier Substanzen von einem Fluorpyrrolizidin (magenta) reprasentiert. Lediglich die
Bayerverbindung 11-6 besitzt mit dem Thiazolpyrimidinscaffold einen 6,5-Ring, der mit
denselben Substituenten versehen ist wie MRTX1133 (I-19). Damit die rdumliche
Ausrichtung des 6,6-Bizyklus erhalten bleibt, ist dieser Uber eine Ethereinheit an den

Thiazolring gebunden.
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HRS-4642 (11-4)

CHs ; S
N
ASP3082 (II-5) @
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Abb. 52: Strukturen der K-Ras®'20-Inhibitoren AZD0022 (II-3), HRS-4642 (11-4), ASP3082 (II-5) und 11-6.

Der Austausch des Chinazolin-Scaffolds gegen eine Hexose flhrt ebenfalls zu einer
Hybridsubstanz mit einem neuen Scaffold, das die zweidimensionale Ausrichtung der
Substituenten beibehalt. Die Methylengruppe der C6-Position imitiert einen Teil des
Pyridinrings von MRTX1133 (I-19). Aufgrund der unsymmetrischen Natur der
Kohlenhydratringe, liefert die unterschiedliche Positionierung des Sauerstoffs die beiden
Regioisomere 11-7 und 11-8 (Abb. 53). Unter Berticksichtigung der Stereoinformationen —
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einschlieBlich der a- und B-Anomere sowie der D- und L-Konfiguration - ergeben sich je

32 mogliche Stereoisomere.

-8 s
OH F

Abb. 53: Substitution des MRTX-Scaffolds gegen eine Hexose.

Damit die strukturelle Ahnlichkeit chemischer Verbindungen quantifiziert werden kann,
werden in der Cheminformatik molekulare Deskriptoren eingesetzt. Dabei handelt es sich
um numerische Ausdrucke der strukturellen Eigenschaften von Verbindungen. Die
einzelnen Deskriptoren werden, abhangig davon welche unterschiedlichen
Eigenschaften sie beschreiben, in 0D, 1D, 2D, etc. eingeteilt (Tab. 17).

In der medizinischen Chemie dienen molekulare Deskriptoren vor allem als in silico-Filter
bei der Suche nach geeigneten Wirkstoffen. Die wohl bekannteste Zusammensetzung
von Deskriptoren wurde von LIPINSKI in Form der Rule of five (RO5) formuliert.['*3! Im
Gegensatz zu den RO5 stehen die Rule of four (RO4), die spezifisch fur die in Kapitel
1.4.1 diskutierten Herausforderungen bei der Inhibition von PPI definiert wurden.[204
Demnach bendtigen Inhibitoren eine molekulare Masse > 400 g/mol, einen LogP > 4, > 4
H-Brickenakzeptoren und >4 Ringsysteme. Deskriptoren, die ausschlieBlich
Informationen Uber die Atome einer Verbindung, wie bspw. bei dem Molekulargewicht
oder der Summenformel, jedoch keine Angaben Uber deren Verknlpfung enthalten,

werden als 0D-Deskriptoren bezeichnet (Tab. 17).
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Sind in den numerischen Reprasentationen Informationen der Substruktur eines Moleklils
enthalten, wie bspw. funktionelle Gruppen oder H-Brickendonoren und -akzeptoren, ist
von 1D-Deskriptoren die Rede. Die 2D-Deskriptoren beziehen die chemische Struktur der
Verbindungen ein. Wahrend 3D-Deskriptoren die raumliche Struktur, bspw. bei dem
Volumen oder der elektrostatischen Verteilung, mit einbeziehen, handelt es sich bei 4D-

Deskriptoren um raum- und zeitabhangige numerische Reprasentationen.

Tab. 17: Einteilung der Deskriptoren nach Dimension und die darin enthaltenen Informationen

Dimension enthaltene Information Beispiele
oD atomare Zusammensetzung, Molekulargewicht, Anzahl
Mess- und Zahlwerte bestimmter Atome, Anzahl

Bindungen, etc

H-Brickendonoren und -

1D Bindungs- und Fragmentarten akzeptoren, Art der
funktionellen Gruppen,

Ringsysteme

Strukturmerkmale: Art der Fingerprints,
Topologie, Struktur als Graph Wiener-Index
raumliche Struktur (dreidimensionale | elektrostatische Verteilung,
3D Aufbau), Anordnung der Atome, Sterik, Volumen, WHIM-
Konformationen Deskriptoren
Ensemble-Beschreibung: raum- raumliche
4D und zeitabhangige Variabilitat Distanzverteilung,
dynamischer Zustande; Volumenanderungen,
verschiedene Konformationen Flexibilitatsindizes

Einer der wichtigsten 2D-Deskriptoren ist der Fingerprint eines Molekils. Die Sammlung
von booleschen Werten (,bits®) bestimmter Lange enthalt das Vorkommen bestimmter
struktureller Merkmale einer Verbindung.[?052061 \Welche Eigenschaften in die Berechnung
einbezogen werden, ist stark von der ausgewahlten Methode abhangig. Zu den am
haufigsten genutzten Varianten zahlen der RDKit-, Morgan- und MACCS-Fingerprint.
Uber den Fingerprint besteht die Méglichkeit, die strukturelle Ahnlichkeit zweier oder
mehrerer Substanzen zu quantifizieren. Der Tanimoto-Koeffizient (T¢) wird aus dem
Verhaltnis der Gesamtzahl der bits zweier Moleklle (AB) zur Summe der einzigartigen
bits (Ubits) beider Molekule zusammen mit der Gesamtzahl der bits gebildet (Gl. 3). Der
resultierende Wert liegt zwischen 0 (keine Ubereinstimmung der Verbindungen) und 1

(identische Substanz).[297]
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_ Ybits(AB)
Te= Y'Ubits(A)+ Y.Ubits(B)+ Ybits(AB) (3)

FUr die biologische Aktivitat im Zusammenhang mit dem Tanimoto-Koeffizienten missen
zwei Dinge beachtet werden. Zum einen ist eine chemisch-strukturelle Ubereinstimmung
zwischen neuen und bereits bekannten Verbindungen wichtig, da die Ahnlichkeit in der
Regel der Aktivitat korreliert. Seit einer Studie von PATTERSON et al. 1996 hat sich daher
ein Tc20.85 als Schwellenwert etabliert.?%] Eine Aktivitatsanalyse von diversen
Datenbanken ist jedoch unausweichlich, da ansonsten daraus folgende QSAR-Modelle
zu einseitig (,biased") sind. In einer Analyse von 19 verschiedenen Substanzbibliotheken
fanden DUNN et al. heraus, dass der RDKit-Fingerprint in Zusammenhang mit dem T. die
Ahnlichkeit der Molekile in diesen Datenbanken am besten beschreibt.[299 Folglich

wurde dieser fir alle Berechnungen dieser Dissertation verwendet.

Uber den Tc der jeweiligen RDKit-Fingerprints wurde die chemische Ahnlichkeit der
MRTX1133 (I-19) zu den K-Ras®'?P-Inhibitoren 1I-3, 1l-4, 1I-5 und 1I-6, den beiden
Zuckerhybriden 1I-7 und 1I-8 sowie den kovalenten G12C-Inhibitoren 110 und 1-11
berechnet (Tab. 18). Die biologischen Aktivitaten der G12D-Inhibitoren stehen in hoher
Korrelation zu der chemischen Ahnlichkeit, da alle Substanzen einen Tc = 0.910 besitzen.
Auch die hohe Ubereinstimmung der chemischen Strukturen zwischen den beiden G12C-
Inhibitoren Sotorasib (I-10) und Adagrasib (I1-11) ist wenig verwunderlich, da MRTX1133

(1-19) aus der Optimierung der Verbindung 1-11 hervorgekommen ist.

Tab. 18: Tanimoto Koeffizienten der verschiedenen K-Ras-Inhibitoren mit MRTX1133 (1-19) als Referenz

Verbindung Te
MRTX1133 (1-19) 1.0
Sotorasib (1-10) 0.93
Adagrasib (1-11) 0.89

AZDO022 (lI-3) 0.95
HRS-4642 (1I-4) 0.97
ASP3082 (lI-5) 0.94

11-6 0.91
-7 0.83
11-8 0.85
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Die Zuckerhybride II-7 und 1I-8 bilden mit einem T von 0.83 bzw. 0.85 eine sehr gute
Erganzung zu den bisherigen Inhibitoren. Dies weist auf eine potenzielle K-Ras-Inhibition
analog zu der MRTX-Verbindung 1-19 und deren Derivaten hin. Aufgrund der Tatsache,
dass durch strukturelle Exploration der MRTX-SAR ein neues Scaffold mit ahnlicher
biologischer Wirkung gefunden werden soll, ist ein Tc von knapp unter 0.85 durchaus
erwunscht. Zur Auswahl des geeigneteren Substitutionsmusters wurden die
Regiosiomere 1I-7 und 11-8 auf die Kristallstruktur 7RPZ gedockt (Abb. 54).

DS

—-10 L .

-7 11-8

Abb. 54: Docking Ergebnisse der beiden Regioisomere A und B.

Die Docking Studie zeigt einen deutlichen Unterschied in den berechneten Docking
Scores beider Isomere. Fur das Regioisomer II-7 ergeben sich Docking Scores im
Bereich von bis zu -15 kcal/mol, wohingegen die Werte des Stereoisomers 1I-8 einen
deutlich ungtnstigeren Bereich von lediglich bis zu -9.5 kcal/mol einnehmen. Diese
Ergebnisse favorisieren damit das Substitutionsmuster des Regioisomers 1I-7, das als

Grundlage fur den weiteren Aufbau der virtuellen Bibliothek diente.

7.1 In silico-Arbeiten
7.1.1 Anfertigung einer in silico-Bibliothek und Analyse des chemischen Raums

Fur die Inhibition onkogener Proteine ist es wichtig, dass eine Bandbreite an chemisch
diversen Wirkstoffen zur Verfugung steht. Nur so kdonnen Resistenzbildungen des
Zielproteins, bspw. durch Punktmutationen oder Umgehung des Signalweges (Bypass),

verhindert und die Selektivitdts- sowie die Sicherheitsprofile der Wirkstoffe optimiert
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werden. 21021 Die bislang beschriebenen hochaffinen K-Ras®'?P-Inhibitoren weisen eine
ausgepragte strukturelle Ahnlichkeit auf, die sich in den hohen Tanimoto-Koeffizienten
widerspiegelt (Tab. 18). Daher wurde auf Basis der Hybridsubstanz II-7 mit der Konstanz

Information Miner- (KNIME)2'?! Software eine individuelle Substanzbibliothek erstellt.

Aus Vorarbeiten innerhalb der Arbeitsgruppe war bereits bekannt, dass die Hardware den
limitierenden Faktor darstellt und maximal eine Substanzbibliothek von 2.5 Mio
Verbindungen verarbeiten kann. Die G12D-Selektivitat der MRTX-Verbindung (1-19)
resultiert aus einer H-Bricke zwischen dem Asp12 und dem verbrickten Pyridazinring.
Daher wurden lediglich die zwei Substituenten an der C1- und C6-Position variiert und so
die Anzahl der mdglichen Derivate eingeschrankt. Fir den Aufbau der Bibliothek sollte
eine Datenbank aus Substituenten erstellt werden, die Uber einen Ether zunachst an die
C1-Position und dann an die C6-Position gekoppelt wird. Da so die Gesamtzahl der
Zielverbindungen dem Quadrat der Anzahl an Substituenten entspricht, durfte die Summe
der ausgewahlten Substituenten nicht mehr als 1581 betragen. In der Chembl-
Datenbank[?13214 34 sind insgesamt 96397 Bromide gelistet. Durch die Filter
M < 250 g/mol, Anzahl der Ringe =1, HBD <5, HBA <5 und 0 < SLogP < 4 wurde die
Menge auf 1485 Bromide reduziert, die als Substituenten an die C1- und C6-Position des
Glucosescaffolds gebunden wurden. So wurde eine Bibliothek von 2205225 einzigartigen
Verbindungen fur die Aktivitatsvorhersage aufgebaut. Eine Abbildung des Workflows ist
im Anhang (Abb. 77) aufgefuhrt.

RDKit

RSSdFer Sg;':;‘:' Deskriptor  Filter Filter Filter  Filter V&r?t\elr
Berechnung
. >
S . L L
Filtern M <250 g/mol 0<HBA<5
der Bromide HBD <5 0 <SLogP <4
o} LG’ o) o} R? 0 o)
LG LG? SR ™o SR
HO OH | HO OH HO OH
N N N
H H H

Abb. 55: Schematische Darstellung (oben) des KNIME-Workflows (unten) fiir die Erstellung der Zuckerbibliothek.
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Die Analyse des chemischen Raums (,chemical space”) ist aus zwei Gesichtspunkten
notwendig. Zum einen kénnen durch Untersuchungen von fokussierten Bibliotheken
Struktureigenschaften erkannt werden, die fur die biologische Aktivitat besonders
relevant sind. Zum anderen konnen Regionen des chemical space identifiziert werden,
die in bisherigen Studien auller Acht gelassen wurden und so die Strukturdiversitat
erhdhen. Der Begriff chemical space beschreibt in diesem Zusammenhang die
Gesamtheit aller chemischen Molekule und deren Eigenschaften. Nach aktuellen
Schatzungen haben etwa 103 der moglichen Moleklle ein theoretisches
pharmazeutisches Potential.l?'®! Zu diesem Zweck wurde zunachst der chemische Raum
der bisherigen K-Ras®'?P-Inhibitoren in Bezug auf die ADME-Parameter analysiert und
mit anderen Bibliotheken verglichen. Wahrend die Vorbereitung der Datenbanken und die
Workflows fur die Analysen des chemischen Raums zu gleichen Teilen mit Benjamin
Nava Hoer erarbeitet wurden, wurden die Arbeiten zu dem QSAR-Modell ausschliel3lich

von Benjamin Nava Hoer im Rahmen seiner Dissertation durchgefiihrt.['80

Im Vorfeld der Analysen wurden die einzelnen Bibliotheken standardisiert, da inkorrekte
Rohdaten in der Datenverarbeitung ein ernstzunehmendes Problem darstellen.l?'®! Eine
Studie von YOUNG et al. zeigte, dass pro Publikation in der medizinischen Chemie
durchschnittlich zwei Annotationsfehler auftreten.l?'”] Eine weitere Studie von OLAH et al.
ergab zudem, dass in kommerziellen Datenbanken 0.1-3.4% der chemischen Strukturen
fehlerhaft sind.'® Daher wurden alle Bibliotheken mit dem in Abb. 56 aufgefiihrten
Workflow bereinigt.

CSV- Molecular  Valence- Organic- Element- Salt- RDKit to-
Reader Type Cast Checker Splitter Filter Stripper Molecule

. — | o .
ﬁ.»—»::::::;»—»u‘mE\MﬁZ‘E\»‘-J’> L &

. Substructure Excel
Aromatizer Search GroupBy Writer

4@»—»@»—»35]—»—»&

Abb. 56: KNIME-Standardisierungsworkflow der Bibliotheken.

Standardizer Kekulize

Zu Beginn wurden die Valenzstrukturen Uberprift (Valence Checker), organische Salze
in die jeweiligen Sauren oder Basen Uberfuhrt (Organic Splitter) und Verbindungen mit
bestimmten Elementen (bspw. Arsen oder Silicium) entfernt (Element Filter). Im

Folgenden wurden die Stereozentren entfernt (Standardizer) und Kekulé-Strukturen
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aromatisiert  (Aromatizer).  Aromatisierte  Strukturen sind  notwendig, da
Resonanzstrukturen (bspw. von disubstituierten Benzolringen) von der Software in
unterschiedliche Verbindungen eingeteilt werden. Am Ende wurden kovalente Inhibitoren
in Form von Michael-Akzeptoren (Substructure Search) sowie Duplikate entfernt
(GroupBy). AuRerdem wurden alle Verbindungen, die bereits Teil der LDC/Chembl-

Datenbank waren, aus den Datenbanken entfernt.

Fur die Analyse wurde die LDC-Bibliothek mit K-Ras®'?P-Inhibitoren der Chembl-
Datenbank erweitert. Dies hat zwei grundlegende Vorteile: Zum einen garantiert die
Chembl-Erweiterung einen vollstandigen Einblick in den chemischen Raum der
bekannten Ras-Inhibitoren, zum anderen wurde so eine bessere Aktivitatsverteilung fr
das QSAR-Modell erhalten. Aus der Auftragung des Violinen-Plots der LDC- und der
LDC/Chembl-Datenbank wird der Vorteil der Erweiterung deutlich (Abb. 57). Wahrend der
Anteil an Verbindungen mit einem plCso-Wert von 1-5 geringfigig abnimmt, nimmt der
Anteil an Verbindungen mit einem plCso-Wert von >5 erheblich zu. Die LDC-Datenbank
besald 600 Substanzen verteilt auf einen plCso-Bereich von 0-6 besalt. Mit der Chembl-
Erweiterung erhohte sich die Anzahl an K-Ras-Inhibitoren auf insgesamt

917Verbindungen, die eine deutlich gunstigere plCso-Verteilung von 0-9 aufweisen.

LDC/
Chembl

LDC

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Abb. 57: Violinen-Plot fur die LCD- (oben) und die LDC/Chembl-Datenbank. [Modifiziert nach B. NAVAHOER]

Die Gegenuberstellung des chemical space der Ras-Inhibitorbibliothek mit einer iPPI-
sowie einer diversen Bibliothek wurde bereits von Benjamin Nava Hoer beschrieben.['8]
Das Unternehmen ChemDiv bietet eine fokussierte K-Ras-Inhibitor-Bibliothek mit 16000
Verbindungen an, die mittels standardisierter MedChem-Filter (drug-likeness,
Synthetisierbarkeit, etc.), und der Tanimoto-Ahnlichkeit zu bekannten Ras-Inhibitoren
erstellt wurde. Analog zu der LDC-Datenbank basiert die Screening-Bibliothek von

ChemDiv auf Inhibitoren der Sl/lI- sowie der Sll-Bindetasche und bietet damit eine
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geeignete Vergleichsmdglichkeit. Auch die Firma LifeChemicals (LC) bietet eine
fokussierte Bibliothek an, die Inhibitoren speziell fiir den Ras/MAPK-Signalweg enthalten
soll. Analog zur ChemDiv-Bibliothek wurde auch diese Datenbank aus der Anwendung
von MedChem-Filtern mit anschlielRender similarity search in Bezug auf aktive Ras-
Inhibitoren aufgebaut. Die Ras/MAPK-Inhibitor-Datenbank enthalt 1700 Verbindungen und
liegt damit in der gleichen GroRRenordnung wie die LDC-Datenbank. Auferdem wurde die
Drugbank-Datenbank in die Analyse des chemischen Raums mit einbezogen. Diese
enthalt neben Prifpraparaten auch die von der FDA zugelassenen Arzneimittel Wirkstoffe
und ermoglicht es, Rickschllisse auf das pharmakologische Potenzial der Bibliotheken

zu ziehen und Optimierungsmaoglichkeiten zu erkennen.

Zu Beginn wurde analysiert, welcher Anteil der Bibliotheken wie MRTX1133 (1-19)
mindestens vier Kriterien der RO5 erflllen (Abb. 58). Aulierdem wurde der Prozentsatz
bestimmt, der drei der vier Parameter der RO4 einhalt. Wahrend die fokussierten
Datenbanken von ChemDiv und LifeChemicals sowie die Drugbank-Bibliothek
Uberwiegend RO5-konforme Verbindungen (87-98%) enthalten, zeigt die LDC/Chembl-
Datenbank eine ausgeglichenere Verteilung. Die Zuckerbibliothek hingegen erfullt die

ROS5 nur zu 33%.

RO5 RO4

LDC/Chembl

K-Ras LC

K-Ras
ChemDiv

Drugbank

Zucker

Abb. 58: Anteil der Verbindungen in den Bibliotheken, der die RO5 und RO4 erfiillt.

Die RO4-Analyse zeichnet ein differenziertes Bild. Zwar weist die LDC/Chembl-
Datenbank eine gleichwertigere Verteilung zu den ROS5 auf, allerdings erflllen nur
geringe Anteile der LC, CemDiv und Drugbank die RO4 (17%, 33% und 18%). Die
Verbindungen der Zucker-Datenbank halten zu 92% mindestens drei der vier RO4-
Parameter ein. Damit positioniert sich die Zuckerbibliothek aul3erhalb des klassischen

von Lipinksi aufgestellten Raum flr pharmazeutische Wirkstoffe. Dagegen erflllen die
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Verbindungen in hohem Malle die Anforderungen fir Protein-Protein-

Interaktionsinhibitoren.

Im Folgenden wurden die Bibliotheken (lila = LDC/Chembl; =LC; = ChemDiv;
rot = Drugbank, hellblau = Zucker) mit drei O0D-Deskriptoren (molekulare Masse, Anzahl
der Wasserstoffbriicken-Donoren und -Akzeptoren), drei 1D-Deskriptoren (Anzahl der
Ringsysteme, Anzahl rotierbarer Bindungen sowie SLogP) dem Principal Moments of

Inertia (PMI) als 3D-Deskriptor analysiert.
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molekulare Masse Anzahl der Ringsysteme
Abb. 59: Verteilung der molekularen Masse (links) und Anzahl der Ringsysteme innerhalb der einzelnen
Bibliotheken (lila = LDC/Chembl,; =LC; = ChemDiv; rot = Drugbank, hellblau = Zucker).

Die Analyse der molaren Masse der LDC/Chembl-, LC-, ChemDiv- und Drugbank-
Datenbanken zeigt vergleichbare glockenférmige Verteilungen mit Maxima bei 400-
500 Da (Abb. 59). Im Gegensatz dazu ist die Zuckerdatenbank zu hoheren
Molekulmassen (~80% der Bibliothek besitzt eine Masse von 600 Da) verschoben. Dies
ist auf die Vorfilter der Substituenten zurlckzuflihren. Die in den LDC/Chembl- und
Drugbank-Bibliotheken auftretenden Verbindungen mit M > 700 Da werden durch

Makrozyklen und Cyclopeptide reprasentiert.

Auch hinsichtlich der Ringsysteme zeigt die Zuckerbibliothek eine hdhere Anzahl (sieben
Ringsysteme) als die verbleibenden vier Bibliotheken (Maximum bei vier-funf
Ringsystemen, Abb. 59). Die Analyse der beiden Parameter verdeutlicht, dass die
Zuckerbibliothek im Vergleich zu klassischen Wirkstoffdatenbanken zu grof3eren, starker
funktionalisierten und topologisch komplexeren Molekiilen tendiert. Ahnliches ist bei der

Anzahl an Wasserstoffbriickenakzeptoren und-donoren zu beobachten (Abb. 60).
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Abb. 60: Verteilung der Wasserstoffbriickenakzeptoren (links) und -donoren (rechts) innerhalb der einzelnen
Bibliotheken (lila = LDC/Chembl; =LG; = ChemDiv; rot = Drugbank, hellblau = Zucker).

Die Anzahl der H-Brickenakzeptoren ist bei den kommerziellen und der LDC/Chembl-
Bibliothek glockenformig uber den Bereich von 2-10 verteilt, mit einem Maximum bei 4-6
(Abb. 60). Demgegenuber ist die Zucker-Datenbank zu deutlich héheren Werten (9-14+)
verschoben. Dies ist auf das Grundgerist der Hexose und dem Piperazinring

zurlckzufuhren, da beide Strukturen bereits sieben H-Akzeptoren besitzen (Abb. 61).

Analog verhadlt es sich bei den Wasserstoffbrickendonoren. Wahrend die vier
Bibliotheken (LC, ChemDiv, DrugBAnk, LDC/Chembl) Maxima bei zwei Donoren
aufweisen (Bereich eins-flinf), enthalt die Zuckerbibliothek Uberwiegend Verbindungen

mit finf bis sechs Donoren.

Abb. 61: Anzahl der H-Briickenakzeptoren (orange, I|nks -donoren (grin, mitte) und rotlerbaren Bindungen
(pink, rechts) des Ausgangsscaffolds der Zuckerblbllothek

Die Analyse der H-Bruckendonoren und -Akzeptoren zeigt eine hohe Polaritat der
Zuckerbibliothek und ein starkes Potential fur die Ausbildung von Wasserstoffbriicken.

Dies spiegelt sich konsistent in den SLogP-Werten wider (Abb. 62).
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Abb. 62: Verteilung des SLogP (links) und der Anzahl an rotierbaren Bindungen innerhalb der einzelnen
Bibliotheken (lila = LDC/Chembl; =LGC; = ChembDiv; rot = Drugbank, hellblau = Zucker).

Wahrend die LC-, ChemDiv-, LDC/Chembl- und DrugBank-Datenbanken Uberwiegend
aus lipophilen Verbindungen (SLogP > 4) aufgebaut sind, enthalt die Zuckerbibliothek
grofldtenteils hydrophile Verbindungen (SLogP <1). In Hinsicht auf die molekulare
Flexibilitat besitzen der GroRteil der vier Vergleichsbibliotheken drei-finf rotierbare
Bindungen. Die Zuckermolekile weisen aufgrund des bereits flexiblen Grundgerists
(Abb. 61 magenta) deutlich mehr rotierbare Bindungen (sieben-zehn) auf (Abb. 62).
Damit verstol3t die Zuckerbibliothek gegen einen Grofteil der klassischen ADME-

Parameter in Form der RO5.

Die oben beschriebenen Deskriptoren decken den Bereich von 0D bis 2D ab. Da die
biologische Erkennung von Liganden allerdings ein raumlicher Prozess ist, ist eine
Analyse des raumlichen Aufbaus der Bibliotheken von hoher Relevanz. Ein geeigneter
Deskriptor fur Beschreibung der raumlichen Molekulstrukturen wurde 2003 von SAUER
und ScHWARz entworfen.[?'¥l Dieser basiert auf den Haupttragheitsmomenten der
Verbindungen (,Principal Moment of Inertia® oder PMI). Zunachst wird dafur der
sogenannte Tragheitstensor berechnet, der die Massenverteilung eines Molekuls relativ
zu den drei orthogonalen Hauptachsen erfasst. Die Diagonalisierung dieser Matrix fuhrt
zu den drei Haupttragheitsmomenten |1, I2 und Is. Diese beschreiben, wie flach,
langgezogen oder kugelférmig ein Molekul ist. Durch die Normierung der Werte
(npr1 = /13, npr2 = 12/I3) konnen die Molekulformen in einem zweidimensionalen,
dreieckige (baryzentrisch)) PMI-Diagramm dimensionslos aufgetragen werden. Die Lage
des Datenpunktes ist unabhangig von der Grélie und beschreibt die Form des Molekils
(Abb. 63 oben). Lineare Molekule sind demnach oben links, scheibenféormige Molekile

unten und spharische Molekule oben rechts abgebildet.
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Abb. 63: oben: Einordnung bestimmter Molekilformen in das PMI-Diagramm. [Abbildung modifiziert nach
SAUER et al.]2'% unten: PMI-Workflow in KNIME.

Die Berechnung und Auftragung des PMI-Plots wurden mit einem bereits verfligbaren
Workflow??%l der KNIME-Software durchgefiihrt (Abb. 63 unten). Zunachst wurden
explizit die Wasserstoffe der Verbindungen hinzugeflgt (RDKit Add H’s). Daraufhin
wurden zehn Konformere jeder Substanz erzeugt (RDKit Add Conformers), die daraufhin
Geometrieoptimierung unterzogen wurden (RDKit Optimize Geometry). Uber einen
RMSD-Filter wurden identische Konformationen entfernt und die Haupttragheitsmomente

l1-13 berechnet und normiert (PMI Derived Properties).

Die Analyse von mehreren Konformeren ist notwendig, da bereits kleine Anderungen der
Torsionswinkel einen Einfluss auf die Tragheitsmomente haben. Das Einbeziehen
mehrerer Konformeren verbessert somit die Aussagekraft, indem es die Formvielfalt des
Molekuls widerspiegelt. Die Unterschiede werden bei der Auftragung der drei K-Ras-
Inhibitoren MRTX1133 (1-19, lila), BI-2852 (1-15, blau) und Ch-3 (I-17, rot) ersichtlich
(Abb. 69 unten).

Obwohl MRTX1133 (I-19) ein rigides, planares Molekul darstellt, liegen die Konformere
mittig zwischen dem linearen und scheibenférmigen Bereich. Der Glucosehybrid 11-7 zeigt
die gleiche Tendenz innerhalb des Plots, mit einer etwas breiteren Verteilung hin zu
scheibenférmig. Da das bizyklische Scaffold der MRTX-Verbindung I-19 zu einem Zyklus
umgewandelt wurde und das zweite Ringsystem Uber die Methylenetherkomponente

lediglich imitiert wird, ist die breitere PMI-Verteilung eine logische Folge.
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Abb. 64: PMI-Diagramm von MRTX1133 (I-19, Iila)‘ und dem Glucosehybrid 1I-7 (griin, obe) sowie der
Rabbitts-Verbindung Ch-3 (I-17, rot) und BI-2852 (I-15, blau, unten).

Dahingegen weisen die Rabbitts-Verbindung 1-17 und der Bl-Inhibitor 1-15 einen deutlich
lineareren Charakter im Bereich auf, der bei dem Bl-Inhibitor 1-15 bis in den zentralen
Bereich des Diagramms ausgeweitet ist. Da die BI-2852-Verbindung I-15 mit sieben
rotierbaren Bindungen die meisten der drei genannten Substanzen besitzt, ist dies auch
plausibel. Im weiteren Verlauf wurden die funf Bibliotheken (LDC, LC, ChembDiy,
Drugbank, Zucker) mit dem PMI-Deskriptor analysiert (Abb. 65).

Aus der Analyse geht hervor, dass die vier Referenzbibliotheken eine vergleichbare
Verteilung aufweisen. Die LDC/Chembl- im Vergleich mit der LC-Datenbank und die
Drugbank-Bibliothek im Vergleich mit der ChemDiv-Datenbank zeigen in diesem
Zusammenhang nahezu identische Diagramme. Den gréfiten Anteil aller Bibliotheken
bilden lineare Verbindungen. Die Menge der Substanzen nimmt entlang der Achse zu den
scheibenformigen Molekulen ab. Spharische Verbindungen sind in den Bibliotheken

wenig vorhanden.
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Abb. 65: PMI-Plots der LDC/Chembil- (oben links), LC- (oben rechts), ChemDiv- (Mitte links), Drugbank-
(Mitte rechts); Zuckerbibliothek (unten links) und der Referenzverbindungen aus Abb. 64 (unten rechts).

Den gleichen graphischen Verlauf weist die Zucker-Datenbank auf. Der Vergleich der
Zuckerbibliothek mit den etablierten K-Ras-Inhibitoren MRTX1133 (1-19), Ch-3 (1-17) und
BI-2852 (I-15) verdeutlicht (unten), dass die in silico-generierten Verbindungen trotz
unterschiedlicher ADME-Eigenschaften denselben conformationalen Raum einnehmen.
Allerdings wird aus den unterschiedlich gro3en Bibliotheken ein relevanter Nachteil
ersichtlich: Da die Bibliotheken in den PMI-Darstellungen nicht normiert werden, hangt
die Ausdehnung der einzelnen Punkte direkt von der GroRRe der jeweiligen Bibliotheken
ab. GroRere Datenbanken decken folglich einen wesentlich grélkeren Bereich des PMI-
Raums ab. Daher ist die Interpretation und der direkte Vergleich der PMI-Plots zwischen

unterschiedlich groRen Bibliotheken nur begrenzt moglich.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass sich die chemischen Strukturen der
Zuckerbibliothek in den 0D-, 1D- und 2D-Deskriptoren deutlich von den fokussierten Ras-
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Bibliotheken der kommerziellen Anbieter LC und ChemDiv sowie der LDC/Chembl- und
Drugbank-Datenbanken unterscheideen. So beinhaltet die erstellte Datenbank
Verbindungen mit einer hdheren Anzahl an Wasserstoffbrickenakzeptoren und -donoren,
Ringsystemen sowie rotierbaren Bindungen und besitzt deutlich lipophobere
Verbindungen. Damit weicht die erstellte Bibliothek wesentlich von den etablierten ADME-
Parametern, insbesondere den RO5, ab. Wahrend allerdings zwei Drittel der Bibliothek
gegen die Lipinski-Regeln verstolen, erfullen mehr als 90% der Substanzen mindestens
drei der vier RO4-Kriterien. Die Inhibition des GDP/GTP-Austauschs an K-Ras beruht auf
der allosterischen Blockade der Interaktionen mit dem SOS-Protein und die
entsprechenden Verbindungen sind somit als Protein-Protein-Wechselwirkungsinhibitoren
(iPPI's) einzustufen. Die PMI-Analyse verdeutlicht, dass die raumliche Orientierung der
Verbindungen innerhalb der designten Zuckerdatenbank vergleichbare Tendenzen
aufweist wie die fokussierten K-Ras-Bibliotheken. Insbesondere der Vergleich mit den
etablierten K-Ras-Inhibitoren 1-15, 1-17 und 1-19 weist eine hohe Ubereinstimmung der
dreidimensionalen Strukturen auf. Unter dem Aspekt, dass ein Groldteil der
Kohlenhydratverbindungen die RO4 erfullen und es sich um grundlegend neue und
modular variable Scaffolds handelt, wurde die Datenbank als geeigneter Ausgangspunkt

fur die Suche nach neuen K-Ras-Inhibitoren angesehen.

7.1.2 Vorhersage der biologischen Aktivitat und Docking Analyse

Nach der Analyse des chemischen Raums soll die biologische Aktivitat der in silico-
Zuckerbibliothek mit dem QSAR-Modell von NAVAHOER vorhergesagt werden. Das Modell
enthalt keine Stereoinformationen und liefert fir die einzelnen Stereoisomere chiraler
Substanzen die gleichen Ergebnisse. Daher soll die Vorhersage der Bibliothek zunachst
die vielversprechendsten Substituenten fur das Zuckerscaffold liefern und nachfolgend
die aussichtsreichste Konfiguration des Monosaccharids in einer Docking Studie ermittelt

werden.

Fir die Identifikation von SOS1-Inhibitoren publizierten buo et al. 2024 ein Python-
basiertes QSAR-Modell.??"l Dieses basiert auf einem 512-bit ECFP (,Extended
Connectivity  Fingerprint‘), —der eine eindimensionale Reprasentation der
zweidimensionalen Struktur ist. Die Erweiterung mit 20 weiteren Deskriptoren flhrte zu
einer Zusammensetzung aus 532 Deskriptoren, die fir die Beschreibung der
LDC/Chembl-Datenbank verwendet wurden. Das QSAR-Modell von NAVA HOER basiert

auf den gemessenen ICso-Werten des NACG'?P-Assays, da fiir diesen Assay biologische
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Daten flr alle Verbindungen vorlagen. Die Analyse von zehn verschiedenen Regressor-
Modellen wies nach, dass der random forest-Regressor die beste Voraussagekraft
bewies. Dies wurde Uber den Vergleich der Bestimmtheitsmafe (R?) und der RMSE-
(,Root Mean Square Error*) Werte ermittelt. Der R?-Wert gibt den durchschnittlichen
Abstand der experimentellen Datenpunkte zu der Regressionsgerade an und liegt
zwischen 0 (keine Abhangigkeit der Variablen) und 1 (perfekte Korrelation). 2018
publizierten LAGUNIN et al. einen Vergleich von SAR- und QSAR-Modellen ebenfalls
basierend auf Chembl-Daten flir die Vorhersage von Inhibitoren an Antitargets.[??2
Wahrend die Autoren fiir das entsprechende QSAR-Modelle einen R?-Werte von 0.59
und einen RMSE-Wert von 0.73 erhielten, ergab der random forest-Regressor von NAVA
HOER mit R?=0.794 und RMSE = 0.638 deutlich hoherwertige Kennzahlen und bildet
somit ein solides Prognosemodell fur unbekannte K-Ras-Inhibitoren. Die Ergebnisse der

Vorhersage sind in Abb. 66 in Form von Violinen-Plots aufgefihrt.

Zucker -%

Drugbank o—’——o

ChembDiv %
LCc @-‘

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
pICs5g

Abb. 66: Violinenplots der vorhergesagten Ergebnisse.

Aus den Auftragungen wird ersichtlich, dass die beiden kommerziellen, fokussierten
Datanbanken von LC und ChemDiv annahernd gleiche Verlaufe zeigen. Beide
Bibliotheken lieferten lediglich vorhergesagte plCso-Werte zwischen 3 und 5. Dies
entspricht 1Cso-Werten von 10 um bis 1 mMm. Vor dem Hintergrund einiger im Projekt A
diskutierten Verbindungen bieten diese Datenbanken somit keine vielversprechenden

Inhibitoren.

Die Drugbank-Datenbank erzielte zwar prognostizierte |Cso-Werte bis zu 630 nm
(pICso = 6.2), diese aussichtsreichen Ergebnisse relativieren sich allerdings bei
Betrachtung der Strukturformeln. Alle im nanomolaren Bereich vorhergesagten

Verbindungen stellen Makrozyklen bzw. gro3e Naturstoffe mit Molmassen >1000 Da dar
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(siehe Anhang Abb. 78). Da flr die K-Ras-Inhibition bislang keine makromolekularen
Naturstoffe bekannt sind und in der LDC/Chembl-Datenbank dementsprechend keine
enthalten waren, basieren die auffallend guten Ergebnisse wahrscheinlich auf der
Extrapolation der wenigen Zyklopeptide in der flr das Training genutzten LDC-Bibliohek.
Daher erlauben die Prognosen der Naturstoffe nur eine vorsichtige Interpretation und sind
mit entsprechender Zurlickhaltung zu betrachten. Immerhin lieferten der Harnstoff 11-9
und das Sulfonamid 1I-10 als Vertreter der Small Molecules mit 2,51 uym bzw. 6,31 pm
auffallige Ergebnisse (Abb. 67).
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vorhergesagter IC5,(NA®'2P): 2.51 um 6.31 uM

Abb. 67: Small Molecules mit den niedrigsten vorhergesagten ICso-Werten aus der DrugBank-Bibliothek.

Im Gegensatz dazu ergab die Vorhersage der designten Zuckerbibliothek insgesamt 21
Verbindungen im nanomolaren Bereich. Hervorzuheben ist, dass alle Substanzen den
Naphthalen-Substituenten der MRTX-Verbindung enthalten. Da lediglich MRTX1133
(1-19) und die Derivate also nanomolare K-Ras-Inhibitoren bekannt sind, ist die hohe
strukturelle Ubereinstimmung bei den Vorhersagen fir die niedrigsten ICso-Werte eine

logische Konsequenz. In Abb. 68 sind einige der vorhergesagten Strukturen aufgefihrt.
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Abb. 68: Vorhergesagte Verbindungen aus der in silico-Zuckerbibliothek.

Bemerkenswerterweise zeigen acht Verbindungen eine hdohere vorhergesagte Aktivitat
als die Hybridsubstanz 1I-7 mit 904 nm. Der Naphthalen-Substituent ist dabei nicht
konsequent an der C6-Position lokalisiert (Abb. 68). Beispielsweise ist der Naphthalen-
Substituent bei der Verbindung 11-11, die mit 603 nM den niedrigsten vorhergesagten ICso-
Wert aufweist, an der C1-Position gebunden. Der dritte Substituent des Zuckers 11-11 ist
ein dreifach substituierter Pyrimidinring an der C6-Position. Aufgrund der im Vergleich zu
MRTX1133 (I-19) veranderten raumlichen Anordnung wurden Verbindungen wie II-11 mit
dem Naphthalen-Substituenten an der C1 statt der C6-Position nicht weiter fur die

weiteren Arbeiten berucksichtigt.

Tab. 19: Vorhergesagte |Cso-Werte der Verbindungen aus Abb. 68.

vorhergesagter ICso(NAS'2P) [nm]

-11 603
-7 800
-12 904

19 der 21 Verbindungen im vorhergesagten nanomolaren Bereich besal3en als dritten
Substituenten ein stickstoffhaltiges Ringsystem. Darunter fiel auch die Verbindung 11-12

mit einem vorhergesagten ICso-Wert von 800 nMm, das einen Cyanopyridinrest als dritten
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Substituenten aufwies. Die wiederholte Prasenz stickstoffhaltiger Heterozyklen unter den
bestbewerteten Strukturen deutet auf eine zentrale Rolle dieses Motivs fir Ras-
Inhibitoren hin. Vor diesem Hintergrund sollte zusatzlich zu der MRTX-Zucker-
Hybridverbindung 1I-7 fur die Verbindung [1I-12 das Vvielversprechendste

Monosaccharidgerust Gber das Ligand Docking identifiziert werden.

Daher wurden alle Stereoisomere von der Hybridverbindung II-7 auf die Kristallstruktur
7RPZ mit dem MRTX-Liganden 1-19 gedockt. Die Docking-Studie verdeutlicht, dass der
DS signifikant von der raumlichen Ausrichtung der Substituenten und damit von den

einzelnen Monosacchariden abhangig ist (Tab. 20).

Tab. 20: Docking Scores der einzelnen Monosaccharide-Scaffolds von Verbindung lI-7 auf die SlI-Bindestelle
(PDB Code: 7RPZ)

Substanz [IIch:aTIﬁF;ZI] Substanz [Izc?aTI?n':)ZI] Substanz [3(?37/':‘::5]
MRTX [1] -11.7 a-L-Galactose -4.47 B-D-ldose -8.06
a-D-Allose -7.62 B-L-Galactose -10.9 a-L-ldose -7.00
B-D-Allose -6.07 a-D-Glucose -8.20 B-L-ldose -6.43
a-L-Allose -7.69 B-D-Glucose -14.7 a-D-Mannose -5.71
B-L-Allose -14.8 a-L-Glucose -6.05 B-D-Mannose -7.42
a-D-Altrose -8.15 B-L-Glucose -8.93 a-L-Mannose -5.95
B-D-Altrose -6.57 a-D-Gulose -7.00 B-L-Mannose -11.5
a-L-Altrose -7.54 B-D-Gulose -8.66 a-D-Talose -7.61
B-L-Altrose -7.27 a-L-Gulose -7.00 B-D-Talose -8.62
a-D-Galactose -6.59 B-L-Gulose -7.60 a-L-Talose -8.53
B-D-Galactose -7.75 a-D-ldose -7.95 B-L-Talose -7.34

Mit  B-L-Allose  (-14.8 kcal/mol),  B-D-Glucose  (-14.7 kcal/mol),  B-L-Mannose
(-11.5 kcal/mol) und B-L-Galactose (-10.9 kcal/mol) besitzen lediglich vier der 32
Hybridsubstanzen einen DS, der im gleichen Bereich der Referenzverbindung 1-19 oder
besser liegt. Auffallend ist, dass alle vier Verbindungen das B-Anomer darstellen und drei

der vier Verbindungen, die nicht naturliche L-Form aufweisen.

Im Gegensatz zu den natlrlich vorkommen D-Zuckern sind die L-Formen der
Kohlenhydrate nur synthetisch zuganglich und daher sehr kostspielig. Aufgrund der

gleichwertigen in silico-Ergebnisse des Allose- und Glucosehybrides bietet sich aufgrund
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der einfacheren Zuganglichkeit die Synthese des Glucosederivats 1I-7 an. Mit einem
aussichtsreichen DS von -12.5 kcal/mol sollte auch das Derivat 11-12 in der gluco-
Konfiguration synthetisiert werden. Beide Substanzen zeigen aul’erdem eine hohe
Ubereinstimmung in der rdumlichen Ausrichtung der Substituenten (Abb. 69) mit
MRTX1133 (1-19).

& . i

Abb. 69:\Superpositi\o von MRTX1133 (119, 6range) mit dem B;Glucosehybdrid -7 (6ben) und lI-12 (unten)

7.2 Synthesen
7.2.1 Syntheseplanung

In Schema 24 ist die Retrosynthese fir die Hybridsubstanz II-7 aufgefiihrt. Das zweite
Derivat 11-12 sollte unter Einsatz des entsprechenden Reagenzes bei der Einfihrung des
Substituenten an der anomeren Position analog hergestellt werden. Die retrosynthetische
Zerlegung der Verbindung 1I-7 beginnt mit der Spaltung des Ethers der C6-Position.
Daraus ergibt sich das freie Phenol 1I-14. Fir die Schutzgruppenstrategie der C4- und
C6-Position wird Ublicherweise die Phenylacetalgruppe eingesetzt. Diese besitzt den

Vorteil, dass sich durch Variation der Reaktionsbedingungen selektiv entweder die C4-
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oder die C6-Position freilegen lasst, wahrend die jeweils andere Position benzylgeschutzt

verbleibt.l?2%l Daraus ergibt sich die Verbindung lI-14, die aus dem Alkohol 1115 gewonnen
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Schema 24: Retrosynthetische Zerlegung der Hybridsubstanz II-7.

Die Glycosylierungsreaktion ermdglicht die stereoselektive Einfihrung von Aglykonen.
Da der Pyrrolizidinsubstituent in p-Stellung gebunden sein soll, kann eine
Carboxylgruppe an der C2-Position Uber den Nachbargruppeneffekt den nukleophilen a-
Angriff unterdricken. Infolgedessen sollte eine Acetyl- oder eine Benzoyl-Schutzgruppe
an der C2-Position eingesetzt werden. Die Verbindung 11-16 verflgt Gber eine saurelabile
Schutzgruppe in Form von dem Acetal an der C4- und C6-Position und Uber eine
basenlabile Schutzgruppe in Form von der Carboxylgruppe an der C2-Position. Fir die
selektive anomere Entschitzung ist somit eine orthogonale Gruppe notwendig, die durch

einen Allylether bereitgestellt wird.[224.22%]

125



7. Ergebnisse und Diskussion

Substituenten an der C2-C4-Position werden mittels Sn2-Substitutionen eingeflhrt.
Hierzu werden die entsprechenden Alkohole zunachst in Triflate oder Tosylate als gute
Abgangsgruppen uberfuhrt. Die Reaktion erfolgt unter Inversion des Stereozentrums,
sodass im Vorfeld von dem jeweiligen Epimer ausgegangen werden muss. Da die
Substituenten der Hybridsubstanz II-7 in der B-D-glyco-Konfiguration vorliegen, muss der
Piperazin-Substituent an dem D-allo-Scaffold eingefiihrt werden. Prinzipiell kann daflr
von der D-Allose ausgegangen werden. Diese ist mit Preisen zwischen 200-500 €/g
jedoch sehr kostspielig. Eine praktikable Alternative stellt die selektive C3-
Epimierisierung dar, mit der Folge, dass die Verbindung II-17 aus der orthogonal

geschultzten, deutlich kostengunstigeren D-Glucose gewonnen werden kann.

Bei der EinfUhrung des C3-Substituenten bestehen zwei grol3e Herausforderungen. Zum
einen sind nur wenige Kohlenhydrate bekannt, die einen Uber den Stickstoff gebundenen
Heterozyklus tragen. Morpholin oder Piperidinringe als C3-Substituenten sind lediglich
fur sterisch uneingeschrankte Zuckergeruste, wie das Desosamin, publiziert, fir Glucose

hingegen nicht.[226.227]

Zum anderen werden stickstoffhaltige Ringsysteme haufig ausgehend von den
entsprechenden Aminen zyklisiert. Auf diesem Wege wurde bereits eine Reihe an
Morpholin-Derivaten an der C2-Position aufgebaut.l?28-230 F{ir das verbriickte Piperazin-
Derivat ist dieser Ansatz jedoch wenig geeignet, da die bendtigte Vorstufe fur die
Zyklisierung nur mit erheblichem synthetischem Aufwand zuganglich ist, wahrend die fur
die Substitution bendtigte, einfach geschutzte Verbindung als Kaufsubstanz verfiigbar ist.
Daher sollte untersucht werden, ob eine Substitution des verbriickten Piperazins an C3-

Position erfolgreich realisiert werden kann.

7.2.2 Synthese der Zucker-MRTX-Hybridsubstanzen

Fur die EinflUhrung des ersten Substituenten in Form des verbrickten Piperazins wurde
aufgrund der Inversion des Stereozentrums bei der Sn2-Reaktion zunachst das D-
Glucose-Scaffold in das C3-epimere D-Allose-Scaffold konvertiert (Schema 25).
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Schema 25: Herstellung des dreifach orthogonal geschitzten D-Allose-Scaffolds. a) AcCl, Allylalkohol,
Reflux, 90 min; b) Benzaldehyddimethylacetal, CSA, DMF, 4 h, 20 °C, 39% Uber zwei Schritte; c)
1-(Benzoyloxy)benzotriazol, TEA, DCM, RT, 4 h, 74%; d) DMP, NaHCOs, DCM, RT, 17 h; e) NaBH4, MeOH,
0 — RT, 17 h, 76% Uber zwei Schritte.

Im ersten Schritt wurde die anomere Position der D-Glucose (1I-19) nach einem
Standardverfahren zunachst saurekatalytisch mit Acetylchlorid und Allylalkohol in den
Allylether 11-20 Uberfuhrt, der ohne Aufreinigung mit Benzaldehyddimethylacetal zu dem
Acetal 1I-21 in 39% Ausbeute Uber zwei Schritte umgesetzt wurde. 23" Die Reaktion findet
bei vermindertem Druck statt, um das entstehende Methanol aus dem Gleichgewicht zu
entfernen und dieses auf die Seite des Produkts 1I-21 zu verschieben. Die
unterschiedlichen Reaktivitaten der verbleibenden Hydroxygruppen ermdglichten eine
selektive Benzoylierung der C2-Position mit 74% Ausbeute.l?3' Das fir die Benzoylierung
bendtigte 1-(Benzoyloxy)benzotriazol wurde zuvor aus 1-Hydroxybenzotriazol und
Benzylchlorid mit 82% Ausbeute synthetisiert. Fir die C3-Epimerisierung wurde der
Alkohol 11-22 in einer Vorschrift nach DEL VIGO et al. zu dem entsprechenden Keton 11-23
oxidiert, das im zweiten Schritt mit Natriumborhydrid bei 0 °C thermodynamisch
kontrolliert in das Allose-Derivat 11-24 konvertiert wurde. Bei der Umsetzung des Alkohols
I-22 mit IBX, wie von den Autoren verwendet, wurde keine Umsetzung zu dem
gewlinschten Keton beobachtet beobachtet.[?321 Auch der Einsatz von DMP anderte
diesen Umstand zunachst nicht. Erst unter Verwendung von NaHCOs als Puffer konnte
das Keton 1I-23 erfolgreich hergestellt werden. Dass die Zugabe von Wasser die
Reaktionsgeschwindigkeit von Oxidationsreaktionen mit DMP drastisch erhoht,
beobachteten MEYER et al. bereits 1994.1233 Als Grund gaben die Autoren die Bildung
reaktiverer Intermediate an. Fur die Oxidation von Naturstoffen fihrten HERAVI et al. auf,
dass der Einsatz von gepufferten DMP-Bedingungen vor allem fir pH-empfindliche
Verbindungen geeignet ist, da die gebildete Essigsaure abgefangen wird.[234
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Die Stereoinversion der C3-Position wurde mittels NMR-Analytik nachgewiesen (Abb. 70
oben). In den 'H-Spektren der beiden C3-Epimere 11-22 und 1I-24 sind die
Wasserstoffatome der C2- (magenta), C3- (blau) und C4-Position (orange)
hervorgehoben. In der D-gluco-Konfiguration weist das H-2 aufgrund des (3-Wasserstoffes
der anomeren Position (braun) und des axialen H-3 ein Doppeldublett auf. Die beiden
axial benachbarten H-Atome resultieren in einem Triplett des H-3 (magenta und orange)
und des H-4 (blau und grin). Aufgrund der aquatorialen Ausrichtung des H-3 in der D-
allo-Konfiguration andern sich lediglich die Signale fur das H-2 (Triplett), H-3 (Singulett)
und H-4 (Doppeldublett). Das Singulett des H-3 stellt ein Triplett dar, das aufgrund der zu
kleinen Kopplungskonstanten der axialen Nachbarwasserstoffatome jedoch zu einem
breiten Singulett verschmilzt. Diese Beobachtungen stimmen mit den Beschreibungen
von DEL VIGO et al. uberein. Aufgrund der thermodynamischen Kontrolle postulierten die
Autoren einen Mechanismus, der aufgrund der sterischen Hinderung der Re-Seite (rot)
durch die C1-, C2- und C4-Substituenten Uber einen Hydridangriff an der Si-Seite (griin)
verlauft (Abb. 70 unten).[232]
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Abb. 70: 'H-Spektrum der beiden C3-Epimere (oben) und schematische Darstellung der sterisch
gehinderten Re-Seite (unten). [Abbildung modifiziert nach DEL VIGO et al.]i232
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Im nachsten Schritt wurde der Alkohol mit Trifluormethansulfonsaureanhydrid (Tf20) in
das entsprechende Triflat Uberfuhrt, das danach durch das verbrickte Piperazin

substituiert werden sollte (Schema 26).
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Schema 26: Reaktionsbedingungen der Substitutionsreaktion. a) Pyridin, Tf20, DCM, -20 °C, 2 h; b) tert-

Butyl-3,8-diazabicyclo[3.2.1]octan-8-carboxylat, DMF, 17 h, RT.

Ublicherweise wird das Triflat in DMF gel6st und tiber 16 h bei Raumtemperatur mit dem
Nukleophil, das bei Aminen ebenfalls als Base in zweifachen Aquivalenten eingesetzt
wird, umgesetzt. Diese Bedingungen lieferten jedoch nicht das gewlnschte Produkt 11-25.
Auch die Deprotonierung des Amins durch die sehr starken Basen Natriumhydrid,
n-Butyllithium (BuLi) oder Lithiumdiisopropylamin (LDA) anderte diesen Umstand nicht.
Infolgedessen wurde versucht, die Reaktion uUber die Bildung des Piperazin-Metallamids
einzuleiten. Hierfur wurde die Lewis-Saure Trimethylaluminium (AlMes) eingesetzt. Nach
der Deprotonierung des Amins zeichnen sich die gebildeten Metallamide durch eine hohe
Nukleophilie aus und ermdglichen eine Vielzahl an Reaktionen.?3% So flhrt die
Verwendung von AlMes bspw. zu einer direkten Amidkupplung zwischen Carbonsaure
und Amin.[?3¢! Trotz dieser bekannten Reaktivitat flhrte jedoch auch der Einsatz von
AlMes nicht zur Bildung des gewunschten Produkts 11-25. Allerdings wurde auch keine

Zersetzung der Edukte beobachtet.

Tab. 21: Reaktionsbedingungen der in Abb. 28 aufgefiuihrten Substitutionsreaktion.

Base Aquvalente Losungsmittel Temperatur Umsatz
/ / Pyridin RT — 80 °C Kein Produkt
DBU 2 DMF 80 °C Kein Produkt
NaH 1.3 DMF 80 °C Kein Produkt
NaH 1.3 THF 0°C—65°C Kein Produkt
LDA 1.1 THF -70°C - RT Kein Produkt
BulLi 1.1 THF -70 °C - RT Kein Produkt
AlMe; 1.1 Tol -70 °C - RT Kein Produkt
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Bemerkenswerterweise erwies sich das Triflat in Losung und bei héheren Temperaturen
Uber 17 h als stabil. Wahrend fur das anomere Zentrum die elektronischen Effekte und
die damit zusammenhangende Zuganglichkeit fur Nukleophile in vielen Studien
untersucht wurde, sind diese Einflusse fur die verbleibenden Ringpositionen wenig
erforscht. Bereits Mitte des 20. Jahrhunderts berichteten allerding mehrere Autoren, dass
die C3-Substitution von Sulfonylabgangsgruppen nur mit Ammoniak oder Aziden
realisierbar ist.[?37-23% An einem &hnlich geschiitzten Galactose-Scaffold, das sich mit
einer Methoxygruppe lediglich in der Schutzgruppe des anomeren Zentrums
unterscheidet, berichten cAMPO et al. jedoch auch bei der Substitution gegen ein Azid mit
33% von einer sehr geringen Ausbeute.l?40l Folglich sollte das unverbriickte Piperazin
anstelle des verbruckten Derivats aufgebaut werden, wie es bereits fur Morpholine an der
C2-Position bekannt ist.[?28-2301 Geplant war zunachst, das Triflat gegen ein Azid zu
substituieren, dieses zur Aminogruppe zu reduzieren und anschlieRend zum Piperazin zu
zyklisieren. In diesem Zuge wurde die Syntheseroute angepasst, da die Einfihrung des
Azids an der C3-Position hinlanglich etabliert ist und somit mehrere Reaktionsschritte

eingespart werden konnten (Schema 27).[241-243]

Im ersten Schritt wurden die C1-, C2-, C4 und C6-Positionen der D-Glucose (11-19) Gber
die saurekatalytische Einfihrung von zwei Dioxalanringen mit Aceton in 73% Ausbeute
geschutzt. Auf diese Weise war es moglich die C3-Position in einem Syntheseschritt
selektiv zu erschlieRen.?*"l |sopropylidendiacetale stellen in der Kohlenhydratchemie
wichtige Intermediate dar, die je nach Monosaccharid vielseitig funktionalisiert werden
kénnen. Uber die Wahl der Abspaltungsbedingungen lasst sich eine Acetalgruppe
selektiv entschutzen, da die beiden Acetalgruppen unterschiedliche Reaktivitaten
aufweisen.?*4l Die entsprechende D-Glycofuranose 11-26 wurde Uber die oben diskutierte
selektive Oxidation-Reduktionsreaktion mit DMP und anschlie®end mit NaBH4 in die
D-Allofuranose 1I-27 mit einer guten Ausbeute von 73% Uber zwei Stufen Uberfuhrt.
Anschlief3end wurde die Hydroxygruppe der Verbindung 1I-27 trifliert und gegen ein Azid
unter Inversion des Stereozentrums substituiert. Das Azid 11-28 wurde mit sehr guten 96%

Ausbeute Uber zwei Schritte isoliert.

Darauffolgend wurde das Diacetal 11-28 mit Trifluoessigsaure (TFA) entschitzt und die
Pyranose 11-29 mit Essigsaureanhydrid in Pyridin peracetyliert. Fur die anstehende
Glykosylierung wurden zwei Glykosyldonoren synthetisiert. Zum einen wurde Uber die
Reaktion mit TiBrs in DCM/EE (100:1) das Bromid 11-31 mit guten 85% Ausbeute

130



7. Ergebnisse und Diskussion

gewonnen. In der Regel werden Glykosylbromide Uber die Reaktion der
acetylgeschutzten Kohlenhydrate mit HBr in Essigsaure hergestellt. Enthalten die
Saccharide jedoch ein Azid wird neben der anomeren Acetylgruppe auch dieses
substituiert. Bei der Verwendung von TiBra kommt es nicht zu dieser unerwinschten
Nebenreaktion und es wird nur das gewlnschte Glykosylhalogenid in guten Ausbeuten

erhalten.[24%]

OAc OAc

Schema 27: Syntheseroute zu dem Bromid sowie Trichloracetimidat als Glykosyldonoren. a) ZnCl2,H3POs,
Aceton, RT, 36 h, 73%; b) DMP, NaHCOs, DCM, RT, 17 h; c) NaBH4, MeOH, 0 — RT, 17 h, 73% Uber zwei
Schritte; d) Pyridin, Tf20, DCM, -20 °C, 2 h; e) NaNs, DMF, RT, 17 h, 96%; f) TFA, H20, RT, 3 h; g) Ac20,
Pyridin, RT, 17 h, 93% Uber zwei Schritte; h) TiBr4, DCM/EE (100:1), RT, 17 h, 85%; i) COONH4, DMF, RT,
4 h; j) C2CIsN,Cs2COs, THF, RT, 17 h, 79% Uber zwei Schritte.

Des Weiteren wurde aus der peracetylierten Azidoglucose 11-30 das entsprechende
Trichloracetimidat 11-32 hergestellt. Zunachst wurde dazu die anomere Acetylgruppe mit
einer aquimolaren Mischung aus Ethylendiamin und Essigsaure in THF entfernt.[246] Der
reduzierende Zucker wurde anschlieBend mit Trichloracetonitri und DBU zum
Glykosyldonor 11-32 mit einer guten Ausbeute von 79% umgesetzt. Aufgrund der
elektronenziehenden Eigenschaften sowohl des Bromid- als auch des
Trichloracetimidatsubstituenten liegen beide Glykosyldonoren in der a-Konfiguration vor,
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da der anomere Effekt bei elektronenziehenden Substituenten die axiale Position
gegenliber der aquatorialen Position thermodynamisch begiinstigt.[?4”! Beide Donoren
wurden anschlief3end in der Glykosylierungsreaktion mit dem Pyrrolizidin 11-33 eingesetzt
(Schema 28).

OAc
N a/lb
:
11-33
II-32 R= OCHNHCCI;
OAc
WO CHy OAc
W} o b
,,//////O O +
N Aco™ “oac £
F
n-35 & N3 134
F

Schema 28: Orthoester und O-Glykosid als Produkte der Glykosylierung. a) 11-31, AgOTf, Molsieb, DCM, -
20 °C — RT, 17 h, 65%; b) 1I-32, BF3-Et20, Molsieb, DCM, -20 °C — RT, 17 h, 50%.

Das Bromid 1I-31 wurde mit Silbertriflat (AgQOTf), Molsieb und dem Alkohol 11-33 unter
Argonatmosphare in trockenem DCM bei -20 °C zur Reaktion gebracht. Die gleichen
Bedingungen wurden ebenfalls fur den Glykosyldonor 1I-32 gewahlt — mit der Ausnahme,
dass BF3-Et20 statt AgOTf als Promotor eingesetzt wurde. Beide Reaktionskontrollen
zeigten einen vollen Umsatz der Glykosyldonoren zu einem klar bevorzugten Produkt mit
nur wenigen Nebenprodukten. Uber die HPLC/MS-Analyse wurde zudem mit 473.2 g/mol
die richtige molekulare Masse des einfach protonierten Hauptprodukts beobachtet. Aus
der Auswertung des "H-NMR-Spektrums ging jedoch hervor, dass nicht das gewiinschte

trans-O-Glykosid 11-34 sondern der Orthoester 1I-35 als Hauptprodukt gebildet wurde.

In dem 'H-Spektrum gibt es drei Charakteristika fiir die Produkte der acetylgeschitzten
Orthoester. Wahrend die Methylgruppen der Acetylschutzgruppen eine chemische
Verschiebung von ~2.2 ppm aufweisen, ist die Methylgruppe des Orthoesters ins
Hochfeld (1.8 ppm) verschoben (Abb. 71). Des Weiteren ist auch das H-1-Signal im
Gegensatz zu der a- und [B-Stellung verschoben und besitzt eine spezifische
Kopplungskonstante. Wahrend die Wasserstoffatome in a-Stellung und der B-Stellung —
abhangig von den Substituenten - Ublicherweise eine chemische Verschiebung von

o(aH) = 5.5 - 7.0 ppm bzw. §(BH) = 3.5 - 5.0 ppm besitzen und eine Kopplungskonstante
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von 3J12 =~3.6 Hz bzw. 3J12 = ~9.0 Hz zeigen, ist eine chemische Verschiebung von
0 = ~5.8 ppm mit einer Kopplungskonstante von 3J12 = ~5.2 Hz fiir die Orthoester der

D-gluco-Reihe spezifisch.[?48]

2.2 ppm-. _.-2.1 ppm

1.8 ppm

WA

60 50 40 30 20 o[ppm]
Abb. 71: 1H-NMR-Spektrum des Orthoesters I11-35.

Orthoester entstehen bei Glykosylierungsreaktionen nicht nur als unerwunschte
Nebenprodukte, sondern nehmen eine zentrale Rolle fur die Bildung der gewlinschten
trans-Glykoside ein. Fur die Aufklarung der Orthoesterbildung lohnt es sich, den
Mechanismus genauer zu betrachten (Schema 29). Zunachst initilert der Promotor die
Abspaltung der Abgangsgruppe (LG). Dies resultiert in einem Oxocarbeniumion B, C.
Durch den anchimeren Effekt der Acetylgruppe an der C2-Position wird ein Dioxalanring
ausgebildet. Wird das entstandene Acyloxoniumion D nukleophil von dem Alkohol (ROH)
an dem Kohlenstoff des Dioxalanrings angegriffen, kommt es zur Ausbildung des
Orthoesters E. Aus der Umlagerung der Alkoholgruppe folgt anschlieRend das trans-
Glykosid F. Vor allem unter basischen Bedingungen oder bei dem Einsatz von schwachen
Nukleophilen verlauft die Reaktion hauptsachlich ber den Orthoester E, bei dem in
manchen Fallen die Umlagerung gehindert ist.?*°! In diesen Fallen sind in der Literatur
verschiedene Ldsungsansatze beschrieben, um Orthoester als Hauptprodukte zu

vermeiden.
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Schema 29: Reaktionsmechanismus der Glykosylierung mit dem Orthoester als Zwischenprodukt.

Haufig reicht bereits die Anpassung der Reaktionsbedingungen fur die Bildung des trans-
Glykosids aus.l?®0l Andere Ansatzpunkte sind die Zugabe von Additiven, die einen
nukleophilen Angriff an dem anomeren Zentrum forcieren, oder die Verwendung von
Lewis-Sauren, die die Umlagerung der Orthoesters einleiten. Daher wurde im Folgenden
ein Screening von etablierten Glykosylierungsbedingungen fur das Acetat 11-30, das
Bromid 11-31 und das Trichloracetimidat 11-32 als Abgangsgruppen durchgefuhrt (Tab. 22).
Unter anderem wurde neben Dichlormethan auch Acetonitril als Losungsmittel
verwendet, mehrere Promotoren eingesetzt und die Zugabe zweier Additive untersucht.
Die Ergebnisse im Hinblick auf die Bildung des trans-Glykosids erwiesen sich jedoch als

wenig zufriedenstellend.

Lediglich bei vier der 14 getesteten Bedingungen wurde uUberhaupt ein Umsatz des
Edukts beobachtet. Die Umsetzung des Bromids 1I-31 mit AQOTf als Promoter lieferte
eine gute Ausbeute von 65% des Orthoesters. In der Literatur ist bekannt, dass Triflate
das Oxocarbeniumion stabilisieren (Schema 30).[25"2%2] Durchaus denkbar ist, dass der

Alkohol 11-33 als schwaches Nukleophil lediglich das Intermediat B angreift und die
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Reaktion auf der Stufe des Orthoesters 11-35 stoppt. Daher wurden mit AQCO3 und SnCl4
andere Promotoren eingesetzt, die jedoch keine Umsetzung des Bromids I11-31

einleiteten.

Tab. 22: Reaktionsbedingungen fir die Glykosylierungsreaktion aus Schema 30.

Abgangsgruppe LM Promoter Additiv Ausbeute

Br DCM AgOTf / 65% 11-35

Br ACN AgOTf / Hydrolyse

Br DCM AgOTf TMU 63% I1-35

Br ACN AgOTf TMU 54% 11-35

Br DCM AgOTf TFA Hydrolyse
Br DCM AgCO3 / Kein Umsatz
Br ACN AgCO3 / Kein Umsatz
Br DCM SnCly / Kein Umsatz
OCNHCCI; DCM TMSOTf / Kein Umsatz
OCNHCCI3 ACN TMSOTf / Kein Umsatz

OCNHCCI; DCM BFs-Et20 / 50% 11-35
OCNHCCI3 ACN BF3-Et20 / Kein Umsatz
OAc DCM BF3-Et2.0 / Kein Umsatz
OAc DCM TMSOTf / Kein Umsatz
OAc DCM SnCls / Kein Umsatz

Damit die Entstehung von Orthoestern vermieden wird, werden haufig Additive
eingesetzt. So verhindert Tetramethylharnstoff (TMU) die Ausbildung des
Nachbargruppeneffekts der Acetylgruppe Uber die Bindung an dem anomeren Zentrum
in a-Stellung. Folglich ist nur ein nukleophiler Angriff Giber die B-Stellung maoglich.[253-259]
Doch auch mit TMU als Additiv wurde sowohl in Acetonitiril als auch in Dichlormethan der
Orthoester 11-35 als Hauptprodukt mit 54% bzw. 63% Ausbeute isoliert.
Bemerkenswerterweise verhindert der Einsatz von TMU die Hydrolyse des Bromids 11-31
in Acetonitril mit AQOTf als Promotor. Einen weiteren Ansatz stellt die Einleitung der
Umlagerung des Orthoesters durch die nachtragliche Zugabe von Lewis-Sauren wie
SnCls, TMSOTf oder Hg(CN)2 dar.[?5¢1 Doch auch die Zugabe von SnCls und TMSOTf
nach der Bildung des Orthoesters 11-35 fuhrte nicht zu dem gewtinschten Produkt 11-34.
Auf die Verwendung von Hg(CN)2 wurde aufgrund der hohen Toxizitat verzichtet.

AUZANNEAU et al. berichten, dass trockene TFA in katalytischen Mengen (0.1 Aquivalente)
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die Bildung des Orthoester als Hauptprodukt verhindert.[?>”] Unter diesen Bedingungen

wurde jedoch lediglich die Hydrolyse des Bromids 11-31 beobachtet.

OR OR OR
RO 2 ot RO > L §
o + OTf o -OTf o
+
o e O
HsC HsC 3

Schema 30: Blockierung der 3-Stellung durch das Triflat.

Die Umsetzung des Trichloracetimidats 11-32 in Gegenwart von BF3-Et20 in trockenem
Dichlormethan lieferte den Orthoester 11-35 mit 50% Ausbeute. Die Glykosylierung mit
den Promotoren AgCOs, SnCls oder TMSOT( zeigten sowohl bei dem Trichloracetimidat
11-32 als auch bei dem peracetylierten Zucker lI-30 in keinen eingesetzten Losungsmitteln
einen Umsatz. Auch die Erhdhung der Temperatur bis zum Siedepunkt leitete nicht die

Umlagerung zum gewtunschten trans-Produkt 11-34 ein.

In der Literatur wurde beschrieben, dass bei schwachen oder sperrigen Nukleophilen wie
Neopentylalkoholen[?%8l oder Indolen[?%® mit Acetylgruppen in der Nachbarschaft die
Reaktion auf der Stufe der Orthoester stoppen und keine weitere Umlagerung erfolgen
kann. Die sterisch anspruchsvollen Pivaloylschutzgruppen unterdricken die
Orthoesterbildung. Der Nachteil dieser Gruppen liegt jedoch in der hohen Stabilitat und
damit einhergehenden Widerstandsfahigkeit gegen etablierte Entschitzungs-
protokolle.[?%%] Daher wurde flir ausgehend von der Azidofuranose 11-28 eine andere

Schutzgruppenstrategie gewahlt (Schema 31).

Die Hexose II-28 wurde zunachst perbenzyliert und anschliefiend die C1- und C6-
Position regioselektiv acetyliert. Uber diese Schutzgruppenstrategie ist die Ausbildung
des Nachbarschaftsgruppeneffektes nicht moglich. Die Stereoselektivitat bei der

Glykosylierung wird durch die thermodynamische Kontrolle der Reaktion erreicht.
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Schema 31: Synthese des Glykokonjugats 11-43. a) TFA, H20, RT, 3 h; b) BnBr, NaH, DMF, RT, 17 h, 93%
Uber zwei Schritte; ¢) Ac20, H2SO0s4, -20 °C, 2 h, 59%; d) COONH4, DMF, RT, 4 h, 71%; e) C2CIsN,Cs2COs,
THF, RT, 17 h; f) lI-31, AgOTf, Molsieb, DCM, -20 °C — RT, 17 h, 57% Uber zwei Schritte; g) Na, MeOH,
RT, 2 h, 89%; h) Pyridin, Tf20, DCM, -20 °C, 2 h; i) 1-Naphtol, NaH, DMF, RT, 17 h; j) MesP, H20, THF,
50 °C, 2 h, 31% Uber drei Schritte.

Tl

Die Syntheseroute bis zum Glykosyldonor 11-39 erfolgte nach ANJUM et al..l?87 Daflr
wurde die Azidofuranose II-28 mit TFA in Wasser entschitzt und anschlieBend mit
Natriumhydrid und Benzylbromid zu der perbenzylierten Pyranose 11-36 in sehr guten
93% Ausbeute umgesetzt. AnschlieBend wurden die C1- und C6-Benzylgruppen
regioselektiv gegen Acetylgruppen substituiert. ANJUM et al. gaben eine Losung aus
Essigsaureanhydrid und Schwefelsdure (50:1) in einer Portion bei Raumtemperatur zu
der in Essigsaureanhydrid geldsten Hexose 1I-36 und brachen die Reaktion nach 5 min
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ab. Unter diesen Bedingungen wurde jedoch die Bildung vieler Nebenprodukte
beobachtet. Daraufhin wurde der perbenzoylierte Zucker 11-36 in Essigsaureanhydrid
geldst und auf -20 °C gekuhlt. Die Reaktion wurde durch Zugabe der konzentrierten
Schwefelsaure gestartet. Unter diesen Bedingungen konnte der Reaktionsverlauf Uber

die Dunnschichtchromatographie detailliert nachvollzogen werden (Abb. 72).

15 min 60 min 120 min 150 min
R

-«—— Edukt
-«—— Zwischenprodukt
-«—— Produkt

-«—— Nebenprodukt

i il il

Abb. 72: Analyse des Reaktionsverlaufs der regioselektiven  Acetylierung  mittels
Dunnschichtchromatographie.

Das Edukt 11-36 weist als unpolare Verbindung einen hohen Rs von 0.8 auf. Bereits nach
5 min wurde das Edukt 1I-36 vollstandig umgesetzt. Nach dieser Zeit macht das einfach
acetylierte Zwischenprodukt, das einen Rf von 0.7 zeigt, den Hauptteil der
Reaktionsslosung aus. Nach 60 min ist der Anteil an gebildeten Zielprodukt 11-37, das
einen Rf von 0.5 und aufgrund des a- und B-Anomers zwei Spots auf der
Dunnschichtplatte aufweist, deutlich hoher. Allerdings zeigt die Kontrolle zu diesem
Zeitpunkt nach wie vor einen nicht unwesentlichen Anteil an Zwischenprodukt. Dieser ist
nach 120 min fast vollstandig umgesetzt worden. Jedoch kam es nach dieser Zeitspanne
zu der Bildung eines Nebenprodukts mit einem Rf=0.4. Das Nebenprodukt stellt
wahrscheinlich eine dreifach acetylierte Hexose dar. Nach 150 min ist der Anteil an
Nebenprodukt deutlich erhoht. Es galt also diese thermodynamisch kontrollierte Reaktion
bei dem bestmoglichen Verhaltnis zwischen Zwischenprodukt/Zielprodukt/Nebenprodukt
abzubrechen. Die Analyse mittels der Dunnschichtchromatographie ergab, dass dieser
Zeitpunkt bei einer Reaktionszeit von 120 min lag. Auf diese Weise wurde eine Ausbeute

von 59% erreicht, die auch bei grofen Ansatzen von ~7 g reproduzierbar war.

Im Gegensatz zu der anomeren Entschlitzung des peracetylierten Zuckers 11-30 wurde
fur die Verbindung 11-37 mit Ammoniumacetat in DMF kein vollstandiger Umsatz des
Startmaterials beobachtet.l?6'l Dennoch lieferte die Reaktion den reduzierenden Zucker
11-38 in einer Ausbeute von 71%. Die unvollstdndige Umsetzung kann mit dem
sogenannten armed-disarmed-Modell erklart werden.[?621 Wahrend Acetylgruppen Uber
den -I-Effekt die Elektronendichte aus dem Pyranring herausziehen, erhéhen
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Benzylgruppen diese in dem Ring. Daraus resultiert eine erhdhte Elektronendichte an der
Carbonylgruppe der anomeren Acetylgruppe, die somit ein schwacheres elektrophil fur

die Entschltzungsreagenzien darstellt.[263]

Der reduzierende Zucker 11-38 wurde in das Trichloracetimidat 1I-39 Uberfuhrt. Da
Trichloracetimidate mit Benzylgruppen in der C2-Position deutlich instabiler als die
acetylierten Derivate sind, wurde der Glykosyldonor 1I-39 ohne Aufreinigung in der
Glykolysierung zum Glykokonjugat 11-40 eingesetzt. Das 3-Anomer wurde aus dieser
thermodynamisch kontrollierten Reaktion mit einer Ausbeute von 57% Uber zwei Stufen
isoliert. AnschlieBend wurde die C6-Position Uber die Zemplen-Methode mit
Natriummethanolat entschitzt und der Alkohol 1l-41 mit einer guten Ausbeute von 89%
erhalten.[?®¥l Gegenliber der klassischen Verseifung besitzt diese Methode den Vorteil,

dass Natriummethanolat nur in katalytischen Mengen eingesetzt werden muss.

Der Alkohol 11-41 sollte anschlieRend mit dem Naphthol-Derivat 1l-45 verethert werden.
Die gangige Art und Weise, die C6-Position zu verethern, ist die Mitsunobu-Reaktion.[265]
Aufgrund des Einsatzes von Triphenylphosphan ist diese Reaktion jedoch unvertraglich
mit dem Azid, da Triphenylphosphan Azide zu den entsprechenden Aminen reduziert.
Daher wurde der Alkohol 11-41 im ersten Schritt trifliert und anschlieRend substituiert. Uber
die Substitution mit dem Alkohol 1I-45 wurde keine Umsetzung zu dem gewilinschten
Produkt beobachtet. Es wurde vermutet, dass die Benzylschutzgruppe der C4-Position
und die sperrige TIPS-Schutzgruppe der Dreifachbindung sterisch zu anspruchsvoll sind.
Daher wurde der Alkohol 11-41 mit Naphthol zu der Verbindung 1l-42 verethert. Das Azid
wurde ohne Aufreinigung Uber die Staudinger-Reduktion mit Trimethylphosphan zu dem
Amin 11-43 umgesetzt. Dieses wurde mit einer Ausbeute von 31% Uber drei Schritte
isoliert. Aufgrund der ahnlichen RrWerte des Amins 11-43 und dem
Triphenylphosphanoxid als Nebenprodukt wurde Trimethylphosphan eingesetzt.
Bedauerlicherweise wurde zum Ende der Promotion die Substanz 11-43 nicht mehr in

ausreichenden Mengen erhalten.

Das Naphthol-Derivat 1I1-45 wurde aus dem Diol 11-44 durch die Umsetzung mit
(Chlormethyl)methylether (MOM-CI) und DIPEA in 70% Ausbeute erhalten (Schema

32).12681 AnschlieRend wurde das geschlitzte Derivat 11-45 mit Kaliumfluorid umgesetzt.
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Schema 32: Selektive Schiitzung des Diols II-44. a) MOM-CI, DIPEA, DCM, RT, 10 min, 70%. b) KF, DMF,
RT, 17 h, 72%.

Die NMR-Analyse belegte jedoch die Bildung des Trizyklus 1l-47 anstelle des
gewulnschten Alkins 11-46 (Abb. 73). Statt des erwarteten Singuletts der Hydroxygruppe,
das keine Kopplung in dem HSQC-Spektrum aufweist, zeigen alle Signale eine 'J-
Kupplung innerhalb des HSQC-Spektrums. Ein weiterer Beleg fur die Bildung von der
Verbindung 11-47 ist die 3Jse-Kopplung zwischen dem H-5 und dem H-6 im COSY-
Spektrum. Diese tritt im COSY-Spektrum der Alkohols 11-46 zwischen der CH- und OH-
Gruppe nicht auf. Auch die Umsetzung des TIPS-geschitzten Alkins 11-45 mit TBAF
lieferte das trizyklische Produkt 11-47. Die katalysierte Zyklisierung zwischen einer
Hydroxygruppe und einem Alkin ist in der Literatur ausgiebig beschrieben. Allerdings 1auft

diese vorwiegend mit Metallkatalysatoren bei hohen Temperaturen ab.[267268]
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Abb. 73: 'H-, COSY- und HSQC-Spektrum der Verbindung 11-46.

Der Glykosyldonor 11-31 wurde bei der Synthese der zweiten Hybridsubstanz mit
5-Cyano-3-hydroxypyridine zum Glykosid 1l-48 umgesetzt. Im Gegensatz zur Umsetzung
mit dem Alkohol 11-33 blieb die Reaktion nicht auf der Stufe des Orthoesters stehen,

6.0 ppm

sondern lieferte im weiteren Verlauf das 1,2-trans-Produkt 11-48 in 57% Ausbeute.

FiUr die EinfUhrung des zweiten MRTX-Substituenten sollte die C6-Position entschutzt
werden. Die Zemplen-Methode hatte eine Entschutzung aller Acetylgruppen zur Folge.
Zwar ist die selektive C6-Adressierung bei ungeschitzten Hexosen moglich,l?69 die

Madglichkeit fir Nebenreaktion besteht allerdings dennoch. REN et al. berichten von einer

iodbasierten C6-Entschiitzung bei einer Reihe von Nukleosiden und Hexosen.[?"0l
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Schema 33: Synthese des Amins II-51. a) 5-Cyano-3-hydroxypyridine, AgOTf, Molsieb,
DCM, -20 °C — RT, 17 h, 57%; b) Iz, MeOH, 70 °C, 17 h, 77%; c) Pyridin, TsCl, DCM, -20 °C, 2 h; d)
1-Naphtol, NaH, DMF, RT, 17 h, 19% uber zwei Schritte; e) MesP, H20, THF, 50 °C, 2 h, 82%.

Diese basiert auf einer lodspezies, die aufgrund des sterischen Anspruchs von lod
ausschlieBlich an der C6-Position ausgebildet werden kann (Abb. 74). Uber diese

Methode wurde der Alkohol 11-49 in einer Ausbeute von 77% isoliert.

(@] /I

)J\ -
Hae 40
’ ’/‘( /N

H3C
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o "OAc N

H3C /I §N3

Abb. 74: Schematische Darstellung der iodinduzierten C6-selektiven Deacetylierung.

Im Folgenden wurde nach der Tosylierung auch bei dem Alkohol 11-49 keine Substitution
gegen den Alkohol 11-45 beobachtet. Alternativ wurde auch bei dem zweiten Zuckerhybrid
der Naphthol-Substituent an der C6-Position mit einer geringen Ausbeute von 19% Uber
zwei Schritte eingefiihrt. Uber die Staudinger-Reduktion wurde das Azid 11-50
anschliefend mit Trimethylphosphan in das entsprechende Amin 1I-51 in 82% Ausbeute

Uberfuhrt. Ebenso wie zuvor schon bei der Verbindung 11-43 mussten auch die Arbeiten
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zu dem Amin 11-51 aus zeitlichen Griinden aufgrund des Endes der Promotion eingestellt

werden.
8. Zusammenfassung und Ausblick

Im zweiten Projekt dieser Dissertation wurde mit Hilfe verschiedener in silico-Techniken
nach aquivalenten Scaffolds fur die Benchmark-Verbindung MRTX1133 (1-19) gesucht.
Zunachst wurde aus dem Hexose-Scaffold und einer gefilterten Auswahl von 1485
Bromiden aus der Chembl-Datenbank eine in silico-Bibliothek von 2205225 einzigartigen
trisubstituierten Kohlenhydraten konstruiert. Der Vergleich der klassischen ADME-
Parameter (molekulare Masse, Anzahl der rotierbaren Bindungen, Anzahl an
Wasserstoffbricken-Donoren und Akzeptoren, Anzahl der Ringsysteme, SLogP und PMI)
der erstellten Bibliothek mit der hauseigenen LDC/Chembl-, der Drugbank-Datenbank
sowie zwei kommerziellen K-Ras-Inhibitor-Bibliotheken zeigte, dass die Zuckerbibliothek
wesentlich von den etablierten ADME-Parametern, insbesondere den RO5, abweicht.
Dagegen erflllt ein Grofteil der Verbindungen (92%) die fur Protein-Protein-
Wechselwirkungsinhibitoren aufgestellten RO4. Unter dem Aspekt, dass es sich bei der
Zucker-Bibliothek um grundlegend neue und modular variable Scaffolds handelt, wurde
diese als geeigneter Ausgangspunkt fur die Suche nach neuen K-Ras-Inhibitoren

angesehen.

Daher wurden im weiteren Verlauf der Arbeiten die ICso-Werte des NA®'?P-Assays mit
dem QSAR-Modell von B. NAVA HOER fur die erstellte Bibliothek vorhergesagt. In der
Analyse fielen die Verbindungen 1I-7 und 1I-12 mit ICso-Werten von 800 uMm bzw 904 pm
auf. Aufgrund der fehlenden Stereoisomerie des QSAR-Modells wurde die
vielversprechendste Konfiguration des Scaffolds Uber den Ligand Docking Ansatz
bestimmt. Die Analyse des MRTX-Hybrids lI-7 zeigte, dass die gluco-Konfiguration der
Verbindung mit einem DS von -14.7 kcal/mol das gunstigste Ergebnis der 32 mdglichen
Monosaccharide lieferte. Der DS des zweiten Derivats 11-12 lag mit -12.8 kcal/mol
ebenfalls in einem sehr vielversprechenden Bereich, sodass die beide Verbindungen fur

die Synthese ausgewahlt wurden.
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DS (7RPZ): -14.7 kcal/mol DS (7RPZ): -12.5 kcal/mol

Abb. 75: In silico-Ergebnisse der ICso(NA%'2P) Vorhersage und der Docking Analyse

In der ersten Syntheseroute wurde ausgehend von D-Glucose das orthogonal geschitzte
Allosederivat 11-24 Gber funf Stufen mit einer Ausbeute von 22% gewonnen. Allerdings
konnte auch Uber die Aktivierung des sekundaren Amins der verbrickte Piperazinring an

der C3-Position nicht eingeflhrt werden (Schema 34).

OH o 0. OAll
OH 5 Stufen o O «OAl )\ ] ]
—, —#> Ph oV "Bz
HO" > "“OH P 0" Y 0Bz N
OH I-24 OH 11-25 @
11-19 N
Boc

Schema 34: Syntheseroute zu dem orthogonal geschutzten Glycosederivat 11-24.

In der zweiten Syntheseroute wurde ausgehend von D-Glucose zunachst eine Azidgruppe
an der C3-Position eingefiihrt. Uber eine Glykosylierungsreaktion sollten wurden im
weiteren Verlauf der Pyrrolizidin- und der Pyridin-Substituent an der anomeren Position
stereoselektiv eingefuhrt. Bei der Einfuhrung des Neopentylalkohols war die
Schutzgruppenstrategie  von entscheidender  Bedeutung. Wahrend eine
Acetylschutzgruppe an der C2-Position ausschlieRlich den Orthoester lieferte, wurde mit
der Benzylschutzgruppe das O-Glykosid erhalten. Durch die selektive C6-Entschitzung
und die darauffolgende Veretherung wurden die beiden zweifach substituierten
Glucosederivate 11-43 und 1I-51 mit je 3% Uber 15 bzw. 13 Stufen erhalten (Schema 35).
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OH 15 Stufen

T
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Schema 35: Syntheseroute zu den trifunktionalisierten Glucosederivaten 11-43 und 11-51.

Auf diese Weise wurde ein grundlegender Syntheseweg fir die Einfihrung von zwei der
drei Substituenten an dem Glucosescaffold. Abhangig von den jeweils einzufuhrenden
Substituenten kann die Schutzgruppenstrategie (Benzyl- oder Acetylschutzgruppen) des
modular aufgebauten Scaffolds angepasst werden. Im weiteren Verlauf kann das
zyklische Amin Uber eine Zyklisierungsreaktionen an der Aminogruppe aufgebaut
werden. Piperazine werden im Allgemeinen aus Stickstofflosten gewonnen. Des Weiteren
ist die Zyklisierung zu anderen Heterozyklen wie Pyrrolidin, Morpholin oder Thiazin
maglich. Im letzten Schritt missen dann die noch vorhandenen Schutzgruppen entfernt
werden (Schema 36).

Schema 36: Die restlichen Synthesestufen zu den Zielverbindungen.
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9. Experimenteller Teil

9.1 Allgemeiner Angaben zu Materialien und Methoden

Sofern nicht anders erwahnt wurden die Reaktionen unter atmospharischen
Bedingungen durchgefiihrt. Feuchtigkeits- oder sauerstoffempfindliche Reaktionen
wurden unter Schutzgasatmosphare durchgefuhrt. Die verwendeten Glasgerate wurden

davor im Trockenschrank getrocknet und nach dem Aufbau unter Vakuum ausgeheizt.
Losungsmittel und Chemikalien

Alle Chemikalien wurden von den Firmen ABCR, Alfa Aesar, BLD, Chempur, Enamine,
Fisher Scientific, Fluorochem, Merck, Sigma-Aldrich, TCI, Thermo Scientific oder VWR
bezogen und ohne weitere Aufarbeitung verwendet. Fur die Synthesen, Extraktionen und
saulenchromatographischen Aufreinigungen wurden die trockenen Losungsmittel direkt
erworben, oder die technischen Losungsmittel wurden nach Ublichen Methoden gereinigt
und getrocknet. Fur metallkatalysierte Kupplungen wurden die Losungsmittel mind. 5 min
mit Helium entgast. Wassrige Losungen wurden mit einer Lyophille der Marke Zirbus
(GOT 2000) gefriergetrocknet.  Mikrowellenreaktionen  wurden mit einem

Mikrowellenreaktor der Marke CEM Discover System durchgefihrt.
Dinnschichtchromatographie

Reaktionsfortschritte und Fraktionen der Saulenchromatographie wurden per
Dunnschichtchromatographie Uberpruft. Dazu wurden Aluminium basierte Platten der
Firma ALUGRAM (SIL G/UV254) verwendet. Die Substanzen wurden entweder Uber
Fluoreszenz (A = 254 nm) oder durch Anfarbung detektiert. Die Platten wurden dazu in

die Farblosung getaucht und anschlief3end erhitzt (~ 300 °C).

Kaliumpermanganat-Losung (3.0 g K2MnO4, 20 g K2CO3s, 5 mL 5%ige NaOH, 300 mL

Wasser)

Cer-Molybdatphosphorsaure-Lésung (5.0 g Molybdatphosphorsaure, 200 mL Wasser,
16 mL konz. H2S0O4, 2.0 g Ce(S04)2)

Ninhydrin-Lésung (1.5 g Ninhydrin, 100 mL n-BuOH, 3.0 mL AcOH)
Saulenchromatographische Aufreinigungen

Die saulenchromatographische Aufreinigung erfolgte an Kieselgel der Firma Macherey-
Nagel (0.04 - 0.063 mm) oder mit einem puriFlash® XS 420 der Marke Interchim unter

Verwendung von vorgepackten Kieselgelkartuschen (PF-15SIHP) jeweils mit destillierten
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Ldsungsmitteln. Flr reverse Phase Chromatographie wurde das Gerat puriFlash® 4250
von Interchim mit deren Kartuschen des Typs PF-15C18AQ oder eine praperative HPLC-
Saule von Macherey-Nagel des Typs SP 250/21 NUCLEODUR 100-5C 18 ec

verwendet. Die verwendeten Losungsmittel besallen HPLC-Qualitat.
HPLC/MS-Messungen

Fir die Aufnahme der HPLC/MS-Spektren kamen ein Shimadzu Prominence-i LC-
2030C 3D Plus gekoppelt mit einer Shimadzu LCMS-2020 (Methode 1) sowie ein
Agilent 1100 Serie gekoppelt einem Bruker micrOTOF-Spektrometer (Methode 2) zum
Einsatz. Durch interne Standards wurde die Retentionszeit eingestellt. Fir die Methode
1 kamen folgende S&ulen zum Einsatz: Restek Raptor ARC-18(1.8 um, 90 A,
50x2.1 mm); Macherey-Nagel EC NUCLEODUR C18 Gravity-SB (1.8 ym, 110 A,
50x2 mm). Methode 2 beinhaltet die Saule: MZ Analysetechnik PerfectSil Target ODS-3
HD (5 um, 100 A, 100x4.6 mm). Die Reinheit der Produkte wurde aus den HPLC-

Spektren abgeleitet und betragt, sofern nicht anders vermerkt, 299%.

Methode 1: Temp.: 40°C, Flow: 0.4 mL/min, Inj. Vol.: 10 uL, Solvent A: H20+FA = 1000/1,
Solvent B: MeCN+FA, Program: 95/5 to 5/95 over 13 min, 5/95 to 95/5 over 1 min, 95/5

over 2 min.

Methode 2: Temp.: RT, Flow: 1.5 mL/min, Inj. Vol.: 5L, Solvent A: Aq. NH4OAc
(6.0 mM), Solvent B: MeCN, Program: 90/10 to 5/95 over 14 min, 5/95 over 10 min, 5/95
to 90/10 over 2 min, 90/10 over 4 min.

NMR-Spektroskopie

Die 'H und "3C Spektren der Substanzen wurden bei 298 K mit folgenden Geraten

aufgenommen:
Bruker Avance - 400 "H NMR (400 MHz) 3C NMR (100 MHz)
Bruker Avance III - 600 "H NMR (600 MHz) 3C NMR (150 MHz)

Chemische Verschiebungen wurden auf das Proton oder den Kohlenstoff des

verwendeten Losungsmittels referenziert:

CDCl3 H 7.26 ppm (s) 13C 77.2 ppm (t)
MeOD-ds H 3.31 ppm (quint) 13C 49.0 ppm (sept)
DMSO-ds H 2.51 ppm (quint) 13C 39.5 ppm (sept)
Aceton-ds H 2.05 ppm (s) 13C 29.8 ppm (s)
MeCN-d3 H 1.94 ppm (s) 13C 1.32 ppm (s)

147



9. Experimenteller Teil

Die Daten entsprechen dem folgenden Format: chem. Versch. (&) (Multiplizitat:
s = Singulett, d = Dublett, dd = Doppel Dublett, t = Triplett, g = Quartett, quin = Quintett,
sept = Septett, m = Multiplett; Kopplungskonstante in Hertz (Hz), Integral, Zuordnung).
Die Zahlweise der Kohlenstoffe ist dabei nicht nach IUPAC, sondern willktrlich gewahlt

worden.
Massenspektrometrie

Fur die Ermittlung der massenspektroskopischen Daten wurde ein Gerat der Firma
Bruker (micrOTOF) verwendet und Uber ESI oder APCI ionisiert.

Infrarot (IR) Spektroskopie

IR-Spektren wurden mit einem Gerat der Marke Bruker Alpha FT-IR-Spektrometer
aufgenommen. Dabei wurden Ole als dinner Filmvermessen, wahrend Feststoffe mit

einem Diamantstempel gepresst wurden.
In silico-Berechnungen
Die computerchemischen Berechnungen wurden mit folgender Hardware durchgefthrt:

a) Intel® Core™ i9-7960X CPU @2.80 GHz, 64.0 GB RAM, NVIDIA GeForce GT 1030,

Windows 10 or

b) Intel® Core™ i9-7960X CPU @2.80 GHz, 62.5 GB RAM, NVIDIA GeForce GTX 1080,
Ubuntu 16.04.5 LTS.

Als Software wurden KNIME (Version 5.3.2) sowie Schrodinger Maestro suite version
11.5.022, release 2018-1 verwendet.

9.2 Synthesevorschriften
9.2.1 Projekt A: Synthese (hetero-)zyklen-basierter Inhibitoren
9.2.1.1 Aliphatische Pyridazinontetrazole

cis-2-(3-Methoxybenzoyl)cyclohexan-1-carbonsaure (1-40, KKS-013)[125]
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3-Bromanisol (3.40 mL, 26.7 mmol) wurde unter Ar-Atmosphare in trockenem THF
(70.0 mL) gelést und bei -90 °C mit 1.9 M Butyllithium in Cyclohexan (17.0 mL,
32.2 mmol) versetzt. Die Losung wurde 2 h bei -90 °C geruhrt, danach unter Ar-
Atmosphare langsam zu einer Losung von 1,2-Cyclohexandicarbonsaureanhydrid
(5.05 g, 32.8 mmol) in trockenem THF (70 mL) getropft und 2 h bei gleicher Temperatur
gerthrt. Die Reaktionslésung wurde langsam auf RT erwarmt und mit Ethylacetat
verdunnt. Die org. Phase wurde nacheinander mit 1 M HCI (2x 30 mL) und ges. NaCl-
Lsg. (3x 30 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 30 mL)
extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach
wurde filtriert und das Ldsungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an C18 (Wasser/Acetonitril, 9:1 — 1:9) aufgereinigt, wodurch

ein farblos-kristalliner Feststoff (3.55 g, 13.5 mmol, 51 %) erhalten wurde.

1H-NMR: (400 MHz, CDCls): & = 10.30 (s, 1H, COOH), 7.46-7.31 (m, 3H, H-3, H-5, H-6),
7.08 (d, 3J16 = 8.1 Hz, 1H, H-1), 5.24 (d, 3J2,1 = 1.6 Hz, 1H, H-2), 3.93-3.78 (m, 4H, H-8,
H-15), 2.78-2.65 (m, 1H, H-9), 1.86-1.71 (m, 8H, H-11, H-11, H-12, H-13) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, CDCla): & = 202.1 (C-7), 180.4 (C-14), 160.1 (C-2), 137.8 (C-4)
(C-14), 119.3 (C-1), 129.5 (C-3), 120.7 (C-5), 114.6 (C-1), 112.7 (C-6), 55.6 (C-8), 56.0
(C-16), 44.2 (C-15), 42.6 (C-9), 27.7, 25.1, 24.4, 22.5 (C-11, C-11, C-12, C-13) ppm;

LCMS: tr= 7.334 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 263.05 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 285.1095 [M+Na]* (ber. m/z = 285.1097 fur [M+Na]*);
IR (ATR): V = 2931, 2856, 1698, 1258, 1169, 739 cm™".

cis-4-(3-Methoxyphenyl)-4a,5,6,7,8,8a-hexahydrophthalazin-(2H)-on (I-39, KKS-014)[125]

KKS-013 (1-40, 2.32 g, 8.87 mmol) wurde in Ethanol (50.0 mL) gelést und mit Hydrazin
Monohydrat (1.43 mL, 29.3 mmol) versetzt. Nach 12h bei Reflux wurde das

Ldsungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an
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Kieselgel (Cyclohexan/Aceton, 8:2) aufgereinigt und ein farblos-kristalliner Feststoff
(2.11 g, 8.18 mmol, 92 %) erhalten.

1H-NMR: (400 MHz, CDCls): & = 9.18 (s, 1H, NH), 7.39-7.25 (m, 3H, H-3, H-5, H-6),
7.00-6.94 (m, 1H, H-1), 3.85 (s, 3H, H-15), 3.15-3.09 (m, 1H, H-8), 2.87-2.51 (m, 2H, H-9,
H-10"), 1.86-1.71 (m, 7H, H-10, H-11, H-12, H-13) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, CDCl3): & = 169.8 (C-14), 159.9 (C-2), 154.3 (C-7), 135.8 (C-4),
129.7 (C-3), 118.1 (C-5), 115.8 (C-1), 111.2 (C-6), 55.3 (C-15), 36.3 (C-9), 36.0 (C-8),
25.4,24.3,23.3,21.9 (C-11, C-11, C-12, C-13) ppm;

LCMS: tr= 7.351 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 259.17 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 281.1255 [M+Na]* (ber. m/z = 281.1260 fiir [M+Na]*);
IR (ATR): V = 3197, 2928, 2851, 1668, 1610, 777 cm™".

cis-2-Cycloheptyl-4-(3-methoxyphenyl)-4a,5,6,7,8,8a-hexahydrophthalazin-(2H)-on
(1-48, KKS-015)123]

22
21

20

19
18

KKS-014 (I-39, 232 mg, 898 pmol) wurde unter Ar-Atmosphéare in trockenem DMF
(1.50 mL) geldst und bei RT mit Natriumhydrid (105 mg, 262 pmol) versetzt. Nach 2 h
wurde Cycloheptylbromid (248 uL, 179 umol) zugegeben und weitere 17 h bei RT
geruhrt. Die Reaktionslésung wurde mit Ethylacetat verdiinnt, nacheinander mit 1 m HCI
(2x 30 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 5 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen
mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden uber
Magnesiumsulfat getrocknet, danach wurde filtriert und das Lésungsmittel i. Vak. entfernt.
Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat,
9:1 — 1:1) aufgereinigt, wodurch ein farblos-kristalliner Feststoff (163 mg, 460 uymol,

51 %) erhalten wurde.
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1H-NMR: (400 MHz, CDCls): & = 7.43-7.40 (m, 1H, H-6), 7.40-7.31 (m, 2H, H-3, H-5),
6.98-6.91 (m, 1H, H-1), 4.93-4.77 (m, 1H, H-16), 3.88 (s, 3H, H-15), 3.17-2.95 (m, 1H,
H-8), 2.71-2.51 (m, 2H, H-9, H-10"), 2.10-1.77 (m, 19H, H-10, H-11, H-12, H-13, Hheptyl)
ppm;

13C-NMR: (100 MHz, CDCls): & = 166.0 (C-14), 159.8 (C-2), 152.4 (C-7), 136.7 (C-4),
129.5 (C-3), 118.3 (C-5), 114.6 (C-1), 111.4 (C-6), 56.0 (C-16), 55.3 (C-15), 36.8 (C-9),
35.7 (C-8), 33.2, 33.0, 28.5, 28.4, 25.7, 25.0, 24.9, 24.3, 24.0, 22.0 (C-10, C-11, C-12,
C-13, C-17, C-18, C-19, C-20, C-21, C-22) ppm;

LCMS: tr= 11.699 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 355.15 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 377.2201 [M+Na]* (ber. m/z = 377.2199 fur [M+Na]*);
IR (ATR): V = 2924, 2853, 1286, 1041, 694 cm™".

cis-2-Cycloheptyl-4-(3-methoxyphenyl)-4a,5,6,7,8,8a-hexahydrophthalazin-(2H)-on
(1-35, KKS-018)[123]

21
20

KKS-015 (1-48, 98.7 mg, 281 ymol) wurde in DCM (2 mL) geldst und bei RT mit 1 m
Bromtribromid in DCM (500 pl, 500 umol) versetzt. Die Reaktionslésung wurde 17 h bei
RT geruhrt und danach mit Ethylacetat verdunnt. Die org. Phase wurde nacheinander mit
1 M HCI (2x 30 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 5 mL) gewaschen und die vereinten wassr.
Phasen mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden uber
Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat, 9:1
— 1:1) aufgereinigt und ein farblos-kristalliner Feststoff (85.2 mg, 251 ymol, 90 %)

erhalten.
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1H-NMR: (400 MHz, CDCls): & = 7.38-7.32 (m, 3H, H-1, H-5, H-6), 7.30-7.26 (m, 1H, H-3),
6.98-6.91 (m, 1H, H-1), 4.89-4.78 (m, 1H, H-16), 3.09-3.00 (m, 1H, H-8.), 2.73-2.53 (m,
2H, H-9, H-10"), 2.08-1.26 (m, 19H, H-10, H-11, H-12, H-13, Hheptyl) ppm:;

13C-NMR: (100 MHz, CDCl3): & = 166.4 (C-14), 156.1 (C-2), 152.8 (C-7), 136.8 (C-4),
129.7 (C-3), 118.1 (C-5), 116.6 (C-1), 112.8 (C-6), 56.3 (C-15), 36.7 (C-9), 35.6 (C-8),
33.2, 32.9, 28.3, 28.2, 25.6, 25.0, 24.9, 24.3, 24.0, 22.0 (C-10, C-11, C-12, C-13, C-16,
C-17, C-18, C-19, C-20, C-21) ppm,;

LCMS: tr= 10.024 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 341.10 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 363.2040 [M+Na]* (ber. m/z = 363.2043 fur [M+Na]");
IR (ATR): V = 3312, 2924, 2851, 1635, 1327, 614 cm™".

p-lodphenyl-1H-tetrazol (1-37, KKS-019)

p-lodbenzonitril (214 mg, 942 pmol), Natriumazid (69.6 mg, 1.07 mmol) und
Ammoniumchlorid (55.0 mg, 1.03 mmol) wurden unter Ar-Atmosphare in trockenem DMF
(1.50 mL) gel6st und 12 h bei 130 °C geruhrt. Die Reaktionslosung wurde auf 0 °C
gekuhlt und das Produkt mit Wasser ausgefallt, sodass ein braunlich-kristalliner Feststoff
(212 mg, 779 umol, 83 %) erhalten wurde.

TH-NMR: (600 MHz, DMSO): 3 = 7.99 (d, 3J34 = 7.8 Hz, 2H, H-3), 7.81 (d, 3J3,4 = 8.1 Hz,
2H, H-4) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, DMSO): & = 155.7 (C-1), 138.1 (C-3), 128.6 (C-4), 124.2 (C-2), 98.2
(C-5) ppm;

LCMS: tr= 6.100 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 272.85 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 270.9485 [M-H] (ber. m/z = 270.9486 fur [M-H]");

IR (ATR): ¥ = 1600, 1475, 1275, 1260, 764, 749 cm™".
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5-(4-(1H-Tetrazol-5-yl)phenyl)pent-4-in-1-ol (1-36, KKS-023)
4 3
N
/ N\
— 2 |

10 — /N
9 4 3 HN

5

HO

p-lodphenyl-1H-tetrazol (1-37, 404 mg, 1.48 mmol) wurde unter Ar-Atmosphare mit
4-Pentin-1-ol (200 pL, 2.14 mmol), PdCIl2(PPhs)2 (23.4 mg, 33.4 ymol), Kupfer(l)iodid
(5.65 mg, 29.7 umol) und Piperidin (300 pL, 3.03 mmol) in entgaster DMF/H20-Lsg.
(99:1, 10 mL) geldst und fur 17 h bei 85 °C geruhrt. Die Reaktionsldsung wurde mit
Ethylacetat verdunnt, nacheinander mit 1 M HCI (3x 5 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 20 mL)
gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 20 mL) extrahiert. Die
vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach wurde filtriert
und das Lésungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch
an Kieselgel (DCM/Ethanol, 1:0 — 1:1) aufgereinigt, sodass ein farbloser-kristalliner
Feststoff (286 mg, 1.25 mmol, 84 %) erhalten wurde.

1H-NMR: (600 MHz, DMSO): & = 7.36 (d, 3Js.4 = 8.2 Hz, 2H, H-3), 6.86 (d, 3J34 = 8.1 Hz,
2H, H-4), 3.55-3.52 (m, 2H, H-10), 2.53-2.51 (m, 2H, H-8), 1.74-1.70 (m, 2H, H-10) ppm:

13C-NMR: (150 MHz, DMSO): & = 162.1 (C-1), 132.1 (C-4), 127.0 (C-3), 126.0 (C-5),
123.4 (C-2), 93.3 (C-7), 79.8 (C-6), 59.4 (C-10), 31.4 (C-9), 15.4 (C-8) ppm;

LCMS: tr= 5.177 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 229.05 [M+H]* (100);
HR-APCI-MS: m/z = 229.1086 [M+H]* (ber. m/z = 229.1084 fir [M+H]*);

IR (ATR): V = 3248, 2987, 2945, 2871, 1441, 1059, 848, 542 cm™".
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(4aS,8aR)-4-(3-((5-(4-(1H-Tetrazol-5-yl)phenyl)pent-4-in-1-yl)oxy)phenyl)-2-cyclo-
heptyl-4a,5,6,7,8,8a-hexahydrophthalazin-1(2H)-on (I-22, KKS-029)

13

14

KKS-023 (1-36, 68.2 mg, 298 umol) wurde unter Ar-Atmosphare in trockenem DCM
(5.00 mL) geldst und bei RT mit Tosylchlorid (74.2 mg, 389 umol), DMAP (34.1 mg,
279 umol) und DIPEA (0.06 mL) versetzt. Nach 17 h bei RT wurde die Reaktionslésung
mit Ethylacetat verdinnt, nacheinander mit 1 m HCI (2x 5 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x
10 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 10 mL)
extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach
filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. KKS-018 (I-35, 83.6 mg, 245 pmol) wurde
unter Ar-Atmosphare in trockenem DMF (1 mL) gel6st und bei 0 °C mit Natriumhydrid
(13.3 mg, 334 pymol) versetzt. Nach 2 h bei RT wurde das Tosylat in DMF (2 mL) geldst
und langsam zu der Losung getropft. Nach 17 h bei RT wurde die Reaktionsldsung mit
Ethylacetat verdiinnt, nacheinander mit 1 M HCI (2x 5 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 10 mL)
gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert. Die
vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das
Lésungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an
Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat, 9:1 — 1:1) aufgereinigt und ein farblos-kristalliner
Feststoff (78.8 mg, 143 pmol, 48 %) erhalten.

1H-NMR: (400 MHz, CDCls): & = 8.15 (d, 3Jes20 = 8.3 Hz, 2H, H-29), 7.54 (d,
3J28.20 = 8.3 Hz, 2H, H-28), 7.46-7.31 (m, 3H, H-18, H-19, H-21), 7.05-6.96 (m, 1H, H-17),
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4.92-4.82 (m, 1H, H-9), 4.25-4.17 (m, 2H, H-22), 3.14-3.04 (m, 1H, H-3), 2.77-2.68 (m,
3H, H-2, H-24), 2.61-2.50 (m, 1H, H-5"), 2.21-2.10 (m, 2H, H-23), 2.08-1.11 (m, 19H, H-5,
H—6, H—7, H—8, Hheptyl) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, CDCl3): & = 166.9 (C-1), 159.2 (C-20), 156,6 (C-31), 153.9 (C-4),
136.8 (C-16), 132.4 (C-28), 129.7 (C-18), 127.3 (C-29), 127.0 (C-30), 123.0 (C-27), 118.6
(C-21), 115.8 (C-17), 112.4 (C-19), 92.3 (C-25), 81.0 (C-26), 66.7 (C-22), 56.4 (C-9), 36.7
(C-2), 35.5 (C-3), 28.2 (C-23), 33.2, 32.9, 28.5, 28.2, 25.6, 25.0, 24.7, 24.3, 24.0, 22.2
(C-5, C-6, C-7, C-8, C-10, C-11, C-12, C-13, C-14, C-15), 16.4 (C-24) ppm;

LCMS: tr= 12.118 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 515.15 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 573.2952 [M+Na]* (ber. m/z = 573.2948 fur [M+Na]*);
IR (ATR): V = 2926, 2852, 1605, 1570, 1196, 850, 836, 699 cm-'.

N,N-Dimethyl-p-iodbenzylamin (1-46, KKS-017)

p-lodphenylethanal (1.10 g, 4.75 mmol) wurde unter Ar-Atmosphare in trockenem DMF
(20 mL) geldst, bei RT mit Dimethylamin Hydrochlorid (580 mg, 7.12 mmol) und
Natriumtrisacetoxyborhydrid (3.00 g, 14.2 mmol) versetzt und 17 h bei RT geruhrt. Die
Reaktionslosung wurde mit Ethylacetat verdunnt, nacheinander mit 1 m HCI (3x 50 mL),
ges. NaHCOs-Lsg. (3x 50 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 50 mL) gewaschen und die
vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 50 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen
wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das Losungsmittel i. Vak.
entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an C18 (Wasser/Acetonitril,

9:1 — 1:9) aufgereinigt und ein farbloses Ol (1.16 g, 4.45 mmol, 94 %) erhalten.

1H-NMR: (600 MHz, CDCls): & = 7.82 (d, 3J12 = 8.2 Hz, 2H, H-2), 7.21 (d, 3J12 = 8.2 Hz,
2H, H-1), 4.71 (s, 2H, H-5), 2.82 (s, 6H, H-6) ppm;

3C-NMR: (150 MHz, CDCI3): & = 138.6 (C-2), 132.3 (C-1), 128.0 (C-4), 96.7 (C-3), 61.1
(C-5), 42.6 (C-6) ppm;

LCMS: tr= 3.568 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 261.85 [M+H]* (100);

HR-ESI-MS: m/z = 262.0092 [M+H]* (ber. m/z = 262.0087 fiir [M+H]");
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IR (ATR): V = 1670, 1167, 1122, 828, 791, 718, 507 cm™",

5-(4-((-N,N-Dimethylamino)benzyl)pentin-1-ol (1-47, KKS-020)

N

5
10 /N CH3 6
C

HO Ha
6

N,N-Dimethyl-p-lodbenzylamin (1-46, 154 mg, 590 pmol) wurde unter Ar-Atmosphare mit
4-Pentin-1-ol ( 64.3 uL, 694 pmol), PdCI2(PPhs)2 (9.50 mg, 13.5 ymol) und Kupfer(l)iodid
(4.50mg, 23.6 ymol) in entgastem TEA (3.00 mL) gel6st. Die Reaktionsldsung wurde fur
17 h bei 60 °C geruhrt, danach mit Ethylacetat verdinnt und nacheinander mit 1 m HCI
(83x 5 mL), ges. NaHCOs-Lsg. (3x 5 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 5 mL) gewaschen. Die
vereinten wassr. Phasen wurden mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert und die vereinten
org. Phasen wurden tber Magnesiumsulfat getrocknet. Dachach wurde filtriert und das
Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an
Kieselgel (DCM/Ethanol, 1:0 — 1:1) aufgereinigt, sodass ein oranges Ol (102 mg,
470 ymol, 80 %) erhalten wurde.

1H-NMR: (600 MHz, CDCls): & = 7.41 (d, 3J12 = 8.1 Hz, 2H, H-2), 7.35 (d, 312 = 8.1 Hz,
2H, H-1), 4.13 (s, 2H, H-5), 3.77 (t, 3J10.11 = 6.2 Hz, 2H, H-11), 2.73 (s, 6H, H-6), 2.52 ({,
3Jo,10 = 7.0 Hz, 2H, H-13), 1.84 (quint, 3Jo,10 = 3J10,11 =6.6 Hz, 2H, H-10) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, CDCl3): & = 132.4 (C-2), 130.7 (C-1), 127.9 (C-3), 126.3 (C-4), 91.9
(C-8), 80.0 (C-7), 61.4 (C-11), 60.7 (C-5), 42.1 (C-6), 31.3 (C-10), 16.1 (C-9) ppm;

LCMS: tr= 3.321 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 218.15 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 218.1538 [M+H]* (ber. m/z = 218.1539 fur [M+H]*);

IR (ATR): V = 3334, 2942, 2863, 2817, 2775, 1508, 838, 806, 539 cm™".
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(4aS,8aR)-2-Cycloheptyl-4-(3-((5-(4-((dimethylamino)methyl)phenyl)pent-4-in-1-
yl)oxy)phenyl)-4a,5,6,7,8,8a-hexahydrophthalazin-1(2H)-on (I-31, KKS-022)

32 31 29

1

14

KKS-020 (1-47, 124 mg, 574 ymol) wurde unter Ar-Atmosphare in trockenem DCM
(5.00 mL) geldst und bei RT mit Tosylchlorid (115 mg, 605 umol), DMAP (76.6 mg,
627 ymol) und DIPEA (61.0 pL) versetzt. Nach 17 h bei RT wurde die Reaktionslosung
mit Ethylacetat verdunnt, mit ges. NaCl-Lsg. (5x 10 mL) gewaschen und die vereinten
wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden
uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das Lésungsmittel i. Vak. entfernt.
KKS-018 (I-35, 122 mg, 360 pmol) wurde in trockenem DMF (1 mL) geldst und bei 0 °C
mit Natriumhydrid (10.8 mg, 451 pmol) versetzt. Nach 2 h bei RT wurde das Tosylat in
DMF (2 mL) gel6st und langsam zu der Losung getropft. Die Losung wurde 17 h bei RT
geruhrt und danach mit Ethylacetat verdinnt. Nacheinander wurde die org. Phase mit
ges. NaCl-Lsg. (3x 5 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat
(3x 10 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat
getrocknet, danach filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat, 9:1 — 1:1) aufgereinigt,

wodurch ein orangener Schaum (122 mg, 226 umol, 63 %) erhalten wurde.

'H-NMR: (600 MHz, CDCl3): & = 7.43-7.21 (m, 7H, H-17, H-18, H-21, H-28, H-29),
7.02-6.93 (m, 1H, H-19), 4.87-4.79 (m, 1H, H-9), 4.25-4.11 (m, 2H, H-22), 3.44 (s, 2H,
H-31), 3.10-3.02 (m, 1H, H-3), 2.71-2.62 (m, 3H, H-2, H-24), 2.61-2.53 (m, 1H, H-5"), 2.62
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(s, 6H, H-32), 2.18-2.09 (m, 2H, H-23), 2.07-1.30 (m, 19H, H-5, H-6, H-7, H-8, Hhepty!)
ppm;

13C-NMR: (150 MHz, CDCl3): & = 166.2 (C-1), 159.2 (C-20), 152.5 (C-4), 138.2 (C-30),
136.7 (C-16), 131.4 (C-28), 129.5 (C-21), 129.0 (C-29), 122.5 (C-27), 118.3 (C-17), 115.2
(C-19), 112.2 (C-18), 88.7 (C-25), 81.1 (C-26), 66.5 (C-22), 63.9 (C-31), 55.9 (C-9), 45.2
(C-32), 36.7 (C-2), 35.6 (C-3), 28.5 (C-23), 33.0, 32.8, 28.3, 28.0, 25.5, 25.0, 24.7, 24.3,
24.0,21.9 (C-5, C-6, C-7, C-8, C-10, C-11, C-12, C-13, C-14, C-15), 16.2 (C-24) ppm;

LCMS: tr= 9.733 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 540.20 [M+H]* (100)
HR-ESI-MS: m/z = 540.3587 [M+H]* (ber. m/z = 540.3585 fur [M+H]").
IR (ATR): V = 2926, 2854, 2815, 1658, 1265, 728, 694 cm™".

2-Cycloheptyl-4-(3-methoxyphenyl)-5,6,7,8-tetrahydrophthalazin-1(2H)-on (1-55,
KKS-032)[137]

15
ch/

22
21

20
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KKS-015 (1-48, 0.393 g, 1.10 mmol) und Kupfer(ll)chlorid (0.332 g, 2.47 mmol) wurden
fur 17 h bei Reflux in MeCN (7.00 mL) gerthrt. Die Reaktionslosung wurde mit
Ethylacetat verdinnt, mit ges. NaCl-Lsg. (3x 10 mL) gewaschen und die vereinten wassr.
Phasen mit Ethylacetat (3x 20 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden uber
Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat, 4:1)

aufgereinigt und ein farblos-kristalliner Feststoff (0.339 g, 0.963 mmol, 87 %) erhalten.

1H-NMR: (600 MHz, CDCla): & = 7.39 (t, 3J6.1 = 3J65 = 7.9 Hz, 1H, H-6), 7.03-6.98 (m, 2H,
H-1, H-5), 6.96 (s, 1H, H-3), 5.23-5.12 (m, 1H, H-16), 3.88 (s, 3H, H-15), 2.70 (t,
3J1011 = 6.12 Hz, 2H, H-10), 2,49 (t, 3J12.13 = 5.09 Hz, 2H, H-13), 2.04-1.94 (m, 4H, H-11,
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Hheptyl), 1.87-1.75 (m, 4H, H-12, Hheptyl), 1.73-1.63 (m, 4H, Hheptyl), 1.63-1.54 (m, 4H,
Hheptyr) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, CDCl3): & = 159.9 (C-14), 159.4 (C-2), 148.2 (C-7), 139.2, 137.1
(C-8, C-9), 137.3 (C-4), 129.4 (C-6), 121.2 (C-1), 115.1 (C-3), 113.9 (C-5), 59.8 (C-16),
55.2 (C-15), 27.5 (C-13), 23.9 (C-10), 33.6, 27.8, 24.8, 23.9, 21.5, 21.1 (C-11, C-12, C-17,
C-18, C-19, C-20, C-21, C-22) ppm;

LCMS: tr= 10.984 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 353.10 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 375.2046 [M+Na]" (ber. m/z = 375.2043 fur [M+Na]*);
IR (ATR): V = 2926, 2858, 1634, 1592, 1579, 1158, 729, 729 cm™".

cis-2-Cycloheptyl-4-(3-methoxyphenyl)-4a,5,6,7,8,8a-hexahydrophthalazin-(2H)-on
(1-56, KKS-034)137]

21
20

18 17

Methode 1: KKS-032 (I-55, 0.115g, 0.326 mmol) wurde unter Ar-Atmosphare in
trockenem DCM (3.00 mL) geldst und bei 0 °C mit 1 M Bortribromid (700 uL, 700 pmol)
versetzt. Nach 17 h bei RT wurde die Reaktionslosung mit Ethylacetat verdinnt, mit ges.
NaCl-Lsg. (3x 10 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x
10 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Gber Magnesiumsulfat getrocknet,
danach filtriert und das Ldsungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat, 9:1 — 1:1) aufgereinigt

und ein farblos-kristalliner Feststoff (85.3 mg, 0.252 mmol, 77 %) erhalten.

Methode 2: KKS-018 (I-35, 0.227 g, 0.667 mmol) und Kupfer(ll)chlorid (0.109 g,
0.818 mmol) wurden fur 17 h bei Reflux in MeCN (7.00 mL) gerthrt. Die Reaktionslésung
wurde mit Ethylacetat verdinnt, mit ges. NaCl-Lsg. (3x 10 mL) gewaschen und die

vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 20 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen
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wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das Lésungsmittel i. Vak.
entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an  Kieselgel
(Cyclohexan/Ethylacetat, 4:1) aufgereinigt, wodurch ein farblos-kristalliner Feststoff
(0.153 g, 0.452 mmol, 68 %) erhalten wurde.

1H-NMR: (400 MHz, CDCls): & = 7.34-7.28 (m, 1H, H-6), 7.02-6.99 (m, 1H, H-1),
6.95-6.90 (m, 1H, H-5), 6.89-6.85 (m, 1H, H-3), 5.19-5.1208 (m, 1H, H-15), 4.46 (s, H,
OH), 2.67 (t, 310,11 = 6.2 Hz, 2H, H-10), 2,45 (t, 3J12.13 = 5.9 Hz, 2H, H-13), 2.04-1.86 (m,
4H, H-11, Hheptyl), 1.85-1.70 (m, 4H, H-12, Hheptyl), 1.70-1.40 (m, 8H, Hheptyl) ppm:;

13C-NMR: (100 MHz, CDCls): & = 159.8 (C-14), 156.5 (C-2), 147.7 (C-7), 138.8, 136.9
(C-8, C-9), 137.6 (C-4), 129.4 (C-6), 120.8 (C-1), 116.0 (C-3), 115.9 (C-5), 59.3 (C-15),
27.5(C-13),24.0 (C-10), 33.6, 28.0, 24.9, 23.8, 21.7, 21.3 (C-11, C-12, C-16, C-17, C-18,
C-19, C-20, C-21) ppm;

LCMS: tr= 10.994 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 339.10 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 361.1886 [M+Na]* (ber. m/z = 361.1886 fir [M+Na]*);
IR (ATR): V = 3155, 2927, 2857, 1625, 1572, 712, 680 cm™".

4-(3-((5-(4-(1H-Tetrazol-5-yl)phenyl)pent-4-in-1-yl)oxy)phenyl)-2-cycloheptyl-
5,6,7,8-tetrahydrophthalazin-1(2H)-on (I-57, KKS-035)
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KKS-023 (I-36, 151 mg, 664 ymol) wurde unter Ar-Atmosphare in trockenem DCM
(5.00 mL) geldst und bei RT mit Tosylchlorid (130 mg, 686 umol), DMAP (75.8 mg,
620 umol) und DIPEA (0.05 mL) versetzt. Nach 17 h bei RT wurde die Reaktionslosung
mit Ethylacetat verdunnt, nacheinander mit 1 m HCI (2x 5 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x
10 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 10 mL)
extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach
filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. KKS-034 (1-56, 150 mg, 444 ymol) wurde
in trockenem DMF (1 mL) geldst und bei 0 °C mit Natriumhydrid (21.3 mg, 531 pmol)
versetzt. Nach 2 h bei RT wurde das Tosylat in DMF (2 mL) geldst und langsam zu der
Ldsung getropft. Die Losung wurde 17 h bei RT gerthrt, danach mit Ethylacetat verdiinnt
und nacheinander mit 1 M HCI (2x 5 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 10 mL) gewaschen. Die
vereinten wassr. Phasen wurden mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert und die vereinten
org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Danach wurde filtriert und das
Lésungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an C-18
(Acetonitril/Wasser, 95:5 — 5:95) aufgereinigt und ein farblos-kristalliner Feststoff
(0.173 g, 0.316 mmol, 71 %) erhalten.

TH-NMR: (600 MHz, CDCl3): & = 8.08 (d, 3J2820 = 8.0 Hz, 2H, H-29), 7.49 (d,
342820 = 8.1 Hz, 2H, H-28), 7.39 (t, 3J1s,19 = 7.8 Hz, 1H, H-18), 7.05-6.96 (m, 3H, H-17,
H-19, H-21), 5.21-5.13 (m, 1H, H-9), 4.24 (t, 3J223 = 6.1 Hz, 2H, H-22), 2.70 {,
8J2324 = 6.7 Hz, 2H, H-24), 2.69-2.65 (m, 2H, H-5), 2.49-2.44 (m, 2H, H-8), 1.96 (p,
842223 = 3J2324 = 6.3 Hz, 1H, H-23), 2.05-1.92 (m, 4H, Hheptyl), 1.83-1.73 (m, 4H, H-6,
Hheptyl), 1.70-1.65 (M, 4H, H-7, Hhepty), 1.60-1.48 (m, 4H, Hhepty!) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, CDCl): 5 = 160.2 (C-1), 158.7 (C-20), 156,1 (C-31), 149.0 (C-4),
139.6 (C-3), 137.1 (C-2), 136.9 (C-16), 132.3 (C-28), 129.6 (C-18), 127.4 (C-29), 126.7
(C-30), 123.4 (C-27), 118.6 (C-21), 115.8 (C-17), 112.4 (C-19), 92.2 (C-25), 80.6 (C-26),
66.4 (C-22), 59.9 (C-9), 28.2 (C-23), 27.8 (C-8), 24.1 (C-5), 33.7, 27.8, 24.8 (C-10, C-11,
C-12, C-13, C-14, C-15), 21.3 (C-7), 21.1 (C-6), 16.2 (C-24) ppm;

LCMS: tr= 11.527 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 549.10 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 547.2827 [M-H] (ber. m/z = 547.2827 fuar [M-H]");

IR (ATR): V = 2926, 2858, 1660, 1632, 1579, 1440, 846 cm™".
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5-(4-lodophenyl)-2-methyl-2H-tetrazol (KKS-096)
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KKS-019 (1-37, 500 mg, 1.84 mmol) wurde in trockenem DCM (10 mL) gel6st, mit
Methyliodid (126 pL, 2.02 mmol) und DIPEA (483 uL) versetzt und 2 h bei RT geruhrt.
Danach wurde die Reaktionslosung mit Ethylacetat verdinnt und nacheinander mit 1 M
HCI (2x 5 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 10 mL) gewaschen. Die vereinten wassr. Phasen
wurden mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert und die vereinten org. Phasen wurden Gber
Magnesiumsulfat getrocknet. Es wurde filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel
(Cyclohexan/Ethylacetat/Ethanol, 95:5:2 — 5:90:5) aufgereinigt und ein farblos-
kristalliner Feststoff (408 mg, 1.42 mmol, 78 %) erhalten.

1H-NMR: (600 MHz, DMSO): & = 7.94 (d, 3J34 = 8.3 Hz, 2H, H-3), 7.84 (d, 3J34 = 8.3 Hz,
2H, H-4), 4.43 (s, 3H, H-6) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, DMSO): 5 = 163.4 (C-1), 138.1 (C-4), 128.1 (C-3), 126.4 (C-2), 97.3
(C-5), 39.7 (C-6) ppm;

LCMS: tr= 8.048 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 286.90 [M+H]* (100);
HR-APCI-MS: m/z = 286.9789 [M+H]* (ber. m/z = 286.9788 flr [M+H]*);
IR (ATR): V = 2970, 1738, 1365, 1216, 830, 682, 507 cm™".

5-(4-(2-Methyltetrazol-5-yl)phenyl)pent-4-in-1-ol (I-44, KKS-110)

N
§N
8 R 1 |
5 2
7 6 \ N
10 [ N/ \ 11
9 4 3 (:;H3

HO

KKS-096 (1-43, 398 mg, 1.39 mmol) wurde unter Ar-Atmosphare mit 4-Pentin-1-ol
(160 pL, 1.71 mmol), PdCI2(PPh3)2 (36.4 mg, 51.9 ymol), Kupfer(l)iodid (15.3 mg,
80.7 ymol) und Piperidin (300 mL, 3.07 mmol) in entgastem DMF/H20-Lsg. (99:1, 10 mL)
gelést und fur 17 h bei 85 °C geruhrt. Die Reaktionslésung wurde mit Ethylacetat
verdinnt, nacheinander mit 1 M HCI (3x 20 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 20 mL)

gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 30 mL) extrahiert. Die
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vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das
Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an
Kieselgel (DCM/Ethanol, 1:0 — 4:1) aufgereinigt, wodurch ein farblos-kristalliner Feststoff
(287 mg, 1.19 mmol, 85 %) erhalten.

H-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 8.03-7.99 (m, 2H, H-3), 7.57-7.53 (m, 2H, H-4), 4.57 (t,
3Jo.10 = 5.1 Hz, 2H, H-10), 4.43 (s, 3H, H-11), 3.59-3.48 (m, 2H, H-8), 1.77-1.64 (m, 2H,
H-10) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, DMSO): & = 163.6 (C-1), 132.1 (C-4), 126.4 (C-3), 126.1 (C-5),
125.3 (C-2), 92.7 (C-7), 79.9 (C-6), 59.4 (C-10), 39.7 (C-11), 31.5 (C-9), 15.4 (C-8) ppm;

LCMS: tr= 6.504 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 243.00 [M+H]* (100);
HR-APCI-MS: m/z = 265.1059 [M+Na]* (ber. m/z = 265.1060 fir [M+Na]*);
IR (ATR): V = 3343, 2980, 1608, 1457, 1045, 848, 759, 539 cm™".

(4aS,8aR)-2-Cycloheptyl-4-(3-((5-(4-(2-methyl-2H-tetrazol-5-yl)phenyl)pent-4-in-1-
yl)oxy)phenyl)-4a,5,6,7,8,8a-hexahydrophthalazin-1(2H)-on (1-30, KKS-112)

/N§N
/

c—N

32 H3

13

14

KKS-110 (I-44, 80.0 mg, 0.330 mmol) wurde unter Ar-Atmosphare in trockenem DCM
(5.00 mL) geldst und bei RT mit Tosylchlorid (69.2 mg, 0.364 uymol), DMAP (44.3 mg,
0.363 mmol) und DIPEA (0.05 mL) versetzt. Nach 17 h bei RT wurde die Reaktionsldésung
mit Ethylacetat verdinnt, nacheinander mit 1 m HCI (2x 5 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x
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10 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 10 mL)
extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach
filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. KKS-018 (1-35, 123 mg, 0.362 mmol) wurde
in trockenem DMF (1 mL) geldst und bei 0 °C mit Natriumhydrid (15.9 mg, 0.397 mmol)
versetzt. Nach 2 h bei RT wurde das Tosylat in DMF (2 mL) geldst und langsam zu der
Lésung getropft. Die Losung wurde 17 h bei RT gerlhrt, danach mit Ethylacetat verdiinnt
und nacheinander mit 1 M HCI (2x 5 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 10 mL) gewaschen. Die
vereinten wassr. Phasen wurden mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert und die vereinten
org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Danach wurde filtriert und das
Lésungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an
Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat/Ethanol, 100:0:0 — 60:37:3) aufgereinigt und ein
farblos-kristalliner Feststoff (119 mg, 0.211 mmol, 64 %) erhalten.

1H-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 8.03-7.96 (m, 2H, H-29), 7.57-7.51 (m, 2H, H-28),
7.43-7.33 (m, 3H, H-17, H-18, H-21), 7.08-7.02 (m, 1H, H-19), 4.78-4.64 (m, 1H, H-9),
4.42 (s, 1H, H-32), 4.16 (t, 3J2223 = 6.1 Hz, 2H, H-22), 3.27-3.16 (m, 1H, H-3), 2.72-2.61
(m, 3H, H-2, H-24), 2.33-2.22 (m, 1H, H-57), 2.10-1.96 (m, 2H, H-23), 1.93-1.10 (m, 19H,
H-5, H-6, H-7, H-8, H-10, H-11, H-12, H-13, H-14, H-15) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, DMSO): & = 165.7 (C-1), 163.6 (C-31), 158.8 (C-20), 152.5 (C-4),
136.3 (C-16), 132.1 (C-28), 129.9 (C-18), 126.4 (C-29), 126.2 (C-30), 125.1 (C-27), 118.3
(C-21), 115.3 (C-17), 111.8 (C-19), 91.9 (C-25), 80.5 (C-26), 66.2 (C-22), 54.8 (C-9), 40.1
(C-32), 28.1 (C-23), 35.8, 34.3, 32.9, 32.6, 27.8, 24.8, 24.5, 23.9, 23.3, 21.7 (C-5, C-6,
C-7, C-8, C-10, C-11, C-12, C-13, C-14, C-15), 15.6 (C-24) ppm;

LCMS: tr= 13.791 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 563.10 [M-H] (100);
HR-ESI-MS: m/z = 587.3107 [M+Na]* (ber. m/z = 587.3105 fur [M+Na]*);
IR (ATR): V = 2980, 2925, 2853, 1658, 1264, 695 cm™.

Hydrazinbenzol (I-52, KKS-144)[135]

ZT

NH,

Zu einer Losung aus Anilin (1 mL, 11.0 mmol) in konzentrierter HCI (3.20 mL) wurde eine
Lésung aus Natriumnitrit (755 mg, 10.9 mmol) in Wasser (3.00 mL) gegeben. Nach
30 min bei 0 °C wurde eine Lésung aus Natriumsulfit (5.52 g, 44.0 mmol) in Wasser
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(20.0 mL) bei gleicher Temperatur langsam zugegeben. Die Suspension wurde auf 70 °C
erwarmt und nach 1 h wurden konzentrierte HCI (2.20 mL) zugegeben. Nach 17 h bei
gleicher Temperatur wurde erneut HCI (10 mL) zugegeben und die Reaktionsmischung
auf 0 °C gekuhlt. Der Niederschlag wurde filtriert, mit kaltem Wasser (2x 5 mL) und EE
(2x 5 mL) gewaschen und anschlief3end in EE suspendiert. Mit 5 M NaOH wurde ein pH-
Wert von 13 eingestellt, die Phasen getrennt und die wassrige Phase mit EE (4x 25 mL)
extrahiert. Die ver. org. Phasen wurden uber MgSO4 getrocknet und das LM i. Vak.

entfernt. Das erhaltene Produkt wurde ohne weitere Aufarbeitung direkt verwendet.

(4aS,8aR)-4-(3-Methoxyphenyl)-2-phenyl-4a,5,6,7,8,8a-hexahydrophthalazin-1(2H)-
on (I-53, KKS-148)

17

KKS-013 (1-40, 310 mg, 1.18 mmol) und KKS-144 (1-52, 153 mg, 1.42 mmol) wurden in
EtOH (12.0 mL) gel6st und 12 h bei Reflux geruhrt. Die Reaktionslosung wurde mit
Ethylacetat verdinnt und mit ges. NaCl-Lsg. (3x 5 mL) gewaschen und die vereinten
wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden
uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt.
Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 100:0 — 75:25)
aufgereinigt und ein weil3-kristalliner Feststoff (263 mg, 788 umol, 68 %) erhalten.

1H-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 7.55-7.49 (m, 2H, H-16), 7.47-7.36 (m, 5H, H-3, H-4,
H-6, H-17), 7.33-7.27 (m, 1H, H-18), 7.09-6.99 (m, 1H, H-2), 3.79 (s, 3H, H-19), 3.46-3.35
(m, 1H, H-8), 3.12-2.95 (m, 1H, H-13), 2.44-2.31 (m, 1H, H-12°), 1.82-1.26 (m, 7H, H-9,
H-10, H-11, H-12) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, DMSO): & = 167.3 (C-14), 159.5 (C-1), 154.2 (C-7), 141.5 (C-15),
135.7 (C-5), 129.8 (C-6), 128.3 (C-17), 126.2 (C-18), 125.0 (C-16), 118.6 (C-4), 115.3
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(C-2), 111.4 (C-3), 55.2 (C-19), 36.4 (C-13), 35.0 (C-8), 24.9, 24.5, 23.3, 21.6 (C-9, C-10,
C-11, C-12) ppm;

LCMS: tr= 10.089 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat)= 335.10 [M+H]* (100);
HR-APCI-MS: m/z = 335.1754 [M+H]* (ber. m/z = 335.1754 fir [M+H]*);
IR (ATR): ¥ = 2980, 1678, 1488, 1286, 1166, 690 cm™.

(4aS,8aR)-4-(3-hydroxyphenyl)-2-phenyl-4a,5,6,7,8,8a-hexahydrophthalazin-1(2H)-
on (I-54, KKS-152)

KKS-148 (1-53, 523 g, 1.59 mmol) wurde unter Ar-Atmosphare in trockenem DCM
(3.00 mL) gelést und bei 0 °C mit Aluminiumtrichlorid (2.12 mg, 15.9 mmol) versetzt.
Nach 17 h bei RT wurde die Reaktionslésung mit Ethylacetat verdiinnt, mit ges. NaCl-
Lsg. (3x 10 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 10 mL)
extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach
filtriet und das LoOsungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel (Petrolether/Ethylacetat, 100:0 — 3:1)

aufgereinigt und ein farblos-kristalliner Feststoff (496 mg, 1.55 mmol, 97 %) erhalten.

1H-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 9.60 (s, 1H, OH), 7.55-7.48 (m, 2H, H-16), 7.47-7.39
(m, 2H, H-17), 7.35-7.21 (m, 4H, H-3, H-4, H-6, H-18), 6.90-6.82 (m, 1H, H-2), 3.36-3.26
(m, 1H, H-8), 3.07-3.00 (m, 1H, H-13), 2.40-2.30 (m, 1H, H-12"), 1.80-1.25 (m, 7H, H-9,
H-10, H-11, H-12) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, DMSO): & = 167.3 (C-14), 157.6 (C-1), 154.3 (C-7), 141.6 (C-15),
135.6 (C-5), 129.8 (C-6), 128.4 (C-17), 126.3 (C-18), 125.2 (C-16), 118.6 (C-4), 117.1
(C-2), 112.4 (C-3), 36.4 (C-13), 35.1 (C-8), 25.0, 24.6, 23.3, 21.6 (C-9, C-10, C-11, C-12)
ppm;
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LCMS: tr= 8.333 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat)= 319.05 [M-H]- (100);
HR-ESI-MS: m/z = 319.1451 [M-H] (ber. m/z = 319.1452 fiir [M-H]),
IR (ATR): V = 3326, 2980, 1651, 1393, 1132, 693 cm™".

(4aS,8aR)-4-(3-((5-(4-(1H-Tetrazol-5-yl)phenyl)pent-4-in-1-yl)oxy)phenyl)-2-phenyl-
4a,5,6,7,8,8a-hexahydrophthalazin-1(2H)-on (1-29, KKS-173)

N

/

27

KKS-023 (I1-36, 70.0 mg, 306 umol) wurde unter Ar-Atmosphare in trockenem DCM
(5.00 mL) geldst und bei RT mit Tosylchlorid (64.3 mg, 337 umol), DMAP (41.2 mg,
337 umol) und DIPEA (0.05 mL) versetzt. Nach 17 h bei RT wurde die Reaktionslésung
mit Ethylacetat verdinnt, nacheinander mit 1 m HCI (2x 5 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x
10 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 10 mL)
extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach
filtriert und das Lésungsmittel i. Vak. entfernt. KKS-152 (1-54, 117 mg, 365 umol) wurde
in trockenem DMF (1 mL) gel6st und bei 0 °C mit Natriumhydrid (29.4 mg, 736 pmol)
versetzt. Nach 2 h bei RT wurde das Tosylat in DMF (2 mL) geldst und langsam zu der
Ldsung getropft. Die Losung wurde 17 h bei RT gerthrt, danach mit Ethylacetat verdinnt
und nacheinander mit 1 M HCI (2x 5 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 10 mL) gewaschen. Die
vereinten wassr. Phasen wurden mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert und die vereinten
org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Danach wurde filtriert und das

Ldsungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an
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Kieselgel (DCM/Methanol, 100:0 — 97:3) aufgereinigt und ein farblos-kristalliner Feststoff
(104 mg, 196 uymol, 64 %) erhalten.

1H-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 8.03-7.97 (m, 2H, H-3), 7.62-7.56 (m, 2H, H-4),
7.55-7.49 (m, 2H, H-26), 7.48-7.34 (m, 5H, H-13, H-14, H-16, H-27), 7.32-7.23 (m, 1H,
H-28), 7.11-7.03 (m, 1H, H-12), 4.15 (t, 3Jo.10 = 6.0 Hz, 2H, H-10), 3.43-3.33 (m, 1H,
H-18), 3.05-2.98 (m, 1H, H-23), 2.66 (t, 3Jss = 7.0 Hz, 2H, H-8), 2.40-2.28 (m, 1H, H-22"),
2.07-1.96 (m, 2H, H-9), 1.80-1.24 (m, 7H, H-19, H-20, H-21, H-22) ppm:;

13C-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 167.3 (C-24), 158.8 (C-11), 155.1 (C-1), 154.2 (C-17),
1415 (C-25), 135.7 (C-15), 132.2 (C-4), 129.9 (C-13), 128.3 (C-27), 127.1 (C-3), 126.2
(C-28), 125.8 (C-5), 125.1 (C-26), 123.5 (C-2), 118.7 (C-16), 115.7 (C-12), 112.2 (C-14),
92.5 (C-7), 80.3 (C-6), 66.2 (C-10), 36.4 (C-18), 35.0 (C-23), 27.8 (C-9), 24.8, 24.5, 23.3,
21.6 (C-19, C-20, C-21, C-22), 15.6 (C-8) ppm;

LCMS: tr= 10.841 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat)= 531.15 [M+H]* (100);
HR-APCI-MS: m/z = 531.2503 [M+H]* (ber. m/z = 531.2503 fir [M+H]*);
IR (ATR): V = 3444, 3063, 3015, 2969, 1738, 1677, 1023, 692 cm™.

(4aS,8aR)-2-isopropyl-4-(3-methoxyphenyl)-4a,5,6,7,8,8a-hexahydrophthalazin-
1(2H)-on (1-49, KKS-193)

KKS-014 (1-39, 404 mg, 1.56 mmol) wurde unter Ar-Atmosphare in trockenem DMF
(1.50 mL) gel6st und bei RT mit Natriumhydrid (52.5 mg, 2.19 mmol) versetzt. Nach 2 h
wurde Isopropylbromid (437 uL, 4.69 mmol) zugegeben und weitere 17 h bei RT gerlhrt.
Die Reaktionsldsung wurde mit Ethylacetat verdinnt, nacheinander mit 1 M HCI (2x
30 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 5 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit
Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden uber

Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das
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Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat,
100:0 — 4:1) aufgereinigt. Der erhaltene farblos-kristalline Feststoff (320 mg, 1.06 mmol,

68 %) wurde direkt weiter umgesetzt.

(4aS,8aR)-4-(3-hydroxyphenyl)-2-isopropyl-4a,5,6,7,8,8a-hexahydrophthalazin-
1(2H)-on (1-50, KKS-195)

KKS-193 (1-49, 266 mg, 719 uymol) wurde unter Ar-Atmosphare in trockenem DCM
(3.00 mL) gel6st und bei 0 °C mit Aluminiumtrichlorid (287 mg, 2.16 mmol) versetzt. Nach
17 h bei RT wurde die Reaktionslosung mit Ethylacetat verdinnt, mit ges. NaCl-Lsg. (3x
10 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 10 mL)
extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach
filtriert und das Ldsungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel (Petrolether/Ethylacetat, 100:0 — 75:25)
aufgereinigt und ein farblos-kristalliner Feststoff (178 mg, 623 umol, 59 % Uber zwei

Schritte) erhalten.

1H-NMR: (600 MHz, DMSO): 5 = 9.53 (s, 1H, OH), 7.34-7.15 (m, 3H, H-3, H-4, H-6), 6.87-
6.74 (m, 1H, H-2), 4.93 (sept, 3J1516 = 6.6 Hz, H-15), 3.21-3.11 (m, 1H, H-8), 2.75-2.67
(m, 1H, H-13), 2.39-2.26 (m, 1H, H-12"), 1.73-1.11 (m, 13H, H-9, H-10, H-11, H-12, H-16)
ppm;

13C-NMR: (125 MHz, DMSO): & = 166.1 (C-14), 157.5 (C-1), 152.6 (C-7), 136.1 (C-5),
129.6 (C-6), 116.6 (C-2), 112.2 (C-3), 45.4 (C-15), 35.9 (C-13), 34.5 (C-8), 24.9, 24.0,
23.3, 21.4 (C-9, C-10, C-11, C-12), 20.4, 20.0 (C-16), ppm;

LCMS: tr= 8.058 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat)= 287.10 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 287.1755 [M+H]" (ber. m/z = 287.1754 fir [M+H]*);

IR (ATR): V = 3182, 2970, 1738, 1656, 1362, 1023, 612 cm"".
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(4aS,8aR)-4-(3-((5-(4-(1H-Tetrazol-5-yl)phenyl)pent-4-in-1-yl)oxy)phenyl)-2-
isopropyl-4a,5,6,7,8,8a-hexahydrophthalazin-1(2H)-on (1-28, KKS-207)

N\NH

Y

KKS-023 (1-36, 86.1 mg, 377 uymol) wurde unter Ar-Atmosphare in trockenem DCM
(5.00 mL) gel6st und bei RT mit Tosylchlorid (71.9 mg, 377 pmol), DMAP (46.1 mg,
377 umol) und DIPEA (0.05 mL) versetzt. Nach 17 h bei RT wurde die Reaktionslésung
mit Ethylacetat verdinnt, nacheinander mit 1 M HCI (2x 5 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x
10 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 10 mL)
extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach
filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. KKS-195 (1-50, 90.0 mg, 314 pmol) wurde
in trockenem DMF (1 mL) gel6st und bei 0 °C mit Natriumhydrid (29.4 mg, 736 umol)
versetzt. Nach 2 h bei RT wurde das Tosylat in DMF (2 mL) geldst und langsam zu der
Ldsung getropft. Die Losung wurde 17 h bei RT geruhrt, danach mit Ethylacetat verdinnt
und nacheinander mit 1 M HCI (2x 5 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 10 mL) gewaschen. Die
vereinten wassr. Phasen wurden mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert und die vereinten
org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Danach wurde filtriert und das
Lésungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an
Kieselgel (DCM/Methanol, 100:0 — 97:3) aufgereinigt und ein farblos-kristalliner Feststoff
(101 mg, 245 umol, 65 %) erhalten.

1H-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 8.01 (d, 3J34 = 8.2 Hz, 2H, H-3), 7.61 (d, 3J34 = 8.2 Hz,
2H, H-4), 7.46-7.31 (m, 3H, H-13, H-14, H-16), 7.09-7.01 (m, 1H, H-12), 4.92 (hept,
3Jas26 = 6.6 Hz, 1H, H-5), 4.18 (t, 3Jo10 = 6.1 Hz, 2H, H-10), 3.30-3.17 (m, 1H, H-18),
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2.80-2.65 (m, 3H, H-8, H-23), 2.37-2.23 (m, 1H, H-22"), 2.14-1.97 (m, 2H, H-9), 1.72-1.09
(m, 12H, H-19, H-20, H-21, H-22, H-26) ppm:;

13C-NMR: (100 MHz, DMSO): & = 166.1 (C-24), 158.7 (C-11), 154.3 (C-1), 152.4 (C-17),
136.3 (C-16), 132.1 (C-4), 129.8 (C-13), 127.0 (C-3), 126.1 (C-5), 123.4 (C-2), 118.3
(C-16), 115.3 (C-12), 111.8 (C-14), 92.4 (C-7), 80.3 (C-6), 66.2 (C-10), 45.5 (C-25), 35.9
(C-23), 34.3 (C-18), 27.7 (C-9), 24.8, 23.9, 23.3, 21.6 (C-19, C-20, C-21, C-22), 20.0,
20.4 (C-26), 15.6 (C-8) ppm;

LCMS: tr= 10.789 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat)= 497.20 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 519.2478 [M+Na]* (ber. m/z = 519.2479 fur [M+Nal*);
IR (ATR): V = 2970, 1738, 1365, 1216, 527 cm™.

(4aS,8aR)-2-(5-(4-(1H-Tetrazol-5-yl)phenyl)pent-4-in-1-yl)-4-(3-methoxyphenyl)-
4a,5,6,7,8,8a-hexahydrophthalazin-1(2H)-on (I-59, KKS-172)

KKS-023 (I1-36, 86.0 mg, 376 ymol) wurde unter Ar-Atmosphare in trockenem DCM
(5.00 mL) gelést und bei RT mit Tosylchlorid (86.2 mg, 452 umol), DMAP (50.6 mg,
414 pmol) und DIPEA (0.07 mL) versetzt. Die Reaktionslésung wurde 17 h bei RT
geruhrt. Es wurde mit Ethylacetat verdunnt, nacheinander mit 1 m HCI (2x 5 mL) und ges.
NaCl-Lsg. (3x 10 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x
10 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet,
es wurde filtriert und das LOsungsmittel i. Vak. entfernt. KKS-015 (1-48, 107 mg,
414 pmol) wurde unter Ar-Atmosphare in trockenem DMF (2 mL) gel6st und bei 0 °C mit
Natriumhydrid (18.1 mg, 452 ymol) versetzt. Nach 2 h bei RT wurde das Tosylat in DMF
(2 mL) gelést und langsam zu der Losung getropft. Nach 17 h bei RT wurde die
Reaktionslésung mit Ethylacetat verdiinnt, nacheinander mit 1 M HCI (2x 5 mL) und ges.
NaCl-Lsg. (3x 10 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x
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10 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet,
es wurde filtriert und das Ldésungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel (DCM/Methanol, 100:0 — 97:3) aufgereinigt und
ein farblos-kristalliner Feststoff (104 mg, 221 ymol, 59 %) erhalten.

"H-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 8.02 (d, 3J34 = 8.1 Hz, 2H, H-3), 7.62 (d, 3J3.4 = 8.1 Hz,
2H, H-4), 7.45-7.32 (m, 3H, H-20, H-23, H-24), 7.05-6.95 (m, 1H, H-22), 4.07-3.85 (m,
2H, H-10), 3.78 (s, 3H, H-25), 3.32-3.24 (m, 1H, H-17), 2.83-2.74 (m, 1H, H-12), 2.55-2.51
(m, 2H, H-8), 2.36-2.28 (m, 1H, H-16"), 2.01-1.92 (m, 2H, H-9), 1.72-1.19 (m, 7H, H-13,
H-14, H-15, H-16) ppm;

13C-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 167.1 (C-11), 159.5 (C-21), 155.2 (C-1), 152.6 (C-18),
135.9 (C-19), 132.1 (C-4), 129.7 (C-23), 127.0 (C-3), 126.0 (C-5), 123.5 (C-2), 118.3
(C-20), 115.1 (C-22), 111.2 (C-24), 92.7 (C-7), 80.2 (C-6), 55.1 (C-25), 46.8 (C-10), 35.7
(C-12), 34.8 (C-17), 27.0 (C-9), 24.8, 24.2, 23.2, 21.7 (C-13, C-14, C-15, C-16), 16.4
(C-8) ppm;

LCMS: tr= 9.755 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat)= 467.20 [M-H] (100);
HR-APCI-MS: m/z = 469.2347 [M+H]* (ber. m/z = 469.2347 fir [M+H]*);

IR (ATR): ¥ = 2929, 1738, 1608, 1365, 1216, 693 cm™".

9.2.1.2 Aromatische Pyridazinontetrazole
5-(4-((Trimethylsilyl)ethinyl)phenyl)-1H-tetrazol () (1-62, KKS-117)

8 4 3 H

H3C —_— N\
N
e
7
"/ /N
8

4

p-lodphenyl-1H-tetrazol (I-37, 2.51 g, 9.24 mmol) wurde unter Ar-Atmosphare mit
Trimethylsilylacetylen (1.50 mL, 11.0 mmol), PdCI2(PPhs)2 (241 mg, 344 ymol),
Kupfer(l)iodid (101 mg, 535 pmol) und Piperidin (2.00 mL, 2.03 mmol) in entgastem
Dioxan/H20-Lsg. (99:1, 25mL) gelést und flir 17 h bei 85°C geruhrt. Die
Reaktionslésung wurde mit Ethylacetat verdinnt, nacheinander mit 1 m HCI (3x 20 mL)
und ges. NaCl-Lsg. (3x 20 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit
Ethylacetat (3x 20 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber
Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das
Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel (DCM/Ethanol, 95:5 — 80:20)
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aufgereinigt, wodurch ein farblos-kristalliner Feststoff (1.64 g, 6.78 mmol, 73 %) erhalten

wurde.

1H-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 8.05 (d, 3Js4 = 8.3 Hz, 2H, H-3), 7.68 (d, 3J34 = 8.3 Hz,
2H, H-4), 0.25 (s, 9H, H-8) ppm;

13C-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 155.3 (C-1), 132.5 (C-4), 127.0 (C-3), 124.7 (C-2),
124.5 (C-5), 104.2 (C-6), 96.7 (C-7), -0.33 (C-8) ppm;

LCMS: tr= 8.675 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat)= 243.05 [M+H]* (55);
HR-APCI-MS: m/z = 243.1061 [M+H]* (ber. m/z = 243.1060 fur [M+H]*);
IR (ATR): V = 2980, 1609, 1493, 1249, 842, 672 cm™".

5-(4-Ethinylphenyl)-1H-tetrazol () (1-63, KKS-164)

7

KKS-117 (1-62, 380 mg, 1.57 mmol) wurde mit 1 M TBAF in THF (1.90 mL, 1.90 mmol) in
trockenem DCM (5 mL) gelost und 2 h bei 40 °C gerthrt. Die Losung wurde mit
Ethylacetat verdunnt, nacheinander mit 1 M HCI (2x 10 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x
10 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 10 mL)
extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach
filtriet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan/DCM/EtOH 1:0:0 — 60:37:3)
aufgereinigt, wodurch ein farblos-kristalliner Feststoff (221 mg, 1.30 mmol, 83 %)

erhalten wurde.
TH-NMR: (400 MHz, DMSO): d = 8.05 (d, 3J34 = 8.3 Hz, 2H, H-3), 7.70 (d, 3J3,4 = 8.3 Hz,
2H, H-4), 4.41 (s, 1H, H-7) ppm;

13C-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 155.1 (C-1), 132.7 (C-4), 127.2 (C-3), 124.5 (C-2),
124.4 (C-5), 83.1 (C-6), 82.7 (C-7) ppm:

LCMS: tr= 4.961 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat)= 169.00 [M-H] (100);
HR-APCI-MS: m/z = 171.0664 [M+H]* (ber. m/z = 171.0665 fur [M+H]");

IR (ATR): ¥ = 2970, 1738, 1365, 1216, 527 cm™".
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2,6-Diiodopyrimidin (1-61, KKS-160)[143!

4,6-Dichlopyrimidin (1.00 g, 6.71 mmol) wurde mit Natriumiodid (1.35 g, 9.00 mmol) in
lodwasserstoffsaure (57 % w/w, 10mL) geloést und 1h bei RT gertuhrt. Die
Reaktionslosung wurde mit 10 M NaOH (4.5 mL) auf pH 10 eingestellt, der entstandene
Niederschlag filtriert und mit Wasser gewaschen. Der Filterkuchen wurde i. Vak.

getrocknet und ein gelb-kristalliner Feststoff (1.53 g, 4.62 mmol, 69 %) erhalten.
TH-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 8.62-8.54 (m, 2H, H-1, H-3) ppm;

13C-NMR: (400 MHz, DMSO): 5 = 158.4 (C-1), 142.1 (C-3), 130.7 (C-2) ppm;
LCMS: tr= 5.883 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat)= 332.70 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 332.8379 [M+H]* (ber. m/z = 332.8380 fur [M+H]*);

IR (ATR): ¥ = 2980, 1493, 1387, 1261, 719 cm™.

4-((4-(1H-Tetrazol-5-yl)phenyl)ethinyl)-6-iodopyrimidin (1-64, KKS-165)

N/ N\

KKS-160 (1-61, 429 mg, 1.29 mmol) wurde unter Ar-Atmosphare mit KKS-164 (200 mg,
1.18 mmol), PdCI2(PPhs)2 (32.5 mg, 46.3 pmol), Kupfer(l)iodid (11.8 mg, 62.2 ymol) und
K2COs (487 mg, 3.53 mmol) in entgaster Dioxan/H20-Lsg. (99:1, 10 mL) geldst und far
17 h bei 85°C geruhrt. Die Reaktionsldsung wurde mit Ethylacetat verdinnt,
nacheinander mit 1 M HCI (3x 15 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 20 mL) gewaschen und die
vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 20 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen
wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das Losungsmittel i. Vak.
entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (DCM/Ethanol,
1:0 — 4:1) aufgereinigt, wodurch ein farbloser-kristalliner Feststoff (370 mg, 1.00 mmol,

84 %) erhalten wurde.
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1H-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 8.93 (s, 1H, H-11), 8.35 (s, 1H, H-9), 8.21-8.11 (m, 2H,
H-3), 7.96-7.89 (m, 2H, H-4) ppm;

13C-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 158.5 (C-11), 149.1 (C-10), 134.4 (C-9), 133.2 (C-4),
131.2 (C-8), 127.4 (C-3), 125.1 (C-2), 121.7 (C-5), 94.3 (C-6), 84.9 (C-7) ppm;

LCMS: tr= 6.933 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat)= 374.85 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 374.9850 [M+H]* (ber. m/z = 374.9850 fir [M+H]*);
IR (ATR): V = 1549, 1492, 723 cm".

(4aS,8aR)-4-(3-((6-((4-(1H-tetrazol-5-yl)phenyl)ethynyl)pyrimidin-4-yl)oxy)-phenyl)-
2-cycloheptyl-4a,5,6,7,8,8a-hexahydrophthalazin-1(2H)-on (I-34, KKS-166)

N

/

29

KKS-018 (I-35, 101 mg, 294 umol) wurde mit KKS-165 (1-64,100 mg, 267 ymol) und
Kaliumcarbonat (85.0 mg, 801 pmol) in DMSO (5 mL) gelést und 2 h bei 80 °C gerlhrt.
Die Losung wurde mit Ethylacetat verdiinnt, nacheinander mit 1 M HCI (2x 5 mL) und ges.
NaCl-Lsg. (3x 5 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x
10 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet,
danach filtriert und das Ldsungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel (Dichlormethan/Ethanol 100:0 — 97:3)
aufgereinigt, wodurch ein farblos-kristalliner Feststoff (115 mg, 197 pymol, 74 %) erhalten

wurde.
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1H-NMR: (400 MHz, CDCl3): & = 8.86-8.77 (m, 1H, H-11), 8.20 (d, 3J34 = 8.4 Hz, 2H, H-3),
7.78-7.69 (m, 3H, H-4, H-15), 7.68-7.64 (m, 1H, H-17), 7.60-7.48 (m, 1H, H-14), 7.26-7.19
(m, 1H, H-13), 7.19-7.13 (m, 1H, H-9), 4.91-4.79 (m, 1H, H-26), 3.14-3.02 (m, 1H, H-19),
2.75-2.68 (m, 1H, H-24), 2.64-2.53 (m, 1H, H-20"), 2.10-1.19 (m, 19H, H-20, H-21, H-22,
H-23, H-27, H-28, H-29) ppm;

13C-NMR: (400 MHz, CDCl3): & = 169.6 (C-10), 166.5 (C-25), 158.9 (C-11), 157.0 (C-1),
152.3 (C-12), 151.9 (C-18), 151.5 (C-8), 137.4 (C-16), 133.0 (C-4), 130.0 (C-14), 127.4
(C-3), 126.3 (C-2), 123.5 (C-15), 123.4 (C-5), 122.6 (C-13), 118.7 (C-17), 110.8 (C-9),
92.9 (C-6), 88.0 (C-7), 56.3 (C-26), 36.7 (C-24), 35.6 (C-19), 24.0 (C-23), 33.2, 33.0, 28.3,
28.2, 25.6, 25.0, 24.9, 24.2, 22.0 (C-20, C-21, C-22, C-27, C-28, C-29) ppm;

LCMS: tr= 11.522 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat)= 587.20 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 609.2698 [M+Na]* (ber. m/z = 609.2967 fur [M+Na]*);
IR (ATR): V = 2980, 1628, 1566, 1392, 1249, 962, 692 cm"".

(4aS,8aR)-4-(3-((5-Bromothiazol-2-yl)oxy)phenyl)-2-cycloheptyl-4a,5,6,7,8,8a-
hexahydrophthalazin-1(2H)-on (1-65, KKS-178)

19
20

21

21
20

KKS-018 (I-35, 462 mg, 1.36 mmol) wurde mit 2,5-Dibromthiazol (312 mg, 1.27 mmol)
und Kaliumcarbonat (256 mg, 1.85 mmol) in DMSO (5 mL) geldst und 3 h bei 100 °C
geruhrt. Die Lésung wurde mit Ethylacetat verdinnt, nacheinander mit 1 M HCI (2x 10 mL)
und ges. NaCl-Lsg. (3x 10 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit
Ethylacetat (3x 15mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber
Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das

Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (Dichlormethan/Ethanol

176



9. Experimenteller Teil

100:0 — 97:3) aufgereinigt, wodurch ein farblos-kristalliner Feststoff (585 mg, 1.16 mmol,
86 %) erhalten.

1H-NMR: (400 MHz, CDCls): & = 7.73 (s, 1H, H-9), 7.73 (d, 3Js7 = 7.9 Hz, 1H, H-7), 7.48
(t, 3Js6 = 3Js7 = 8.0 Hz, 1H, H-6), 7.34-7.26 (m, 1H, H-5), 7.21 (s, 1H, H-3), 4.88-4.79 (m,
1H, H-18), 3.11-3.00 (m, 1H, H-11), 2.70-2.64 (m, 1H, H-16), 2.62-2.54 (m, 1H, H-12"),
2.04-1.22 (m, 19H, H-12, H-13, H-14, H-15, H-19, H-20, H-21) ppm;

13C-NMR: (400 MHz, CDCls): & =172.7 (C-2), 166.1 (C-17), 155.2 (C-8), 151.1 (C-10),
138.4 (C-3), 137.6 (C-4), 130.1 (C-6), 123.3 (C-7), 120.8 (C-5), 117.2 (C-9), 101.3 (C-1),
56.1 (C-18), 36.7 (C-11), 35.6 (C-16), 33.3, 33.0, 28.4, 28.3, 25.7, 25.0, 24.9, 24.3, 24.0,
22.0 (C-12, C-13, C-14, C-15, C-19, C-20, C-21), ppm;

LCMS: tr= 13.394 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat)= 504.00 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 524.0979 [M+Na]* (ber. m/z = 524.0978 fur [M+Na]");
IR (ATR): V = 2923, 2852, 1738, 1514, 1225, 1148, 692 cm".

(4aS,8aR)-4-(3-((5-((4-(1H-Tetrazol-5-yl)phenyl)ethinyl)thiazol-2-yl)oxy)phenyl)-2-
cycloheptyl-4a,5,6,7,8,8a-hexahydrophthalazin-1(2H)-on (I-33, KKS-189)

N/N
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KKS-178 (1-65, 50.0 mg, 99.6 umol) wurde unter Ar-Atmosphare mit dem KKS-164 (1-63,
33.9 mg, 199 uymol), PdCI2(PPhs)2 (2.75 mg, 3.92 uymol), der Kaliumcarbonat (41.3 mg,
300 umol) und Kupfer(l)iodid (1.00 mg, 5.26 ymol) in entgastem 1,4-Dioxan/H20 (99:1)
geldst und 17 h bei 85 °C gerlhrt. Die Reaktionslosung wurde mit Ethylacetat verdinnt,
mit ges. NaCl-Lsg. (3x 5 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat
(3x 10 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat

getrocknet, danach filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde
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saulenchromatographisch an Kieselgel (Dichlormethan/Ethanol 100:0 — 97:3)

aufgereinigt und ein farblos-kristalliner Feststoff (49.4 mg, 83.5 ymol, 84 %) erhalten.

1H-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 8.13-8.05 (m, 1H, H-3), 7.88-7.80 (m, 2H, H-14, H-16),
7.79-7.72 (m, 3H, H-4, H-10), 7.64-7.56 (m, 1H, H-13), 7.52-7.47 (m, 1H, H-12), 4.77-4.69
(m, 1H, H-25), 3.34-3.24 (m, 1H, H-18), 2.79-2.72 (m, 1H, H-23), 2.35-2.27 (m, 1H,
H-19%), 1.95-1.15 (m, 19H, H-19, H-20, H-21, H-22, H-26, H-27, H-28) ppm;

13C-NMR: (400 MHz, DMSO): & =172.3 (C-9), 165.8 (C-24), 155.1 (C-1), 155.1 (C-15),
151.3 (C-17), 143.4 (C-10), 137.4 (C-11), 132.1 (C-4), 130.6 (C-13), 127.2 (C-3), 125.0
(C-2), 124.0 (C-5), 123.7 (C-14), 121.1 (C-12), 117.0 (C-16), 111.5 (C-8), 93.8 (C-6), 81.1
(C-7), 54.9 (C-25), 35.7 (C-18), 34.1 (C-23), 32.9, 32.6, 28.1, 28.3, 24.7, 24.4, 24.3, 23.8,
23.3,21.6 (C-19, C-20, C-21, C-22, C-26, C-27, C-28), ppm;

LCMS: tr= 12.442 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat)= 590.25 [M-H] (100);
HR-APCI-MS: m/z = 592.2487 [M+H]* (ber. m/z = 592.2489 fir [M+H]*);
IR (ATR): V = 2970, 1738, 1365, 1216, 692, 539 cm™".

(4aS,8aR)-4-(3-((4-Bromothiazol-2-yl)oxy)phenyl)-2-cycloheptyl-4a,5,6,7,8,8a-
hexahydrophthalazin-1(2H)-on (1-66, KKS-180)

20
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KKS-018 (I-35, 363 mg, 1.50 mmol) wurde mit 2,4-Dibromthiazol (510 mg, 1.50 mmol)
und Kaliumcarbonat (310 mg, 2.25 mmol) in DMSO (5 mL) geldst und 3 h bei 100 °C
geruhrt. Die L6sung wurde mit Ethylacetat verdiinnt, nacheinander mit 1 M HCI (2x 10 mL)
und ges. NaCl-Lsg. (3x 10 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit
Ethylacetat (3x 15mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden uber

Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das
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Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (Dichlormethan/Ethanol 100:0
— 97:3) aufgereinigt, wodurch ein farblos-kristalliner Feststoff (636 mg, 1.27 mmol, 85 %)

erhalten.

1H-NMR: (400 MHz, CDCls): 5 = 7.78 (s, 1H, H-9), 7.70 (d, 3Js7 = 7.8 Hz, 1H, H-7), 7.48
(t, 3Js.6 = 3Js7 = 8.0 Hz, 1H, H-6), 7.32 (d, 3Js.6 = 8.1 Hz,), 6.79 (s, 1H, H-3), 4.91-4.78 (m,
1H, H-18), 3.12-3.00 (m, 1H, H-11), 2.71-2.65 (m, 1H, H-16), 2.61-2.54 (m, 1H, H-12"),
2.04-1.31 (m, 19H, H-12, H-13, H-14, H-15, H-19, H-20, H-21) ppm;

13C-NMR: (400 MHz, CDCls): & =172.7 (C-2), 166.1 (C-17), 155.2 (C-8), 151.1 (C-10),
137.6 (C-4), 130.1 (C-6), 123.3 (C-7), 120.7 (C-5), 119.7 (C-1), 117.2 (C-9), 101.3 (C-3),
56.1 (C-18), 36.7 (C-11), 35.6 (C-16), 33.3, 33.0, 28.3, 28.3, 25.6, 25.0, 25.0, 24.3, 24.0,
21.9 (C-12, C-13, C-14, C-15, C-19, C-20, C-21), ppm;

LCMS: tr= 12.931 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat)= 504.05 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 524.0977 [M+Na]* (ber. m/z = 524.0978 fur [M+Na]*);
IR (ATR): V = 2927, 1738, 1643, 1466, 1365, 1217, 1079, 692, 619 cm™".

(4aS,8aR)-4-(3-((4-((4-(1H-Tetrazol-5-yl)phenyl)ethinyl)thiazol-2-yl)oxy)phenyl)-2-
cycloheptyl-4a,5,6,7,8,8a-hexahydrophthalazin-1(2H)-on (I-32, KKS-191)

]
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KKS-180 (1-66, 50.0 mg, 99.6 umol) wurde unter Ar-Atmosphare mit dem KKS-164 (1-63,
33.9 mg, 199 pmol), PdCI2(PPhs)2 (2.75 mg, 3.92 ymol), der Kaliumcarbonat (41.3 mg,
300 umol) und Kupfer(l)iodid (1.00 mg, 5.26 ymol) in entgastem 1,4-Dioxan/H20 (99:1)
(1.50 mL) geldst und 17 h bei 85 °C gerihrt. Die Reaktionslésung wurde mit Ethylacetat
verdunnt, mit ges. NaCl-Lsg. (3x 5 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit

Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uuber
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Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (Dichlormethan/Ethanol 100:0
— 97:3) aufgereinigt und ein farblos-kristalliner Feststoff (46.1 mg, 77.9 ymol, 78 %)

erhalten.

1H-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 8.09 (d, 3J34 = 3J13.14 = 8.2 Hz, 1H, H-3), 7.88 (s, 1H,
H-16), 7.81 (d, 3J1314 = 7.9 Hz, 1H, H-14), 7.64 (d, 3J34 = 8.2 Hz, 2H, H-4), 7.72 (m, 1H,
H-10), 7.64 (t, 3J12.13 = 3J13.14 = 8.0 Hz, 1H, H-13), 7.48-7.45 (m, 1H, H-12), 4.78-4.67 (m,
1H, H-25), 3.36-3.28 (m, 1H, H-18), 2.80-2.72 (m, 1H, H-23), 2.39-2.30 (m, 1H, H-19"),
1.99-1.09 (m, 19H, H-19, H-20, H-21, H-22, H-26, H-27, H-28) ppm;

13C-NMR: (400 MHz, DMSO): 5 =172.1 (C-9), 165.7 (C-24), 155.1 (C-15), 151.4 (C-17),
137.0 (C-11), 132.3 (C-4), 130.6 (C-13), 130.0 (C-8), 127.2 (C-3), 124.4 (C-2), 1235
(C-5), 123.5 (C-14), 121.1 (C-12), 120.6 (C-10), 117.0 (C-16), 87.2 (C-6), 86.0 (C-7), 54.9
(C-25), 35.7 (C-18), 34.1 (C-23), 32.9, 32.6, 28.0, 26.3, 24.7, 24.4, 24.3, 23.8, 23.2, 21.6
(C-19, C-20, C-21, C-22, C-26, C-27, C-28), ppm;

LCMS: tr= 12.176 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat)= 590.25 [M-H] (100);
HR-APCI-MS: m/z = 592.2489 [M+H]* (ber. m/z = 592.2489 fir [M+H]*);

IR (ATR): ¥ = 2922, 2853, 1651, 1500, 1481, 1233, 983, 696 cm™".

9.2.1.3 Rabbitts-Hybride

4-Chloro-2-fluoro-3,3'-dimethoxy-1,1'-biphenyl (1-86, KKS-042)[1%3]

3-Bromanisol (500 pL, 4.01 mmol) wurde unter Ar-Atmosphare mit 4-Chloro-2-fluoro-3-
methoxyphenylboronsaure (952 mg, 4.66 mmol), PdDPPF (168 mg, 231 uymol) und
Kaliumcarbonat (1.86 g, 13.4 mmol) in entgastem 1,4-Dioxan/H20 (4:1, 10 mL) gelost

und far 17 h bei Reflux geruhrt. Die Reaktionslésung wurde mit Ethylacetat verdinnt, mit
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ges. NaCl-Lsg. (3x 20 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat
(3x 20 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden uber Magnesiumsulfat
getrocknet, danach filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel (DCM/Ethanol, 1:0 — 1:1) aufgereinigt. Es wurde

ein oranges Ol (974 mg, 3.65 mmol, 91 %) erhalten.

TH-NMR: (600 MHz, CDCl3): 5 =7.40 (m, 1H, H-11), 7.24 (m, 1H, H-5), 7.15-7.10 (m, 2H,
H-6, H-12), 7.08 (s, 1H, H-8), 6.97 (d, 3J10,11 = 8.3 Hz, 1H, H-10), 4.03 (s, 3H, H-13), 3.89
(s, 3H, H-14) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, CDCls): 8 = 159.6 (C-9), 154.3 (C-2), 152.6 (C-4), 144.9 (C-3), 136.0
(C-7), 129.5 (C-11), 127.4 (C-1), 125.1 (C-5), 124.6 (C-6), 121.3 (C-12), 114.6 (C-8),
113.5 (C-10), 61.6 (C-13), 55.3 (C-14) ppm;

LCMS: tr= 10.395 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat)= 251.00 [M-CHs]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 267.0583 [M+H]* (ber. m/z = 267.0583 fir [M+H]*);
IR (ATR): V = 3001, 2939, 1582, 1468, 1407, 1238, 1006, 778, 697 cm™".

N-(3-(1H-Tetrazol-5-yl)phenyl)-2-fluoro-3,3'-dimethoxy-[1,1'-biphenyl]-4-amin (I-88,
KKS-045)

KKS-042 (1-86, 160 mg, 600 umol) wurde unter Ar-Atmosphare mit m-Tetrazolanilin
(126 mg, 780 umol), Palladiumacetat (4.8 mg, 30.0 umol), XPhos (28.6 mg, 60 umol) und
Caesiumcarbonat (586 mg, 1.80 mmol) in entgastem 1,4-Dioxan (10 mL) geldst und fur
17 h bei Reflux gerthrt. Die Reaktionslésung wurde mit Ethylacetat verdinnt, mit ges.
NaCl-Lsg. (3x 20 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x
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20 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet,
danach filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel (DCM/Ethanol, 1:0 — 1:1) aufgereinigt. Es wurde

ein farblos, kristalliner Feststoff (205 mg, 523 pymol, 87 %) erhalten.

"H-NMR: (400 MHz, CDsOD): & = 7.83 (s, 1H, H-3), 7.54 (m, 1H, H-7), 7.47 (t,
3Js6 =3Js7 = 7.9 Hz, 1H, H-6), 7.39-7.30 (m, 2H, H-5, H-18), 7.22-7.16 (m, 1H, H-10),
7.15-7.04 (m, 3H, H-9, H-15, H-19), 6.91 (d, 3J17,18 = 8.2 Hz, 1H, H-17), 3.94 (s, 3H, H-20),
3.84 (s, 3H, H-21) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, CD3sOD): 5 = 161.1 (C-16), 157.5 (C-1), 154.9 (C-12), 145.5 (C-14),
139.4 (C-4), 138.4 (C-13) 138.1 (C-8), 131.3 (C-6), 130.4 (C-18), 126.1 (C-2), 125.7
(C-19), 123.6 (C-11), 122.2 (C-10), 122.1(C-5), 120.3 (C-7), 117.1(C-3), 115.5 (C-9),
115.4 (C-15) 113.6 (C-17), 61.5 (C-20), 55.8 (C-21) ppm;

LCMS: tr= 9.254 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat)= 392.00 [M+H]* (100);
HR-APCI-MS: m/z = 390.1371 [M-H] (ber. m/z = 390.1372 fur [M-H]");

IR (ATR): ¥ = 2930, 1586, 1456, 1230, 1041, 993, 740, 682 cm™".

N-(4-(1H-Tetrazol-5-yl)phenyl)-2-fluoro-3,3'-dimethoxy-[1,1'-biphenyl]-4-amin (-84,
KKS-050)

KKS-042 (1-86, 98.7 mg, 370 umol) wurde unter Ar-Atmosphare mit p-Tetrazolanilin
(82.4 mg, 511 umol), Palladiumacetat (18.6 mg, 27.6 pmol), XPhos (26.3 mg, 55.2 pmol)
und Caesiumcarbonat (375 mg, 1.15 mmol) in entgastem 1,4-Dioxan (5 mL) geldst und
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fur 17 h bei Reflux gerthrt. Die Reaktionsldsung wurde mit Ethylacetat verdunnt, mit ges.
NaCl-Lsg. (3x 10 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x
20 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet,
danach filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel (DCM/Ethanol, 1:0 — 1:1) aufgereinigt. Es wurde

ein farblos, kristalliner Feststoff (48.4 mg, 123 mmol, 33 %) erhalten.

TH-NMR: (400 MHz, CDCIs/DMSO 10:1): & = 8.06-8.01 (m, 2H, H-3), 7.34 (t,
3J15.16 = 3J16,17 = 8.0 Hz, 1H, H-16), 7.30-7.24 (m, 2H, H-4), 7.22-7.17 (m, 1H, H-7),
7.13-7.03 (m, 3H, H-8, H-13, H-17), 6.92-6.86 (m, 1H, H-15), 4.00-3.96 (m, 3H, H-18),
3.85 (s, 3H, H-19) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, CDCI3/DMSO 10:1): 3 = 159.5 (C-14), 155.7 (C-1), 153.14 (C-10),
144.7 (C-5), 137.2 (C-11), 136.8 (C-12),135.5 (C-6), 129.3 (C-16), 128.5 (C-3), 124.3
(C-17),122.6 (C-9), 121.0 (C-7), 117.7(C-4), 116.8 (C-2), 114.4 (C-13) 112.7 (C-15), 111.7
(C-8), 61.5 (C-18), 55.3 (C-19) ppm;

LCMS: tr= 9.093 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat)= 392.00 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 414.1342 [M+Na]" (ber. m/z = 414.1337 fur [M+Na]");

IR (ATR): V = 2930, 1586, 1456, 1230, 1041, 993, 740, 682 cm™".

2-(4-((2-Fluoro-3,3'-dimethoxy-[1,1'-biphenyl]-4-yl)amino)phenyl)acetonitril  (1-89,
KKS-046)

KKS-042 (1-86, 210mg, 750 pumol) wurde unter Ar-Atmosphdre  mit
4-Aminophenylacetonitril (136 mg, 1.02 mmol), Palladiumacetat (19.6 mg, 55.3 ymol),
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XPhos (42.8 mg, 76.6 umol) und Caesiumcarbonat (861 mg, 2.64 mmol) in entgastem
1,4-Dioxan (10 mL) gel6st und flr 17 h bei Reflux gerthrt. Die Reaktionslésung wurde
mit Ethylacetat verdinnt, mit ges. NaCl-Lsg. (3x 20 mL) gewaschen und die vereinten
wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 20 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden
Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das Lésungsmittel i. Vak. entfernt.
Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (DCM/Ethanol, 1:0 — 1:1)
aufgereinigt. Es wurde ein farblos, kristalliner Feststoff (205 mg, 566 ymol, 75 %)

erhalten.

1H-NMR: (400 MHz, CDCls): & = 7.37 (t, 3J16,17 = 3J17,18 = 8.0 Hz, 1H, H-17), 7.32-7.26 (m,
2H, H-4), 7.24-7.19 (m, 2H, H-5), 7.16-7.04 (m, 4H, H-8, H-9, H-14, H-18), 6.94-6.89 (m,
1H, H-16), 4.04-3.98 (m, 3H, H-19), 3.88 (s, 3H, H-20) , 3.74 (s, 2H, H-2) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, CDCIz): & = 159.5 (C-15), 154.3 (C-13), 152.8 (C-11), 141.8 (C-6)
137.4 (C-10), 136.9 (C-12) 136.4 (C-7), 129.4 (C-17), 128.9 (C-4), 124.4 (C-18), 123.0
(C-1),121.7 (C-9), 121.1 (C-3), 119.6 (C-5), 114.6 (C-8) 112.7 (C-16), 110.4 (C-14), 61.5
(C-19), 55.3 (C-20), 23.2 (C-2) ppm;

LCMS: tr= 10.254 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat)= 363.00 [M+H]* (95);
HR-APCI-MS: m/z = 363.1507 [M+H]* (ber. m/z = 363.1503 fir [M+H]*);
IR (ATR): V = 3357, 1604, 1515, 1231, 1046, 765, 696 cm-".

N-(4-((1H-Tetrazol-5-yl)methyl)phenyl)-2-fluoro-3,3'-dimethoxy-[1,1'-biphenyl]-4-
amin (1-90, KKS-047)
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KKS-046 (1-89, 60.0 mg, 166 umol), Natriumazid (53.8 mg, 827 pmol) und
Ammoniumchlorid (43.8 mg, 827 mmol) wurden unter Ar-Atmosphare in trockenem DMF
(1.50 mL) gel6st und 12 h bei 130 °C geruhrt. Die Reaktionsldsung wurde mit Ethylacetat
verdunnt, mit ges. NaCl-Lsg. (3x 5 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit
Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber
Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat,
99:1 — 9:1) aufgereinigt. Es wurde ein farblos-kristalliner Feststoff (49.3 mg, 122 pymol,
73 %) erhalten.

1H-NMR: (400 MHz, CD30OD): & = 7.36-7.28 (m, 1H, H-17), 7.24-7.14 (m, 4H, H-4, H-5),
7.09-7.00 (m, 4H, H-8, H-9, H-14, H-18), 6.91-6.87 (m, 1H, H-16), 4.27 (s, 2H, H-2),
3.96-3.89 (m, 3H, H-19), 3.88-3.76 (m, 3H, H-20) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, CDsOD): & = 161.2 (C-15), 157.9 (C-1), 156.2 (C-13), 153.7 (C-11),
143.4 (C-6), 139.3 (C-10), 138.5 (C-12), 138.4 (C-7), 130.6 (C-5), 130.4 (C-17), 129.5
(C-3), 125.5 (C-18), 122.2 (C-9), 120.6 (C-4), 115.4 (C-8), 113.4 (C-16), 112.1 (C-14),
61.5 (C-19), 55.3 (C-20), 23.2 (C-2) ppm;

LCMS: tr= 9.047 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat)= 406.00 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 428.1492 [M+Na]* (ber. m/z = 428.1493 fur [M+Na]*);

IR (ATR): V = 3352, 2988, 1586, 1456, 1229, 1042, 993, 766, 682 cm.

4-((2-Fluoro-3,3'-dimethoxy-[1,1'-biphenyl]-4-yl)amino)phenol (I-87, KKS-056)

17

OH
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KKS-042 (1-86, 200 mg, 750 umol) wurde unter Ar-Atmosphare mit p-Aminophenol
(106 mg, 975 umol), Palladiumacetat (25.2 mg, 37.5 ymol), XPhos (35.7 mg, 75.0 pmol)
und Caesiumcarbonat (733 mg, 2.25 mmol) in entgastem 1,4-Dioxan (5 mL) gel6st und
fur 17 h bei Reflux geruhrt. Die Reaktionslosung wurde mit Ethylacetat verdinnt, mit ges.
NaCl-Lsg. (3x 20 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x
20 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet,
danach filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel (DCM/Ethanol, 1:0 — 1:1) aufgereinigt. Es wurde

ein farblos, kristalliner Feststoff (223 mg, 657 mmol, 88 %) erhalten.

1H-NMR: (600 MHz, CDCls): & = 7.33 (t, 3J10.11 = 3J11,12 = 7.9 Hz, 1H, H-11), 7.13-7.05 (m,
4H, H-8, H-12, H-16), 7.01-6.95 (m, 1H, H-6), 6.90-6.80 (m, 4H, H-5, H-10, H-17), 6.10
(s, 1H, OH), 4.00 (m, 3H, H-14), 3.88 (s, 3H, H-13) ppm:

13C-NMR: (150 MHz, CDCl3): & = 159.5 (C-9), 153.2 (C-2), 152.0 (C-18), 139.5 (C-4),
137.4 (C-7), 135.2 (C-3), 134.3 (C-15), 129.4 (C-11), 124.5 (C-6), 123.9 (C-16), 121.2
(C-12), 119.9 (C-1), 116.2 (C-17), 114.4 (C-8), 112.5 (C-10), 108.2 (C-5), 61.2 (C-14),
55.3 (C-13) ppm;

LCMS: tr= 9.413 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat)= 340.00 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 362.1164 [M+Na]* (ber. m/z = 362.1163 fir [M+Na]*);

IR (ATR): V = 3360, 2937, 1604, 1509, 1212, 1021, 992, 777, 696 cm™".
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N-(4-((5-(4-(1H-Tetrazol-5-yl)phenyl)pent-4-in-1-yl)oxy)phenyl)-2-fluoro-3,3’-
dimethoxy-[1,1’-biphenyl]-4-amin (I-82, KKS-062)

KKS-023 (1-36, 97.2 mg, 425 uymol) wurde unter Ar-Atmosphare in trockenem DCM
(5.00 mL) geldst und bei RT mit Tosylchlorid (104 mg, 468 umol), DMAP (65.7 mg,
537 pmol) und DIPEA (0.10 mL) versetzt. Nach 17 h bei RT wurde die Reaktionslésung
mit Ethylacetat verdunnt, mit ges. NaCl-Lsg. (3x 10 mL) gewaschen und die vereinten
wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden
uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das Lésungsmittel i. Vak. entfernt.
Das Rohprodukt wurde in DMF (3 mL) geldst und unter Ar-Atmosphéare nach 2 h bei RT
zu einer Losung von KKS-056 (I1-87, 97.4 mg, 287 uymol) und Natriumhydrid (40.0 mg,
1.00 mmol) in trockenem DMF (5.00 mL) gegeben. Nach 17 h bei RT wurde die
Reaktionsldsung mit Ethylacetat verdinnt, mit ges. NaCl-Lsg. (3x 10 mL) gewaschen und
die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinten org.
Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das Lésungsmittel
i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an C-18
(Acetonitril/Wasser, 95:5 — 5:95) aufgereinigt. Es wurde ein farblos-kristalliner Feststoff
(62.1 mg, 113 umol, 39 %) erhalten.
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1H-NMR: (600 MHz, CD30D/DMSO 10:1): & = 7.99-7.89 (m, 2H, H-26), 7.60-7.49 (m, 2H,
H-25), 7.35-7.21 (m, 1H, H-9), 7.19-7.12 (m, 2H, H-16), 7.09-6.81 (m, 7H, H-5, H-6, H-8,
H-10, H-12, H-17), 4.16-4.05 (m, 2H, H-19), 4.00 (s, 3H, H-14), 3.88 (s, 3H, H-13)
2.72-2.52 (m, 2H, H-21), 2.13-1.97 (m, 2H, H-20) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, CDsOD/DMSO 10:1): & = 159.4 (C-11), 155.5 (C-28), 154.3 (C-18),
152.8 (C-2), 139.2 (C-4), 136.7 (C-7), 135.0 (C-3), 134.4 (C-15), 131.4 (C-25), 128.4
(C-9), 126.2 (C-24), 126.1 (C-26), 123.6 (C-6), 122.7 (C-27), 122.4 (C-16), 120.1 (C-8),
118.7 (C-1), 114.4 (C-17), 113.4 (C-12), 111.3 (C-10), 107.9 (C-5), 91.2 (C-22), 79.3
(C-23), 65.9 (C-19), 59.6 (C-14), 53.7 (C-13), 27.5 (C-20), 11.8 (C-21) ppm;

LCMS: tr= 11.510 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat)= 550.05 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 572.2061 [M+Na]* (ber. m/z = 572.2068 fur [M+Na]*);

IR (ATR): ¥ = 3391, 2969, 1607, 1508, 1228, 1046, 750, 697 cm"".
5-(4-(5-(3-Bromophenoxy)pent-1-in-1-yl)phenyl)-1H-tetrazol (1-92, KKS-040)

15 16

1"

13

KKS-023 (1-36, 298 g, 1.31 mmol) wurde unter Ar-Atmosphare in trockenem DCM
(3.00 mL) geldst und bei RT mit Tosylchlorid (326 mg, 1.71 ymol), DMAP (149 g,
1.22 mmol) und DIPEA (200 pL) versetzt. Nach 17 h bei RT wurde die Reaktionsldsung
mit Ethylacetat verdinnt, nacheinander mit1 M HCI (3x 10 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x
10 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 10 mL)
extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach
filtriert und das Lésungsmittel i. Vak. entfernt. 3-Bromphenol (311 mg, 1.80 mmol) wurde
in trockenem DMF (3 mL) gelést und mit Natriumhydrid (74.2 mg, 1.85 umol) versetzt.
Das Tosylat wurde in trockenem DMF (2 mL) geldst und bei RT zu dem Phenolat
zugetropft. Die Losung wurde 17 h bei RT geruhrt, mit Ethylacetat verdinnt, mit ges.
NaCl-Lsg. (3x 10 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x
10 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden tber Magnesiumsulfat getrocknet,
danach filtriert und das L&sungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde
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saulenchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat, 9:1 — 1:1) aufgereinigt,

wodurch ein farblos-kristalliner Feststoff (201 mg, 524 ymol, 40 %) erhalten wurde.

1H-NMR: (600 MHz, CDCIs/DMSO 10:1): & = 7.97 (d, 3J34 = 8.2 Hz, 2H, H-3), 7.44 (d,
3434 = 8.2 Hz, 2H, H-4), 7.08 (t, 3J1415 = 3J1516 = 8.0 Hz, 1H, H-15), 7.04-6.97 (m, 2H,
H-12, H-16), 6.80 (d, 3J1415 = 7.9 Hz, 1H, H-14), 4.05 (t, 3Jo,10 = 6.0 Hz, 2H, H-10), 2.59
(t, 3Jso = 6.9 Hz, 2H, H-8), 2.11 (p, 3Js.s = 3Jo.10 = 6.5 Hz, 1H, H-9) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, CDCIs/DMSO 10:1): & = 159.5 (C-11), 131.9 (C-4), 130.3 (C-15),
126.8 (C-3), 126.2 (C-5), 123.6 (C-2), 123.5 (C-12), 122.3 (C-13), 117.6 (C-16), 113.3
(C-14), 91.2 (C-7), 80.4 (C-6), 66.3 (C-10), 28.1 (C-9), 15.9 (C-8) ppm;

LCMS: tr= 9.945 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 383.00 [M+H]* (100);
HR-APCI-MS: m/z = 383.0505 [M+H]* (ber. m/z = 383.0502 fir [M+H]*);
IR (ATR): V = 3388, 2927, 2860, 1564, 1453, 1413, 1239, 699 cm-".

5-(4-(3-((4'-Chloro-2'-fluoro-3'-methoxy-[1,1'-biphenyl]-3-yl)oxy)prop-1-in-1-
yl)phenyl)-1H-tetrazol (1-93, KKS-044)

KKS-040 (1-92, 131.2 mg, 342 umol) wurde unter Ar-Atmosphare mit 4-Chloro-2-fluoro-
3-methoxyphenylboronsaure (93.7 mg, 458 ymol), PdADPPF (17.5 mg, 23.9 pmol) und
Kaliumcarbonat (150 mg, 1.09 mmol) in entgastem 1,4-Dioxan (10 mL) gelost und fur
17 h bei Reflux gerihrt. Die Reaktionslésung wurde mit Ethylacetat verdunnt, mit ges.
NaCl-Lsg. (3x 20 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x
20 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet,
danach filtriert und das Ldsungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel (DCM/Ethanol, 1:0 — 1:1) aufgereinigt. Es wurde

ein farblos-kristalliner Feststoff (105 mg, 227 umol, 66 %) erhalten.

189



9. Experimenteller Teil

1H-NMR: (400 MHz, CDCls): & = 8.80 (d, 3Ja.4 = 8.3 Hz, 2H, H-3), 7.50 (d, 3Js4 = 8.2 Hz,
2H, H-4), 7.36 (d, 3J14,15 = 3J17,18 = 8.2 Hz, 1H, H-15), 7.20-7.14 (m, 1H, H-22), 7.12-7.05
(m, 3H, H-12, H-14, H-21), 6.99-6.92 (m, 1H, H-16), 4.19 (t, 3Js.0 = 6.0 Hz, 2H, H-8), 3.99
(s, 3H, H=23), 268 ( 3J10=69Hz, 2H, H-10), 212 (quint
3Js9 =6.0 Hz = 3J9,10 = 6.9 Hz, 2H, H-9) ppm;

13C-NMR: (400 MHz, CDCls): & = 159.0 (C-11), 157.1 (C-1), 154.8 (C-18), 152.2 (C-20),
144.7 (C-19), 136.0 (C-13), 132.5 (C-4), 129.5 (C-15), 127.5 (C-17), 127.3 (C-5), 127.2
(C-3), 125.1 (C-22), 124.8 (C-21), 123.0 (C-2) 121.3 (C-14), 115.4 (C-12), 114.4 (C-16),
92.4 (C-7), 80.4 (C-6), 66.9 (C-8), 61.7 (C-23), 28.0 (C-9), 16.6 (C-10) ppm;

LCMS: tr= 11.045 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 463.00 [M+H]* (100);
HR-APCI-MS: m/z = 461.1183 [M-H] (ber. m/z = 461.1186 fir [M-H]");
IR (ATR): V = 3357, 2945, 1604, 1515, 1419, 1231, 799, 696 cm™".

4'-chloro-2'-fluoro-3'-methoxy-[1,1'-biphenyl]-3-ol (1-94, KKS-052)

3-Bromphenol (600 mg, 3.47 mmol) wurde unter Ar-Atmosphare mit 4-Chloro-2-fluoro-3-
methoxyphenylboronsaure (850 mg, 4.16 mmol), PdDPPF (145 mg, 200 ymol) und
Kaliumcarbonat (1.61 g, 11.6 mmol) in entgastem 1,4-Dioxan (10 mL) geldst und flr 17 h
bei Reflux geruhrt. Die Reaktionsldsung wurde mit Ethylacetat verdiinnt, mit ges. NaCl-
Lsg. (3x 20 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 20 mL)
extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach
filtriet und das Lo&sungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel (DCM/Ethanol, 1:0 — 1:1) aufgereinigt. Es wurde
ein farbloses Ol (641 mg, 2.53 mmol, 73 %) erhalten.
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1H-NMR: (600 MHz, CD3sOD): & = 7.30-7.23 (m, 2H, H-5, H-11), 7.17-7.12 (m, 1H, H-6),
7.00-6.93 (m, 2H, H-8, H-12), 6.86-6.82 (m, 1H, H-10), 3.96 (m, 3H, H-13) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, CDsOD): & = 158.6 (C-9), 154.9 (C-2), 146.1 (C-3), 137.2 (C-7),
131.0 (C-1), 130.6 (C-11), 128.4 (C-4), 126.2 (C-6), 126.1 (C-5), 121.1 (C-12), 116.8
(C-8), 116.1 (C-10), 62.0 (C-13) ppm;

LCMS: tr= 8.694 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 252.95 [M+H]* (8.48);
HR-APCI-MS: m/z = 252.0348 [M+H]* (ber. m/z = 252.0348 fir [M+H]*);
IR (ATR): V = 3392, 2516, 1596, 1319, 1244, 997, 790, 688 cm"".

4'-((4-((Dimethylamino)methyl)phenyl)amino)-2'-fluoro-3'-methoxy-[1,1'-biphenyl]-
3-ol (1-95, KKS-053)

CHj;

14
16 CH3
19

KKS-052 (1-94, 276 mg, 1.09mmol) wurde wunter Ar-Atmosphare mit
4-((Dimethylamino)methyl)anilin (213 mg, 1.42 mmol), XPhos (52.1 mg, 54.6 ymol),
Palladiumacetat (36.8 mg, 54.6 umol) und Caesiumcarbonat (1.07 g, 3.28 mmol) in
entgastem 1,4-Dioxan (10 mL) gelést und fir 17 h bei Reflux gerihrt. Die
Reaktionslosung wurde mit Ethylacetat verdunnt, mit ges. NaCl-Lsg. (3x 20 mL)
gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 20 mL) extrahiert. Die
vereinten org. Phasen wurden Gber Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das
Lésungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an
Kieselgel (DCM/Ethanol, 1:0 — 1:1) aufgereinigt. Es wurde ein farblos, kristalliner
Feststoff (385 mg, 1.05 mmol, 96 %) erhalten.
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1H-NMR: (400 MHz, CDCl3): & = 7.32-7.24 (m, 3H, H-11, H-16), 7.14-7.07 (m, 2H, H-15),
7.06-6.92 (m, 3H, H-5, H-6, H-12), 6.89-6.86 (m, 1H, H-8), 6.84-6.79 (m, 1H, H-10), 6.29
(s, TH, NH), 5.33 (s, 1H, OH), 3.96 (m, 3H, H-13), 3.50 (s, 2H, H-18), 2.35 (s, 6H, H-19)
ppm;

13C-NMR: (100 MHz, CDCls): & = 156.7 (C-9), 153.2 (C-2), 140.1 (C-14), 137.1 (C-7),
136.0 (C-3), 130.8 (C-16), 130.7 (C-4), 129.5 (C-11), 124.3 (C-6), 121.0 (C-1), 120.1
(C-12), 119.0 (C-15), 118.9 (C-17), 116.0 (C-8), 114.4 (C-10), 109.5 (C-5), 63.5 (C-18),
61.2 (C-13), 44.7 (C-19) ppm;

LCMS: tr=6.294 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 322.00 [M-C2HsN]* (100);
HR-APCI-MS: m/z = 367.1814 [M+H]* (ber. m/z = 367.1816 fir [M+H]*);
IR (ATR): V = 3377, 2940, 1605, 1516, 1275, 995, 764, 698 cm".

3'-((5-(4-(1H-Tetrazol-5-yl)phenyl)pent-4-in-1-yl)oxy)-N-(4-((dimethylamino)-
methyl)phenyl)-2-fluoro-3-methoxy-[1,1'-biphenyl]-4-amin (I-83, KKS-051)

16 18 19

CH
15 7 N/ ’

14
16 CH3
19

KKS-023 (KKS-023, 140 mg, 614 pmol) wurde unter Ar-Atmosphare in trockenem DCM
(5.00 mL) geldst und bei RT mit Tosylchlorid (120 mg, 634 ymol) und DMAP (150 mg,
1.22 mmol) versetzt. Nach 17 h bei RT wurde die Reaktionslésung mit Ethylacetat

verdunnt, mit ges. NaCl-Lsg. (3x 10 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit
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Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber
Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das
Rohprodukt wurde in DMF (3 mL) gelost und unter Ar-Atmosphare nach 2 h bei RT zu
einer Losung von KKS-053 (1-95, 150 mg, 409 pmol) und Natriumhydrid (21.3 mg,
532 ymol) in trockenem DMF (5.00 mL) gegeben. Nach 17 h bei RT wurde die
Reaktionslésung wurde mit Ethylacetat verdinnt, mit ges. NaCl-Lsg. (3x 10 mL)
gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert. Die
vereinten org. Phasen wurden uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das
Ldsungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an C-18
(Acetonitril/Wasser, 95:5 — 5:95) aufgereinigt. Es wurde ein farblos-kristalliner Feststoff
(126 mg, 219 ymol, 54 %) erhalten.

1H-NMR: (600 MHz, CDCls): 8 = 8.00-7.94 (m, 2H, H-27), 7.48-7.442 (m, 2H, H-26), 7.35-
7.26 (m, 3H, H-11, H-16), 7.14-7.01 (m, 5H, H-8, H-12, H-5, H-15), 7.01-6.96 (m, 1H,
H-6), 6.91-6.83 (m, 1H, H-10), 4.19-4.14 (m, 2H, H-20), 4.08 (s, 2H, H-18), 2.75 (s, 6H,
H-19) 2.66-2.59 (m, 2H, H-22), 2.13-1.99 (m, 2H, H-21) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, CDCl3): & = 158.8 (C-9), 155,7 (C-29), 152.9 (C-2), 143.8 (C-14),
137.0 (C-3), 135.8 (C-4), 132.0 (C-15), 132.0 (C-26), 129.2 (C-11), 126.9 (C-27), 126.3
(C-25), 124.1 (C-6), 123.5 (C-28), 122.2 (C-1), 121.3 (C-12), 120.7 (C-17), 117.9 (C-16),
114.8 (C-8), 113.6 (C-10), 111.0 (C-5), 91.5 (C-23), 80.9 (C-24), 66.3 (C-20), 61.2 (C-13),
60.6 (C-18), 41.6 (C-19), 28.0 (C-21), 16.1 (C-22) ppm;

LCMS: tr= 8.945 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 577.00 [M+H]* (92.77);
HR-ESI-MS: m/z = 577.2721 [M+H]* (ber. m/z = 577.2722 fir [M+H]*);

IR (ATR): V = 3377, 2940, 1605, 1516, 1275, 995, 764, 698 cm"".

9.2.1.4 Biphenylbibliothek
Allgemeine Versuchsvorschrift fur die Suzuki-Kupplung der Biphenyl-Bibliothek:

Das Bromid KKS-040 (1-92, 200-300 pymol, 1.0 Aqg.) wurde unter Ar-Atmosphére mit der
entsprechenden Borons&ure (300-450 pymol, 1.5 Aq.), PADPPF (24.0 ymol, 0.07 Ag.) und
Kaliumcarbonat (600-900 umol, 3.0 Aq.) in entgastem 1,4-Dioxan (5 mL) geldst und fiir
2 h bei 85 °C gerlhrt. Die Reaktionslésung wurde mit Ethylacetat verdunnt, Uber Celite
filtriert und danach mit ges. NaCl-Lsg. (3x 5 mL) gewaschen. Die vereinten wassr. Phasen

wurden mit Ethylacetat (1x 10 mL) extrahiert und die vereinten org. Phasen Uber
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Magnesiumsulfat getrocknet. Danach wurde filtriert und das Losungsmittel i. Vak.
entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an einer praparativen
C18-HPLC (Wasser/Acetonitril, 95:5 — 5:95) aufgereinigt.

5-(4-(5-([1,1'-Biphenyl]-3-yloxy)pent-1-in-1-yl)phenyl)-1-tetrazol (I-96, KKS-075)

4 3 H
—— N—_
8 6 5 2 1 ||
7
\_/ N\ -
9 4 3

Es wurde nach Methode A ein farblos-kristalliner Feststoff (41.2 mg, 108 umol, 52 %)

erhalten.

1H-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 8.01 (d, 3Js4 = 8.1 Hz, 2H, H-3), 7.69-7.63 (m, 2H,
H-18), 7.61 (d, 3J3.4 = 8.3 Hz, 2H, H-4), 7.48-7.33 (m, 4H, H-15, H-19, H-20), 7.26-7.16
(m, 2H, H-12, H-14), 7.01-6.93 (m, 1H, H-16), 4.20 (t, 3Jo.10 = 6.1 Hz, 2H, H-10), 2.67 (t,
3Jsg = 7.0 Hz, 2H, H-8), 2.04 (quint, 3Js,s = 3Js.10 = 6.6 Hz, 2H, H-9) ppm;

13C-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 158.9 (C-11), 155.3 (C-1), 141.6 (C-13), 139.9 (C-17),
132.1 (C-4), 130.0 (C-15), 128.8 (C-19), 127.4 (C-20), 127.0 (C-3), 126.7 (C-18), 125.6
(C-5), 123.6 (C-2), 119.0 (C-14), 113.5 (C-16), 112.7 (C-12), 92.4 (C-7), 80.2 (C-6), 66.1
(C-10), 27.8 (C-9), 15.5 (C-8) ppm;

LCMS: tr= 10.336 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 381.10 [M+H]* (100);
HR-APCI-MS: m/z = 379.1567 [M-H] (ber. m/z = 379.1564 fir [M-H]);

IR (ATR): V = 2980, 1609, 1596, 1484, 1294, 942, 753 cm™".
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5-(4-(5-((4’-(Trifluoromethoxy)-[1,1’-biphenyl]-3-yl)oxy)pent-1-in-1-yl)phenyl)-1H-
tetrazol (1-109, KKS-069)

4 3 H
— N—_
8 — 6 5 2 1 ||
7
\ / \N/N
9 4 3

Es wurde nach Methode A ein farblos-kristalliner Feststoff (92.4 mg, 198 ymol, 76 %)
erhalten.

TH-NMR: (600 MHz, DMSO): 5 =8.01 (d, 3J34 = 8.2 Hz, 2H, H-3), 7.78 (d, 3J1s,19 = 8.7 Hz,
2H, H-18), 7.61 (d, 3J34 = 8.2 Hz, 2H, H-4), 7.43-7.35 (m, 3H, H-15, H-19), 7.26-7.21 (m,
2H, H-12, H-14), 7.04-6.97 (m, 1H, H-16), 4.22 (t, 3Jo,10 = 6.1 Hz, 2H, H-10), 2.68 {(t,
3Js,0 = 7.0 Hz, 2H, H-8), 2.05 (quint, 3Js,9 = 3Jo,10 = 6.6 Hz, 2H, H-9) ppm;

3C-NMR: (150 MHz, DMSO): & = 159.0 (C-11), 155.1 (C-1), 147.9 (C-20), 140.2 (C-13),
139.3 (C-17), 132.3 (C-4), 130.1 (C-15), 128.7 (C-18), 127.0 (C-3), 127.3 (C-5), 123.5
(C-2), 121.3 (C-19), 120.8 (C-21), 119.2 (C-14), 114.1 (C-16), 113.0 (C-12), 92.5 (C-7),
80.3 (C-6), 66.2 (C-10), 27.8 (C-9), 15.5 (C-8) ppm;

LCMS: tr= 11.227 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 465.05 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 487.1354 [M+Na]* (ber. m/z = 487.1352 fur [M+Na]*);

IR (ATR): ¥ = 2920, 2702, 1610, 1573, 1481, 1296, 750 cm-".

195



9. Experimenteller Teil

3’-((5-(4-(1H-Tetrazol-5-yl)phenyl)pent-4-in-1-yl)oxy)-[1,1’-biphenyl]-4-sulfonamid
(1-113, KKS-070)

Es wurde nach Methode A ein farblos-kristalliner Feststoff (84.3 mg, 183 umol, 61 %)

erhalten.

"H-NMR: (600 MHz, DMSO): 5 = 8.00 (d, 3J34 = 8.2 Hz, 2H, H-3), 7.91-7.84 (m, 4H, H-18,
H-19), 7.61 (d, 3J34 = 8.3 Hz, 2H, H-4), 7.44-7.37 (m, 3H, H-15, NH-), 7.33-7.26 (m, 2H,
H-12, H-14), 7.07-7.01 (m, 1H, H-16), 4.22 (t, 3Jo10 = 6.1 Hz, 2H, H-10), 2.68 (t,
3Js,0 = 7.0 Hz, 2H, H-8), 2.05 (quint, 3Js,9 = 3Jo,10 = 6.5 Hz, 2H, H-9) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, DMSO): 8 = 159.1 (C-11), 143.2 (C-20), 143.0 (C-17), 140.2 (C-13),
132.2 (C-4), 130.2 (C-15), 127.2, 126.2 (C-18, C-19), 127.1 (C-3), 125.9 (C-5), 123.3
(C-2), 119.4 (C-14), 114.4 (C-16), 113.2 (C-12), 92.5 (C-7), 80.3 (C-6), 66.2 (C-10), 27.8
(C-9), 15.6 (C-8) ppm;

LCMS: tr= 8.371 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 460.05 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 460.1439 [M+H]* (ber. m/z = 460.1438 fir [M+H]*).

IR (ATR): V = 3273, 3019, 1593, 1566, 1483, 1284, 912, 759 cm™".

5-(4-(5-((2'-Methoxy-[1,1'-biphenyl]-3-yl)oxy)pent-1-in-1-yl)phenyl)-1 H-tetrazol
(1-106, KKS-092)
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Es wurde nach Methode A ein farblos-kristalliner Feststoff (30.6 mg, 74.5 umol, 42 %)

erhalten.

TH-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 8.00 (d, 3J34 = 8.4 Hz, 2H, H-3), 7.60 (d, 3J34 = 8.4 Hz,
2H, H-4), 7.36-7.26 (m, 3H, H-15, H-19, H-21), 7.12-6.96 (m, 4H, H-12, H-14, H-18, H-20),
6.96-6.82 (m, 1H, H-16), 4.15 (t, 3Jo,10 = 6.1 Hz, 2H, H-10), 3.75 (s, 3H, H-23), 2.66 (t,
3Js,0 = 7.0 Hz, 2H, H-8), 2.09-1.94 (m, 2H, H-9) ppm;

13C-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 158.1 (C-11), 156.1 (C-22), 155.3 (C-1), 139.6 (C-13),
132.2 (C-4), 130.3 (C-17), 129.6 (C-15), 129.0, 128.9 (C-19, C-21), 127.0 (C-3), 125.8
(C-5), 123.5 (C-2), 121.7, 120.7 (C-18, C-20), 115.5 (C-14), 112.9 (C-16), 111.7 (C-12),
92.5 (C-7), 80.3 (C-6), 66.0 (C-10), 55.4 (C-23), 27.8 (C-9), 15.5 (C-8) ppm;

LCMS: tr= 10.213 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 409.10 [M-H] (100);
HR-APCI-MS: m/z = 411.1814 [M+H]* (ber. m/z = 411.1816 fur [M+H]");

IR (ATR): V = 2980, 1609, 1596, 1484, 1294, 942, 753 cm"".

5-(4-(5-((3'-Fluoro-[1,1'-biphenyl]-3-yl)oxy)pent-1-in-1-yl)phenyl)-1H-tetrazol (I-101,
KKS-100)

4 3 H
19
— N—_
8 6 5 2 1 ||
, \ / \
N
9 4 3

Es wurde nach Methode A ein farblos-kristalliner Feststoff (46.7 mg, 117 pymol, 56 %)

erhalten.

TH-NMR: (600 MHz, DMSO): & = 8.04-7.98 (m, 2H, H-3), 7.65-7.59 (m, 2H, H-4), 7.55-
7.44 (m, 3H, H-18, H-19, H-22), 7.43-7.35 (m, 1H, H-15), 7.30-7.25 (m, 2H, H-12, H-14),
7.22-7.16 (m, 1H, H-20), 7.04-6.98 (m, 1H, H-16), 4.25-4.11 (m, 2H, H-10), 2.75-2.60 (m,
2H, H-8), 2.14-2.00 (m, 2H, H-9) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, DMSO): & = 162.6 (C-21), 159.0 (C-11), 155.3 (C-1), 142.5 (C-17),
140.3 (C-13), 132.2 (C-4), 130.7 (C-19), 130.1 (C-15), 127.1 (C-3), 125.8 (C-5), 123.6 (C-
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2), 122.8 (C-18), 119.2 (C-14), 114.3 (C-16), 114.1 (C-20), 113.5 (C-22), 112.9 (C-12),
92.5 (C-7), 80.3 (C-6), 66.2 (C-10), 27.8 (C-9), 15.6 (C-8) ppm;

LCMS: tr= 10.459 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 397.05 [M-H] (100);
HR-ESI-MS: m/z = 421.1435 [M+Na]* (ber. m/z = 421.1435 fur [M+Na]");
IR (ATR): ¥ = 2980, 1609, 1573, 1470, 1266, 960, 749 cm™".

5-(4-(5-((4'-Fluoro-[1,1'-biphenyl]-3-yl)oxy)pent-1-in-1-yl)phenyl)-1H-tetrazol (I-100,
KKS-077)

4 3 H
19
— N—__
8 6 5 2 1 ||
. \ / \
N"
9 4 3

Es wurde nach Methode A ein farblos-kristalliner Feststoff (56.7 mg, 142 ymol, 68 %)

erhalten.

1H-NMR: (600 MHz, DMSO): 5 = 8.06-7.94 (m, 2H, H-3), 7.76-7.67 (m, 2H, H-18),
7.65-7.57 (m, 2H, H-4), 7.42-7.34 (m, 1H, H-15), 7.30-7.24 (m, 2H, H-19), 7.23-7.18 (m,
2H, H-12, H-14), 7.01-6.94 (m, 1H, H-16), 4.21 (t, 3Jo10 = 6.0 Hz, 2H, H-10), 2.68 (1,
3Js,0 = 7.0 Hz, 2H, H-8), 2.05 (quint, 3Js,s = 3Js,10 = 6.4 Hz, 2H, H-9) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, DMSO): & = 161.8 (C-20), 158.9 (C-11), 155.6 (C-1), 140.6 (C-13),
136.4 (C-17), 132.1 (C-4), 130.0 (C-15), 128.7 (C-19), 126.9 (C-3), 125.6 (C-5), 123.7
(C-2), 119.0 (C-14), 115.5 (C-18), 113.5 (C-16), 112.9 (C-12), 92.3 (C-7), 80.2 (C-6), 66.1
(C-10), 27.8 (C-9), 15.5 (C-8) ppm;

LCMS: tr= 10.436 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 399.05 [M+H]* (100);
HR-APCI-MS: m/z = 399.1618 [M+H]* (ber. m/z = 399.1616 fir [M+H]*);

IR (ATR): V = 2922, 1599, 1574, 1481, 1297, 981, 751 cm™".
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3'-((5-(4-(1H-Tetrazol-5-yl)phenyl)pent-4-in-1-yl)oxy)-[1,1'-biphenyl]-4-carbonitril
(1112, KKS-091)

Es wurde nach Methode A ein farblos-kristalliner Feststoff (31.7 mg, 78.2 umol, 41 %)
erhalten.

TH-NMR: (600 MHz, DMSO): 5 = 8.01 (d, 3J3.4 = 8.0 Hz, 2H, H-3), 7.92-7.85 (m, 4H, H-18,
H-19), 7.61 (d, 3J3.4 = 7.8 Hz, 2H, H-4), 7.47-7.40 (m, 1H, H-15), 7.34-7.28 (m, 2H, H-12,
H-14), 7.11-7.02 (m, 1H, H-16), 4.23 (t, 3Jo,10 = 6.0 Hz, 2H, H-10), 2.68 (t, 3Js 9 = 7.0 Hz,
2H, H-8), 2.10-1.99 (m, 2H, H-9) ppm;

3C-NMR: (150 MHz, DMSO): & = 159.1 (C-11), 154.4 (C-1), 144.4 (C-17), 139.7 (C-13),
132.7, 127.6 (C-18, C-19), 132.2 (C-4), 130.3 (C-15), 127.0 (C-3), 125.7 (C-5), 123.5
(C-2), 119.4 (C-21), 118.7 (C-14), 114.9 (C-16), 113.1 (C-12), 110.1 (C-20), 92.4 (C-7),
80.2 (C-6), 66.2 (C-10), 27.8 (C-9), 15.5 (C-8) ppm;

LCMS: tr= 9.928 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 404.10 [M-H] (100);
HR-APCI-MS: m/z = 406.1663 [M+H]* (ber. m/z = 406.1662 fir [M+H]*);

IR (ATR): ¥V = 2980, 1603, 1392, 1295, 1158, 954, 776 cm™".
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5-(4-(5-((3'-Methoxy-[1,1'-biphenyl]-3-yl)oxy)pent-1-in-1-yl)phenyl)-1H-tetrazol
(1-105, KKS-099)

4 3 H
8 6 5 2 1 ||
7
10 \ / \N/N
4 3

Es wurde nach Methode A ein farblos-kristalliner Feststoff (53.5 mg, 130 umol, 62 %)

erhalten.

TH-NMR: (600 MHz, DMSO): & = 8.06-7.94 (m, 2H, H-3), 7.60-7.55 (m, 2H, H-4),
7.42-7.32 (m, 2H, H-15, H-19), 7.28-7.13 (m, 4H, H-12, H-14, H-18, H-22), 7.03-6.88 (m,
2H, H-16, H-20), 4.25-4.18 (m, 2H, H-10), 3.82 (s, 3H, H-23), 2.77-2.63 (m, 2H, H-8),
2.12-1.87 (m, 2H, H-9) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, DMSO): & = 159.6 (C-21), 158.9 (C-11), 155.0 (C-1), 141.6, 141.5
(C-13, C-17), 132.1 (C-4), 129.9, 129.8 (C-15, C-19), 127.0 (C-3), 125.8 (C-5), 123.5
(C-2), 119.1, 119.0 (C-14, C-22), 113.6, 113.0, 112.9, 112.3 (C-12, C-16, C-18, C-20),
92.5 (C-7), 80.3 (C-6), 66.1 (C-10), 55.0 (C-23), 27.8 (C-9), 15.6 (C-8) ppm;

LCMS: tr= 10.279 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 409.10 [M-H] (100);
HR-ESI-MS: m/z = 433.1635 [M+Na]* (ber. m/z = 433.1635 fir [M+Na]*);
IR (ATR): V = 2980, 1596, 1572, 1472, 1230, 1023, 969, 773 cm™".

5-(4-(5-((2'-«(Trifluoromethyl)-[1,1'-biphenyl]-3-yl)oxy)pent-1-in-1-yl)phenyl)-1H-
tetrazol (1-108, KKS-093)

4 3 H
\N
8 6 5 2 1 ||
, \ / \
N
9 4 3
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Es wurde nach Methode A ein farblos-kristalliner Feststoff (35.0 mg, 78.1 umol, 42 %)
erhalten.

TH-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 8.04-7.96 (m, 2H, H-3), 7.87-7.78 (m, 1H, H-21),
7.76-7.66 (m, 1H, H-19), 7.66-7.53 (m, 3H, H-4, H-20), 7.47-7.28 (m, 2H, H-15, H-18),
7.10-6.97 (m, 1H, H-14), 6.99-6.92 (m, 2H, H-12, H-16), 4.24-4.03 (m, 2H, H-10),
2.72-2.61 (m, 2H, H-8), 2.11-1.97 (m, 2H, H-9) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, DMSO): & = 157.8 (C-11), 154.0 (C-1), 140.6 (C-13), 140.5 (C-17),
132.2 (C-19), 132.2 (C-4), 132.0 (C-18), 129.1 (C-15), 128.1 (C-20), 127.0 (C-3), 126.7
(C-21), 126.0 (C-22), 125.7 (C-5), 125.5 (C-23), 123.5(C-2), 121.1 (C-14), 114.9 (C-16),
113.9 (C-12), 92.5 (C-7), 80.3 (C-6), 66.1 (C-10), 27.7 (C-9), 15.5 (C-8) ppm;

LCMS: tr= 10.721 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 447.10 [M-H] (100);
HR-APCI-MS: m/z = 449.1584 [M+Na]* (ber. m/z = 449.1584 fir [M+Na]*);
IR (ATR): V = 2980, 1610, 1472, 1391, 1239, 942, 750 cm™".

5-(4-(5-(3-(Furan-2-yl)phenoxy)pent-1-in-1-yl)phenyl)-1H-tetrazol (1-98, KKS-081)

Es wurde nach Methode A ein farblos-kristalliner Feststoff (26.5 mg, 71.5 umol, 34 %)

erhalten.

1H-NMR: (600 MHz, DMSO): & = 8.07-7.97 (m, 2H, H-3), 7.76-7.67 (m, 1H, H-20),
7.66-7.53 (m, 2H, H-4), 7.38-7.32 (m, 1H, H-15), 7.32-7.26 (m, 2H, H-12, H-14), 6.99-6.94
(m, 1H, H-18), 6.93-6.89 (m, 1H, H-16), 6.63-6.55 (m, 1H, H-19), 4.22-4.16 (m, 2H, H-
10), 2.72-2.64 (m, 2H, H-8), 2.13-1.97 (m, 2H, H-9) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, DMSO): 5 = 158.8 (C-11), 155.3 (C-1), 152.7 (C-17), 142.8 (C-20),
132.1 (C-4), 131.6 (C-13), 129.9 (C-15), 127.0 (C-3), 125.5 (C-5), 123.9 (C-2), 115.8
(C-14), 113.6 (C-16), 112.0 (C-19), 109.3 (C-12), 106.1 (C-18), 92.3 (C-7), 80.2 (C-6),
66.1 (C-10), 27.7 (C-9), 15.5 (C-8) ppm;

LCMS: tr= 9.855 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 369.05 [M-H] (100);
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9. Experimenteller Teil

HR-APCI-MS: m/z = 369.1357 [M-H] (ber. m/z = 369.1357 fur [M-H]);
IR (ATR): V = 2869, 1610, 1488, 1293, 1227, 913, 748 cm™".

5-(4-(5-((4'~(Trifluoromethyl)-[1,1'-biphenyl]-3-yl)oxy)pent-1-in-1-yl)phenyl)-1H-
tetrazol (I1-107, KKS-086)

Es wurde nach Methode A ein farblos-kristalliner Feststoff (32.9 mg, 73.4 ymol, 35 %)
erhalten.

TH-NMR: (600 MHz, DMSO): & = 8.06-7.97 (m, 2H, H-3), 7.93-7.87 (m, 2H, H-18),
7.81-7.74 (m, 2H, H-19), 7.64-7.58 (m, 2H, H-4), 7.48-7.41 (m, 1H, H-15), 7.30-7.26 (m,
2H, H-12, H-14), 7.10-7.01 (m, 1H, H-16), 4.31-4.18 (m, 2H, H-10), 2.73-2.59 (m, 2H,
H-8), 2.15-1.88 (m, 2H, H-9) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, DMSO): & = 159.0 (C-11), 155.2 (C-1), 144.1 (C-13), 140.0 (C-17),
132.1 (C-4), 130.1 (C-15), 127.9 (C-20), 127.5 (C-18), 127.0 (C-3), 125.5 (C-19), 125.4
(C-5), 123.8 (C-2), 123.3 (C-21), 119.3 (C-14), 114.5 (C-16), 113.1 (C-12), 92.2 (C-7),
80.2 (C-6), 66.2 (C-10), 27.7 (C-9), 15.5 (C-8) ppm;

LCMS: tr= 11.108 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 447.10 [M-H] (100);
HR-APCI-MS: m/z = 447.1438 [M-H] (ber. m/z = 447.1438 fur [M-H]");

IR (ATR): ¥ = 2929, 1612, 1486, 1323, 1205, 838, 720 cm™.
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9. Experimenteller Teil

5-(4-(5-((4'-Chloro-[1,1'-biphenyl]-3-yl)oxy)pent-1-in-1-yl)phenyl)-1H-tetrazol (I-99,
KKS-082)

p— N
\N
8 I 5 2 1 ||
7
@—<\N/N
9 4 3

Es wurde nach Methode A ein farblos-kristalliner Feststoff (37.6 mg, 90.6 umol, 43 %)

erhalten.

TH-NMR: (600 MHz, DMSO): d = 8.06-7.97 (m, 2H, H-3), 7.70 (d, 3J18,10 = 8.3 Hz, 2H,
H-18), 7.61 (d, 3J34=7.9 Hz, 2H, H-4), 7.49 (d, 3J1s19 = 8.3 Hz, 2H, H-19), 7.39 (t,
3J14,15 = 315,16 = 8.0 Hz, 1H, H-15), 7.27-7.21 (m, 2H, H-12, H-14), 7.02-6.96 (m, 1H,
H-16), 4.22 (t, 3Jo,10 = 6.1 Hz, 2H, H-10), 2.68 (t, 3Js9 = 7.0 Hz, 2H, H-8), 2.12 (quint,
8Js,9 =3Jo,10 = 6.4 Hz, 2H, H-10) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, DMSO): & = 158.9 (C-11), 155.1 (C-1), 140.2 (C-13), 138.7 (C-17),
132.3 (C-20), 132.1 (C-4), 130.0 (C-15), 128.6 (C-19), 128.4 (C-18), 127.0 (C-3), 125.4
(C-5), 123.9 (C-2), 118.9 (C-14), 113.9 (C-16), 112.7 (C-12), 92.2 (C-7), 80.2 (C-6), 66.1
(C-10), 27.7 (C-9), 15.5 (C-8) ppm;

LCMS: tr= 10.986 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 413.05 [M-H] (100);
HR-APCI-MS: m/z = 415.1321 [M+H]* (ber. m/z = 415.1320 fir [M+H]*);

IR (ATR): V = 2980, 1609, 1499, 1387, 1202, 825, 692 cm™".

4-(3-((5-(4-(1H-Tetrazol-5-yl)phenyl)pent-4-in-1-yl)oxy)phenyl)pyridin (1-97, KKS-076)

4 3 H
\N
8 6 5 2 1 ||
, \ / \
N~
9 4 3
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Es wurde nach Methode A ein farblos-kristalliner Feststoff (40.8 mg, 107 umol, 51 %)

erhalten.

TH-NMR: (600 MHz, DMSO): & = 8.61-8.57 (m, 2H, H-19), 7.99 (d, 3J34 = 8.1 Hz, 2H,
H-3), 7.72-7.66 (m, 2H, H-18), 7.58 (d, 3J34 = 8.3 Hz, 2H, H-4), 7.49-7.38 (m, 1H, H-15),
7.39-7.33 (m, 2H, H-12, H-14), 7.12-7.06 (m, 1H, H-16), 4.23 (t, 3Jo,10 = 6.1 Hz, 2H, H-10),
2.67 (t, 3Js,9 = 7.0 Hz, 2H, H-8), 2.05 (quint, 3Js,9 = 3Jo,10 = 6.4 Hz, 2H, H-9) ppm;
13C-NMR: (150 MHz, DMSO): & = 159.1 (C-11), 155.8 (C-1), 150.1 (C-19), 146.8 (C-17),
138.6 (C-13), 132.1 (C-4), 130.3 (C-15), 126.9 (C-3), 125.3 (C-5), 124.5 (C-2), 121.3
(C-18), 119.1 (C-14), 115.4 (C-16), 112.9 (C-12),92.4 (C-7), 80.2 (C-6), 66.1 (C-10), 27.8
(C-9), 15.5 (C-8) ppm;

LCMS: tr= 6.770 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 382.10 [M+H]* (100);
HR-APCI-MS: m/z = 380.1520 [M-H] (ber. m/z = 380.1517 fir [M-H]);

IR (ATR): V = 2980, 1597, 1498, 1410, 1210, 843, 750 cm".

4-((3'-((5-(4-(1H-tetrazol-5-yl)phenyl)pent-4-in-1-yl)oxy)-[1,1'-biphenyl]-4-yl)methyl)-
morpholin (I-111, KKS-084)

Es wurde nach Methode A ein farblos-kristalliner Feststoff (31.6 mg, 66.9 umol, 32 %)

erhalten.

TH-NMR: (600 MHz, DMSO): & = 7.98-7.89 (m, 2H, H-3), 7.67-7.60 (m, 2H, H-18),
7.44-7.35 (m, 5H, H-4, H-15, H-19), 7.29-7.18 (m, 2H, H-12, H-14), 7.04-6.95 (m, 1H,
H-16), 4.28-4.14 (m, 2H, H-8), 3.65-3.55 (m, 4H, H-23), 3.49 (s, 2H, H-21), 2.69-2.57 (m,
2H, H-8), 2.46-2.26 (m, 4H, H-22), 2.07-1.99 (3, 2H, H-9) ppm;
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13C-NMR: (150 MHz, DMSO): & = 160.1 (C-1), 159.0 (C-11), 141.5 (C-13), 138.7 (C-17),
137.2 (C-20), 132.0 (C-2), 131.4 (C-4), 130.0 (C-15), 129.4 (C-19), 126.5 (C-18), 125.7
(C-3), 121.4 (C-5), 119.0 (C-14), 113.5 (C-16), 112.7 (C-12), 89.7 (C-7), 81.2 (C-6), 66.2
(C-10), 66.2 (C-23), 62.0 (C-21), 53.2 (C-22), 28.0 (C-9), 15.5 (C-8) ppm;

LCMS: tr= 6.946 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 480.15 [M+H]* (100);
HR-APCI-MS: m/z = 480.2395 [M+H]* (ber. m/z = 480.2394 fir [M+H]*);
IR (ATR): V = 2980, 1562, 1442, 1418, 1200, 865, 762 cm™".

5-(4-(5-((2'-Fluoro-[1,1'-biphenyl]-3-yl)oxy)pent-1-in-1-yl)phenyl)-1 H-tetrazol (I-102,
KKS-094)

4 3 H
19
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N
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Es wurde nach Methode A ein farblos-kristalliner Feststoff (53.4 mg, 134 ymol, 64 %)

erhalten.

H-NMR: (400 MHz, DMSO): & = = 8.00 (d, 3J34 = 8.4 Hz, 2H, H-3), 7.61 (d, 3J34 = 8.4 Hz,
2H, H-4), 7.56-7.50 (m, 1H, H-20), 7.45-7.37 (m, 2H, H-15, H-18), 7.33-7.25 (m, 2H, H-
19, H-21), 7.14-7.10 (m, 2H, H-12, H-14), 7.06-6.98 (m, 1H, H-16), 4.18 (t, 3Js.10 = 6.1 Hz,
2H, H-10), 2.66 (t, 3Js9 = 7.0 Hz, 2H, H-8), 2.10-1.98 (m, 2H, H-9) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, DMSO): 5 = 158.5 (C-11), 158.0 (C-22), 155.2 (C-1), 136.5 (C-13),
132.2 (C-4), 130.8 (C-20), 129.8 (C-15), 129.6 (C-18), 128.1 (C-17), 127.1 (C-3), 125.3
(C-5), 124.9 (C-19), 123.6 (C-2), 121.2 (C-14), 116.1 (C-21), 115.0 (C-12), 114.0 (C-16),
92.5 (C-7), 80.3 (C-6), 66.2 (C-10), 27.8 (C-9), 15.6 (C-8) ppm;

LCMS: tr= 10.363 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 397.1 [M-H] (100);
HR-APCI-MS: m/z = 399.1616 [M+H]* (ber. m/z = 399.1616 fur [M+H]*);

IR (ATR): V = 2980, 1383, 1252, 1153, 953 cm™".
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4-(3'-((5-(4-(1H-Tetrazol-5-yl)phenyl)pent-4-in-1-yl)oxy)-[1,1'-biphenyl]-4-
yl)morpholin (I1-110, KKS-079)

4 3 H
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Es wurde nach Methode A ein farblos-kristalliner Feststoff (75.8 mg, 162 umol, 78 %)
erhalten.

TH-NMR: (600 MHz, DMSO): & = 8.02-7.94 (m, 2H, H-3), 7.58-7.48 (m, 4H, H-4, H-18),
7.37-7.29 (m, 1H, H-15), 7.20-7.14 (m, 2H, H-12, H-14), 6.99-6.92 (m, 2H, H-19),
6.91-6.86 (m, 1H, H-16), 4.23-4.14 (m, 2H, H-8), 3.77-3.68 (m, 4H, H-22), 3.17-3.04 (m,
4H, H-21), 2.69-2.60 (m, 2H, H-8), 2.08-2.00 (3, 2H, H-9) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, DMSO): & = 159.0 (C-11), 156.9 (C-1), 150.5 (C-20), 141.5 (C-13),
131.8 (C-4), 130.5 (C-17), 129.9 (C-15), 127.2 (C-18), 126.8 (C-2), 126.5 (C-3), 124.0
(C-5), 118.2 (C-14), 115.1 (C-19),112.6 (C-16), 111.9 (C-12), 91.4 (C-7), 80.7 (C-6), 66.1
(C-10), 66.0 (C-22), 48.1 (C-21), 27.9 (C-9), 15.6 (C-8) ppm;

LCMS: tr= 10.036 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 466.10 [M+H]* (100);
HR-APCI-MS: m/z = 466.2239 [M+H]* (ber. m/z = 466.2238 fir [M+H]*);

IR (ATR): ¥ = 2980, 1604, 1579, 1446, 1381, 1201, 823, 763 cm™".
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5-(4-(5-((3',4'-Dimethoxy-[1,1'-biphenyl]-3-yl)oxy)pent-1-in-1-yl)phenyl)-1 H-tetrazol
(1-103, KKS-083)
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Es wurde nach Methode A ein farblos-kristalliner Feststoff (74.2 mg, 168 pmol, 81 %)
erhalten.

TH-NMR: (600 MHz, DMSOQO): & = 8.08-7.99 (m, 2H, H-3), 7.64-7.58 (m, 2H, H-4),
7.37-7.30 (m, 1H, H-15), 7.23-7.12 (m, 4H, H-12, H-14, H-18, H-22), 7.03-6.94 (m, 1H,
H-19), 6.97-6.90 (m, 1H, H-16), 4.20 (t, 3Js,10 = 6.1 Hz, 2H, H-10), 3.84 (s, 3H, H-2), 3.78
(s, 3H, H-2), 2.68 (t, 3Js 9 = 7.0 Hz, 2H, H-8), 2.05 (quin, 3Js,9 = 3Jo,10 = 6.5 Hz, 2H, H-9)
ppm;

3C-NMR: (150 MHz, DMSO): & = 158.7 (C-11), 148.7 (C-21), 148.4 (C-20), 141.5 (C-13),
132.6 (C-17), 132.0 (C-4), 129.6 (C-15), 127.2 (C-3), 125.4 (C-5), 123.8 (C-2), 118.7,
118.6, 112.5, 112.4 (C-14, C-16, C-18, C-22), 111.9 (C-19), 110.4 (C-12), 92.2 (C-7), 80.1
(C-6), 65.9 (C-10), 55.4 (C-23, C-24), 27.7 (C-9), 15.4 (C-8) ppm;

LCMS: tr= 9.753 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 439.10 [M-H]- (100);
HR-APCI-MS: m/z = 439.1774 [M-H] (ber. m/z = 439.1776 fir [M-H]);

IR (ATR): V = 2931, 1606, 1572, 1464, 1227, 1022, 993, 763 cm™".
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5-(4-(5-((4'-Methoxy-[1,1'-biphenyl]-3-yl)oxy)pent-1-in-1-yl)phenyl)-1H-tetrazol (I-104,
KKS-078)

4 3 H
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Es wurde nach Methode A ein farblos-kristalliner Feststoff (56.3 mg, 137 umol, 66 %)

erhalten.

1H-NMR: (600 MHz, DMSO): & = 8.06-7.98 (m, 2H, H-3), 7.66-7.56 (m, 4H, H-4, H-18),
7.39-7.32 (m, 1H, H-15), 7.23-7.12 (m, 2H, H-12, H-14), 7.06-6.96 (m, 2H, H-19),
6.96-6.91 (m, 1H, H-16), 4.27-4.11 (m, 2H, H-10), 3.79 (s, 3H, H-21), 2.72-2.63 (m, 2H,
H-8), 2.10-1.99 (m, 2H, H-9) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, DMSO): & = 158.9 (C-11, C-20), 155.2 (C-1), 141.3 (C-13), 132.3
(C-17), 132.1 (C-4), 129.8 (C-15), 127.8 (C-18), 126.9 (C-3), 125.5 (C-5), 123.7 (C-2),
118.6 (C-14), 114.2 (C-19), 112.8 (C-16), 112.3 (C-12),91.9 (C-7), 79.6 (C-6), 66.1 (C-10),
55.1 (C-21), 27.8 (C-9), 15.5 (C-8) ppm;

LCMS: tr= 10.266 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 411.05 [M+H]* (58);
HR-APCI-MS: m/z = 411.1812 [M+H]* (ber. m/z = 411.1816 fur [M+H]*);

IR (ATR): V = 2931, 1607, 1585, 1269, 1049, 982, 829, 778 cm"".
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5-(4-(5-((4'-(Methylsulfonyl)-[1,1'-biphenyl]-3-yl)oxy)pent-1-in-1-yl)phenyl)-1H-
tetrazol (I1-114, KKS-089)

4 3 H
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Es wurde nach Methode A ein farblos-kristalliner Feststoff (79.4 mg, 173 ymol, 83 %)

erhalten.

1H-NMR: (600 MHz, DMSO): & = 8.04-7.91 (m, 6H, H-3, H-18, H-19), 7.62 (d,
3Js4 =84 Hz, 2H, H-4), 7.49-7.39 (m, 1H, H-15), 7.36-7.30 (m, 2H, H-12, H-14),
7.10-7.03 (m, 1H, H-16), 4.23 (t, 3Jo,10 = 6.1 Hz, 2H, H-10), 3.25 (s, 3H, H-21), 2.68 (t,
3Jsg = 7.0 Hz, 2H, H-8), 2.14-1.99 (m, 2H, H-9) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, DMSO): & = 159.1 (C-11), 154.9 (C-1), 144.9 (C-17), 139.9 (C-13),
139.7 (C-20), 132.2 (C-4), 130.3 (C-15), 127.7 (C-3), 127.5, 127.1 (C-18, C-19), 125.8
(C-5), 123.5 (C-2), 119.6 (C-14), 114.8 (C-16), 113.3 (C-12), 92.5 (C-7), 80.3 (C-6), 66.3
(C-10), 43.6 (C-21), 27.8 (C-9), 15.6 (C-8) ppm;

LCMS: tr= 9.040 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 457.05 [M-H] (100);
HR-APCI-MS: m/z = 459.1483 [M+H]* (ber. m/z = 459.1485 fir [M+H]*);

IR (ATR): ¥ = 2980, 1565, 1471, 1391, 1297, 1142, 771, 534 cm".
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3'-((5-(4-(1H-Tetrazol-5-yl)phenyl)pent-4-in-1-yl)oxy)-[1,1'-biphenyl]-3-carboxamid
(1-115, KKS-085)
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Es wurde nach Methode A ein farblos-kristalliner Feststoff (62.1 mg, 146 umol, 70 %)

erhalten.

TH-NMR: (600 MHz, DMSO): & = 8.05-7.94 (m, 4H, H-3, H-20, H-22), 7.77-7.74 (m, 2H,
H-18, H-19), 7.60-7.55 (m, 2H, H-4), 7.44-7.40 (m, 1H, H-15), 7.31-7.27 (m, 2H, H-12,
H-14), 7.06-6.99 (m, 1H, H-16), 4.28-4.16 (m, 2H, H-10), 2.73-2.65 (m, 2H, H-8),
2.12-2.02 (m, 2H, H-9) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, DMSO): & = 167.6 (C-23), 159.0 (C-11), 156.0 (C-1), 142.5 (C-17),
140.8 (C-13), 134.6 (C-21), 132.0 (C-4), 130.1 (C-15), 129.7 (C-19), 127.4 (C-20), 126.7
(C-3), 126.5, 126.3 (C-18, C-22), 125.9 (C-5), 123.9 (C-2), 119.2 (C-14), 114.1 (C-16),
113.0 (C-12), 92.0 (C-7), 80.2 (C-6), 65.7 (C-10), 27.8 (C-9), 15.4 (C-8) ppm;

LCMS: tr= 8.275 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 424.05 [M+H]" (82);
HR-APCI-MS: m/z = 424 1770 [M+H]* (ber. m/z = 424 1768 fir [M+H]*);

IR (ATR): ¥ = 3273, 2924, 1650, 1594, 1395, 1222, 1119, 760, 535 cm"".
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1-(3'-((5-(4-(1 H-Tetrazol-5-yl)phenyl)pent-4-in-1-yl)oxy)-[1,1'-biphenyl]-3-yl)-N, N-
dimethylmethylamin (1-116, KKS-080)
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Es wurde nach Methode A ein farblos-kristalliner Feststoff (71.4 mg, 163 pmol, 78 %)

erhalten.

TH-NMR: (600 MHz, DMSO): 6 =7.95 (d, 3J34 = 7.9 Hz, 2H, H-3), 7.77 (s, 1H, H-22), 7.71
(d, 3J18,19 = 7.6 Hz, 1H, H-8), 7.50 (t, 3J18,19 = 3J19,20 = 7.5 Hz, 1H, H-19), 7.47-7.37 (m,
4H, H-4, H-15, H-20), 7.31-7.23 (m, 2H, H-12, H-14), 7.08-6.99 (m, 1H, H-16), 4.21 (t,
8Jo,10 = 5.9 Hz, 2H, H-10), 4.09 (s, 2H, H-23), 2.65 (t, 3Js9 = 6.9 Hz, 2H, H-8), 2.61 (s, 6H,
H-24), 2.08-2.00 (m, 2H, H-9) ppm;

3C-NMR: (150 MHz, DMSO): & = 159.1 (C-11), 158.8 (C-1), 141.0 (C-13), 140.1 (C-17),
133.6 (C-21), 131.5 (C-4), 130.1 (C-15), 129.3 (C-20), 129.2 (C-19), 128.6 (C-22), 127 1
(C-18), 126.0 (C-8), 125.2 (C-5), 122.3 (C-2), 119.1 (C-14), 113.7 (C-16), 113.1 (C-12),
90.0 (C-7), 80.2 (C-6), 66.2 (C-10), 60.9 (C-23), 42.8 (C-24), 27.9 (C-9), 15.5 (C-8) ppm;
LCMS: tr= 7.105 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 438.15 [M+H]* (100);
HR-APCI-MS: m/z = 438.2288 [M+H]* (ber. m/z = 438.2288 fir [M+H]*);

IR (ATR): V = 2980, 1604, 1576, 1390, 1227, 1119, 767, 538 cm"".
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3'-Hydroxy-[1,1'-biphenyl]-4-carbonitril (1-118, KKS-087)

Es wurde nach Methode A ein farblos-kristalliner Feststoff (605 mg, 310 mmol, 89 %)

erhalten.

1H-NMR: (600 MHz, DMSO): & = 9.67 (s, 1H, OH), 7.90 (d, 3Js9 = 6.8 Hz, 2H, H-9), 7.80
(d, 3Js,0 = 6.8 Hz, 2H, H-8), 7.31 (t, 3Ja5 = 3Js6 = 7.8 Hz, 1H, H-5), 7.15 (d, 3Js6 = 7.6 Hz,
1H, H-6), 7.09 (s, 1H, H-2), 6.87 (d, 3Ja5 = 8.0 Hz, 1H, H-4) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, DMSO): & = 157.9 (C-3), 144.8 (C-7), 139.7 (C-1), 132.7 (C-9),
130.2 (C-5), 127.4 (C-8), 118.8 (C-11), 117.7 (C-6), 115.7 (C-4), 113.7 (C-2), 109.9 (C-10)
ppm;

LCMS: tr= 6.875 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 194.00 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 218.0575 [M+Na]* (ber. m/z = 218.0576 fir [M+Na]*);

IR (ATR): ¥ = 3340, 2980, 2888, 2235, 1601, 1497, 1157, 877, 778 cm™",

4'-(1H-Tetrazol-5-yl)-[1,1'-biphenyl]-3-ol (I-119, KKS-088)

KKS-087 (I-118, 89.6 mg, 459 umol), Natriumazid (35.8 mg, 550 uymol) und
Ammoniumchlorid (31.9 mg, 602 ymol) wurden unter Ar-Atmosphéare in trockenem DMF
(1.50 mL) geldst und 12 h bei 130 °C geruhrt. Die Reaktionsldsung wurde mit Ethylacetat
verdinnt, danach mit ges. NaCl-Lsg. (3x 5 mL) gewaschen und die vereinten wassr.
Phasen mit Ethylacetat (3x 30 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber
Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat, 9:1
— 1:1) aufgereinigt und ein farblos-kristalliner Feststoff (61.7 mg, 259 uymol, 56 %)
erhalten.
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9. Experimenteller Teil

1H-NMR: (600 MHz, DMSO): & = 9.62 (s, 1H, OH), 8.13 (d, 3Js¢ = 8.2 Hz, 2H, H-9), 7.86
(d, 3Js9 = 8.2 Hz, 2H, H-8), 7.31 (t, 3Ja5 = 3Js5 = 7.8 Hz, 1H, H-5), 7.18 (d, 3Js6 = 7.6 Hz,
1H, H-11), 7.13 (s, 1H, H-2), 6.85 (d, 3Ja5 = 7.9 Hz, 1H, H-4) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, DMSO): & = 157.9 (C-3), 154.8 (C-11), 142.8 (C-7), 140.3 (C-1),
130.1 (C-5), 127.5 (C-8, C-9), 123.0 (C-10), 117.6 (C-6), 115.2 (C-4), 113.6 (C-2) ppm;

LCMS: tr= 5.544 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 237.00 [M-H]- (100);
HR-APCI-MS: m/z = 239.0926 [M+H]* (ber. m/z = 239.0927 fir [M+H]*);
IR (ATR): V = 3340, 2980, 1618, 1585, 1474, 1309, 1159, 836, 785 cm™'.

5-(4-(5-((4'-(1H-Tetrazol-5-yl)-[1,1'-biphenyl]-3-yl)oxy)pent-1-in-1-yl)phenyl)-1H-
tetrazol (1-120, KKS-095)

KKS-023 (1-36, 80.0 mg, 350 umol) wurde unter Ar-Atmosphare in trockenem DCM
(5.00 mL) geldst und bei RT mit Tosylchlorid (73.5 mg, 386 umol) und DMAP (98.5 mg,
807 umol) versetzt. Nach 17 h bei RT wurde die Reaktionsldosung mit Ethylacetat
verdunnt, nacheinander mit 1 M HCI (2x 5 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 10 mL) gewaschen
und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinten org.
Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das Lésungsmittel
i. Vak. entfernt. KKS-088 (I-119, 91.9 mg, 386 umol) wurde unter Ar-Atmosphare in
trockenem DMF (1 mL) geldst und bei 0 °C mit Natriumhydrid (18.2 mg, 455 umol)
versetzt. Nach 2 h bei RT wurde das Tosylat in DMF (2 mL) gel6ést und langsam zu der
Ldsung getropft. Nach 17 h bei RT wurde die Reaktionsldsung mit Ethylacetat verdunnt,
nacheinander mit 1 M HCI (2x 5 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 10 mL) gewaschen und die
vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen
wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das Lésungsmittel i. Vak.
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entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an  Kieselgel
(Cyclohexan/Ethylacetat, 9:1 — 1:1) aufgereinigt und ein farblos-kristalliner Feststoff
(25.1 mg, 55.7 ymol, 16 %) erhalten.

'H-NMR: (600 MHz, DMSO): & = 8.12 (d, 3Jis19=8.1 Hz, 2H, H-19), 8.01 (d,
3J34 = 8.1 Hz, 2H, H-3), 7.94 (d, 3J18,19 = 8.1 Hz, 2H, H-18), 7.62 (d, 3J34 = 8.1 Hz, 2H,
H-4), 4.25 (t, 3Js,10 = 6.0 Hz, 2H, H-10), 2.70 (t, 3Js,0 = 6.9 Hz, 2H, H-8), 2.11-2.03 (m, 2H,
H-9) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, DMSO): & = 159.1 (C-11), 155.0, 154.9 (C-1, C-21), 142.5 (C-17),
140.4 (C-13), 132.2 (C-4), 130.2 (C-15), 127.7 (C-18), 127.4 (C-19), 127.0 (C-3), 125.8
(C-5), 123.5, 123.3 (C-2, C-20), 119.2 (C-14), 114.7 (C-16), 112.9 (C-12), 92.5 (C-7), 80.3
(C-6), 66.2 (C-10), 27.8 (C-9), 15.6 (C-8) ppm;

LCMS: tr= 8.630 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 449.05 [M+H]* (100);
HR-APCI-MS: m/z = 471.1649 [M+Na]* (ber. m/z = 471.1652 fir [M+Na]*);
IR (ATR): V = 3464, 2980, 1581, 1428, 1292, 1132, 841, 750, 539 cm™".

[1,1-Biphenyl]-3-ol (I-122, KKS-132)

Es wurde nach Methode A ein farblos-kristalliner Feststoff (193 mg, 1.13 mmol, 98 %)

erhalten.

TH-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 9.56 (s, 1H, OH), 7.63-7.55 (m, 2H, H-8), 7.48-7.41 (m,
2H, H-9), 7.39-7.31 (m, 1H, H-10), 7.26 (t, 3Ja5 = 3Js6 = 7.8 Hz, 1H, H-5), 7.11-7.00 (m,
2H, H-2, H-6), 6.83-6.75 (m, 1H, H-4) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, DMSO): & = 157.9 (C-3), 141.7 (C-1), 140.4 (C-7), 129.9 (C-5),
128.9 (C-9), 127.4 (C-10), 126.6 (C-8), 117.5 (C-6), 114.4 (C-4), 113.5 (C-2) ppm;

LCMS: tr= 7.237 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 168.95 [M-H] (16);
HR-ESI-MS: m/z = 169.0662 [M-H] (ber. m/z = 169.0659 fir [M-H]);

IR (ATR): V = 3253, 1587, 1459, 1428, 1295, 1182, 1182, 882, 692 cm".
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4-((4-(1H-Tetrazol-5-yl)phenyl)ethinyl)-6-([1,1'-biphenyl]-3-yloxy)pyrimidin  (1-123,
KKS-163)

KKS-132 (1-122, 36.4 mg, 214 pmol) wurde mit KKS-165 (1-64,72.4 mg, 194 ymol) und
Kaliumcarbonat (65.0 mg, 470 umol) in DMSO (5 mL) gel6ést und 2 h bei 80 °C gerthrt.
Die Lésung wurde mit Ethylacetat verdinnt, nacheinander mit 1 m HCI (2x 5 mL) und ges.
NaCl-Lsg. (3x 5 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x
10 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet,
danach filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel (Dichlormethan/Ethanol 100:0 — 97:3)
aufgereinigt, wodurch ein farblos-kristalliner Feststoff (63.4 mg, 152 pmol, 79 %) erhalten

wurde.

1H-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 8.81 (s, 1H, H-11), 8.22-8.08 (m, 2H, H-3), 7.94-7.86
(m, 2H, H-4), 7.75-7.52 (m, 5H, H-13, H-14, H-17, H-19), 7.51-7.42 (m, 3H, H-9, H-20),
7.42-7.35 (m, 1H, H-21), 7.30-7.21 (m, 1H, H-15) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, DMSO): 5 = 169.2 (C-10), 158.7 (C-11), 152.5 (C-12), 150.8 (C-8),
142.1 (C-16), 139.0 (C-18), 133.1 (C-4), 130.5 (C-14), 129.0 (C-20), 127.9 (C-21), 127.4
(C-3), 126.8 (C-19), 125.9 (C-2), 124.2 (C-13), 122.8 (C-5), 120.6 (C-15), 119.9 (C-17),
111.0 (C-9), 91.6 (C-6), 88.1 (C-7) ppm;

LCMS: tr= 9.573 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 417.05 [M+H]* (100);
HR-APCI-MS: m/z = 417.1458 [M+H]* (ber. m/z = 417.1458 fir [M+H]*);

IR (ATR): ¥V = 2980, 2217, 1580, 1419, 1285, 1175, 972, 696 cm".
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5-([1,1'-Biphenyl]-3-yloxy)furan-2-carbaldehyd (I-129, KKS-167)

12

Zu einer Losung aus 5-Nitro-2-furaldehyd Diacetat (400 mg, 1.64 mmol) in THF (3.0 mL)
wurde bei 0 °C eine Losung aus KKS-132 (1-122, 573 mg, 3.37 mmol) und Kalium-tert-
butanolat (387 mg, 3.45 mmol) in THF (5.0 mL) gegeben. Die Losung wurde weitere
30 min bei 0 °C geruhrt und Uber 17 h langsam auf RT erwarmt. Danach wurde mit
Ethylacetat verdiinnt, mit ges. NaCl-Lsg. (3x 20 mL) gewaschen und die vereinten wassr.
Phasen mit Ethylacetat (3x 20 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden uber
Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat
100:0 — 4:1) aufgereinigt, wodurch ein farblos-kristalliner Feststoff (41.2 mg, 108 uymol,

52 %) erhalten wurde.

H-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 9.39 (s, 1H, H-15), 7.72 (d, 3Jse = 7.6 Hz, 2H, H-8),
7.66-7.55 (m, 4H, H-2, H-5, H-6, H-13), 7.49 (t, 3Js0 = 3Jo,10 = 7.6 Hz, 2H, H-9), 7.49 (t,
3Jo10 = 7.3 Hz, 1H, H-10), 7.35-7.24 (m, 1H, H-4), 5.95 (d, 3J1213=3.5Hz, 1H,
H-12) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, DMSO): & = 176.3 (C-15), 161.7 (C-11), 154.5 (C-3), 144.6 (C-14),
142.6 (C-1), 138.7 (C-7), 130.9 (C-5), 129.0 (C-9), 128.1 (C-10), 126.8 (C-8), 124.4 (C-6),
117.7 (C-4), 117.1 (C-2), 90.7 (C-12) ppm;

LCMS: tr= 9.236 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 265.00 [M+H]* (100);
HR-APCI-MS: m/z = 265.0855 [M+H]* (ber. m/z = 265.0859 fur [M+H]*);

IR (ATR): ¥ = 2970, 1738, 1656, 1513, 1365, 1216, 1038, 762 cm™".
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5-([1,1'-Biphenyl]-3-yloxy)furan-2-carbonsaure (I-130, KKS-168)

12

KKS-167 (1-129, 70.0 mg, 264 pmol) wurde mit DMSO (75.0 uL), tert-Butanol (660 pL)
und Kaliumdihydrogenphosphat (144 mg, 514 ymol) bei RT in THF (1 mL) suspendiert
und mit NaClO2 (102 mg, 397 ymol) versetzt. Nach 17 h bei RT wurde die
Reaktionslosung mit Ethylacetat verdinnt und mit ges. NaCl-Lsg. (3x 5 mL) gewaschen.
Die vereinten wassr. Phasen wurden mit Ethylacetat (1x 10 mL) extrahiert und die
vereinten org. Phasen Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Danach wurde filtriert und das
Ldsungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an C1s
(Wasser/Acetonitril, 95:5 — 5:95) aufgereinigt. Es wurde ein farblos-kristalliner Feststoff
(54.1 mg, 193 pmol, 73 %) erhalten.

TH-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 7.73-7.66 (m, 2H, H-8), 7.60-7.45 (m, 5H, H-2, H-5, H-
6, H-9), 7.43-7.37 (m, 1H, H-10), 7.26 (d, 3J12,13 = 3.6 Hz, 1H, H-13), 7.21-7.16 (m, 1H,
H-4), 5.91 (d, 3J12,13 = 3.6 Hz, 1H, H-12) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, DMSO): & = 158.8 (C-15), 158.5 (C-11), 155.4 (C-3), 142.5 (C-1),
138.9 (C-7), 136.8 (C-14), 130.8 (C-5), 129.0 (C-9), 128.1 (C-10), 126.8 (C-8), 123.6
(C-6), 120.5 (C-13), 116.8 (C-4), 116.2 (C-2), 91.0 (C-12) ppm;

LCMS: tr= 8.549 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 281.00 [M+H]* (100);
HR-APCI-MS: m/z = 279.0665 [M-H] (ber. m/z = 279.0663 fur [M-H]);

IR (ATR): ¥V = 2970, 1738, 1657, 1505, 1366, 1216, 1150, 1035, 761 cm™".
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5-(4-((5-([1,1"-Biphenyl]-3-yloxy)furan-2-yl)ethinyl)phenyl)-1H-tetrazol (I-132, KKS-175)

21
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Eine Losung aus KKS-168 (I1-130 136 mg, 485 pymol) und NaOH (23.3 mg, 582 umol) in
Wasser (3.5 mL) wurde bei 50 °C mit Ethylacetat (4.0 mL), Kaliumiodid (161 mg,
970 pmol) und lod (123 mg, 485 pmol) versetzt. Die Losung wurde weitere 3 h bei 50 °C
geruhrt, danach mit Ethylacetat verdiinnt und mit ges. NaCl-Lsg. (3x 20 mL) gewaschen.
Die vereinten wassr. Phasen wurden mit Ethylacetat (3x 20 mL) extrahiert und die
vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Danach wurde filtriert
und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde ohne weitere Aufreinigung

direkt weiter umgesetzt.

Dazu wurde es unter Ar-Atmosphare mit KKS-164 (1-63, 82.6 mg, 485 umol),
PdCIz(PPhs)2  (17.0 mg, 24.3 uymol), Kupfer(l)iodid (4.62 mg, 24.3 umol) und
Kaliumcarbonat (201 mg, 1.46 mmol) in entgaster THF/H20-Lsg. (99:1, 10 mL) gelost
und far 17 h bei 85 °C geruhrt. Die Reaktionslosung wurde mit Ethylacetat verdinnt,
nacheinander mit 1 M HCI (3x 5 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 20 mL) gewaschen und die
vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 20 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen
wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das Losungsmittel i. Vak.
entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an  Kieselgel
(Cyclohexan/Ethylacetat 100:0 — 4:1) aufgereinigt, wodurch ein farblos-kristalliner
Feststoff (41.2 mg, 108 pmol, 52 %) erhalten wurde.

TH-NMR: (600 MHz, CDCIs/DMSO 9:1): & = 7.92 (d, 3Js4 = 8.1 Hz, 2H, H-3), 7.44 (d,
3Js.a = 8.2 Hz, 2H, H-4), 7.40 (d, 31920 = 7.5 Hz, 2H, H-19), 7.31-7.13 (m, 6H, H-13, H-15,
H-16, H-20, H-21), 6.94-6.90 (m, 1H, H-17), 6.54 (d, 3Jo.10 = 3.4 Hz, 1H, H-9), 5.47 (d,
3Jo,10 = 3.4 Hz, 1H, H-10) ppm;
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13C-NMR: (150 MHz, CDCI3/DMSO 9:1): & = 156.5 (C-11), 155.9 (C-12), 142.7 (C-14),
139.4 (C-18), 131.2 (C-4), 129.7 (C-21), 128.7 (C-8), 128.4 (C-20), 127.4 (C-16), 126.7
(C-3), 126.5 (C-19), 124.4 (C-2), 123.9 (C-5), 122.8 (C-15), 117.8 (C-9), 115.8 (C-17),
115.7 (C-13), 91.7 (C-6), 90.0 (C-10), 81.4 (C-7) ppm:

LCMS: tr= 10.842 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 403.05 [M-H] (100);
HR-APCI-MS: m/z = 405.1347 [M+H]* (ber. m/z = 405.1346 fir [M+H]*);
IR (ATR): V = 2204, 1738, 1610, 1570, 1480, 1246, 1159, 1051, 749 cm-".

2-([1,1'-Biphenyl]-3-yloxy)-5-bromothiazol (KKS-177)

Br
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KKS-132 (1-122, 400 mg, 2.35 mmol) wurde mit 2,5-Dibromthiazol (670 mg, 2.35 mmol)
und Kaliumcarbonat (487 mg, 3.52 mmol) in DMF (5 mL) gelést und 4 h bei 100 °C

geruhrt. Die Losung wurde mit Ethylacetat verdiinnt, nacheinander mit 1 M HCI (2x 15 mL)

und ges. NaCl-Lsg. (3x 10 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit
Ethylacetat (3x 20 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uuber
Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Nach
saulenchromatographischer Aufreinigung an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat 100:0 —

4:1) wurde ein farblos-kristalliner Feststoff (670 mg, 2.02 mmol, 86 %) erhalten.

1H-NMR: (600 MHz, CDCls): & = 7.65-7.59 (m, 2H, H-8), 7.56-7.50 (m, 3H, H-2, H-5, H-6),
7.50-7.46 (m, 2H, H-9), 7.44-7.38 (m, 1H, H-10), 7.30-7.26 (m, 1H, H-4), 7.23 (s, 1H,
H-12), ppm;

13C-NMR: (150 MHz, CDCl3): & = 173.0 (C-11), 155.2 (C-3), 143.5 (C-1), 139.8 (C-7),
138.4 (C-12), 130.3 (C-5), 128.9 (C-9), 127.9 (C-10), 127.1 (C-8), 125.0 (C-6), 118.8
(C-2), 118.7 (C-4), 101.1 (C-13) ppm:

LCMS: tr= 11.131 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 333.85 [M+H]* (100);

HR-ESI-MS: m/z = 355.9543 [M+Na]* (ber. m/z = 355.9539 fur [M+Na]*);
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IR (ATR): V = 1738, 1572, 1513, 1467, 1218, 1152, 987, 751, 692 cm™".

5-((4-(1H-Tetrazol-5-yl)phenyl)ethinyl)-2-([1,1'-biphenyl]-3-yloxy)thiazol (I-126, KKS-188)
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KKS-177 (1-124, 50.0 mg, 151 ymol) wurde unter Ar-Atmosphare mit dem KKS-164 (I-
63, 51.2 mg, 301 pmol), PdCI2(PPhs)2 (4.17 mg, 5.93 pmol), Kaliumcarbonat (62.4 mg,
452 pmol) und Kupfer(l)iodid (1.52 mg, 7.96 pmol) in Dioxan/H20 (99:1, 3.0 mL) geldst
und 17 h bei 85 °C geruhrt. Die Reaktionslésung wurde mit Ethylacetat verdinnt, mit ges.
NaCl-Lsg. (3x 5 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x
10 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet,
danach filtriert und das Lésungsmittel i. Vak. entfernt. Nach saulenchromatographischer
Aufreinigung an Kieselgel (Dichlormethan/Ethanol 95:5 — 4:1) wurde ein farblos-
kristalliner Feststoff (54.3 mg, 129 ymol, 86 %) erhalten.

1H-NMR: (600 MHz, CDCI3/DMSO 9:1): & = 8.03-7.98 (m, 2H, H-3), 7.53-7.46 (m, 4H, H-
4, H-18), 7.4-7.39 (m, 3H, H-13, H-14, H-16), 7.38-7.32 (m, 3H, H-19, H-20), 7.32-7.24
(m, 1H, H-12), 7.20-7.17 (m, 1H, H-9) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, CDCIs/DMSO 9:1): 8 = 173.1 (C-10), 155.0 (C-11), 143.1 (C-15),
142.2 (C-9), 139.3 (C-17), 131.6 (C-4), 130.1 (C-13), 128.6 (C-19), 127.6 (C-20), 126.9
(C-3), 126.7 (C-18), 126.7 (C-2), 124.7 (C-14), 124.6 (C-5), 118.6 (C-12), 118.5 (C-16),
112.1 (C-8), 93.6 (C-6), 80.4 (C-7) ppm;

LCMS: tr= 10.570 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 422.05 [M+H]* (100);
HR-APCI-MS: m/z = 422.1070 [M+H]* (ber. m/z = 422.1070 fur [M+H]*);

IR (ATR): V = 2970, 1738, 1434, 1366, 1229, 1216, 1171, 748 cm™".
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2-([1,1°-Biphenyl]-3-yloxy)-4-bromothiazol (1-125, KKS-179)

KKS-132 (1-122, 400 mg, 2.35 mmol) wurde mit 2,4-Dibromthiazol (670 mg, 2.35 mmol)
und Kaliumcarbonat (487 mg, 3.52 mmol) in DMF (5 mL) gelést und 4 h bei 100 °C
gerlhrt. Die Lésung wurde mit Ethylacetat verdliinnt, nacheinander mit 1 M HCI (2x 15 mL)
und ges. NaCl-Lsg. (3x 10 mL) gewaschen. Die vereinten wassr. Phasen wurden mit
Ethylacetat (3x 20 mL) extrahiert und die vereinten org. Phasen uber Magnesiumsulfat
getrocknet. Danach wurde filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Nach
saulenchromatographischer Aufreinigung an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat 100:0 —

4:1) wurde ein farblos-kristalliner Feststoff (694 mg, 2.09 mmol, 89 %) erhalten.

1H-NMR: (600 MHz, CDCls): & = 7.64-7.59 (m, 2H, H-8), 7.57-7.51 (m, 3H, H-2, H-5, H-6),
7.51-7.46 (m, 2H, H-9), 7.43-7.39 (m, 1H, H-10), 7.33-7.28 (m, 1H, H-4), 6.77 (s, 1H,
H-12), ppm;

13C-NMR: (150 MHz, CDCls): & = 173.1 (C-11), 155.3 (C-3), 143.5 (C-1), 139.8 (C-7),
130.3 (C-5), 128.9 (C-9), 127.9 (C-10), 127.1 (C-8), 125.0 (C-6), 119.7 (C-13), 118.8
(C-2), 118.7 (C-4), 110.3 (C-12) ppm:

LCMS: tr= 10.646 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 333.85 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 353.9558 [M+Na]* (ber. m/z = 353.9559 fur [M+Na]*);

IR (ATR): V = 1738, 1571, 1470, 1417, 1219, 1079, 752, 692 cm™'.
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4-((4-(1H-Tetrazol-5-yl)phenyl)ethinyl)-2-([1,1'-biphenyl]-3-yloxy)thiazol (I-127, KKS-190)

20

N—

KKS-179 (1-125, 50.0 mg, 151 ymol) wurde unter Ar-Atmosphare mit dem KKS-164 (1-63,
51.2 mg, 301 ymol), PdCI2(PPhs)2 (4.17 mg, 5.93 umol), Kaliumcarbonat (62.4 mg,
452 pmol) und Kupfer(l)iodid (1.52 mg, 7.96 pmol) in Dioxan/H20 (99:1, 3.0 mL) geldst
und 17 h bei 85 °C geruhrt. Die Reaktionsldsung wurde mit Ethylacetat verdinnt und mit
ges. NaCl-Lsg. (3x 5 mL) gewaschen. Danach wurden die vereinten wassr. Phasen mit
Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert und die vereinten org. Phasen wurden uber
Magnesiumsulfat getrocknet. Danach wurde filtriert und das Losungsmittel i. Vak.
entfernt. Nach saulenchromatographischer Aufreinigung an Kieselgel
(Dichlormethan/Ethanol 95:5 — 4:1) wurde ein farblos-kristalliner Feststoff (51.5 mg,
122 pmol, 81 %) erhalten.

TH-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 8.14-8.01 (m, 2H, H-3), 7.82-7.67 (m, 7H, H-4, H-9,
H-14, H-16, H-18), 7.67-7.57 (m, 1H, H-13), 7.54-7.47 (m, 2H, H-19), 7.47-7.37 (m, 2H,
H-12, H-20) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, DMSO): 5 =172.4 (C-10), 155.2 (C-11), 142.4 (C-15), 138.7 (C-17),
132.4 (C-4), 130.8 (C-13), 129.1 (C-19), 128.1 (C-20), 127.2 (C-3), 126.8 (C-18), 124.9
(C-2), 124.7 (C-14), 123.8 (C-5), 120.4 (C-9), 119.5 (C-12), 118.7 (C-16), 111.5 (C-8),
87.5 (C-6), 85.7 (C-7) ppm;

LCMS: tr= 10.331 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 420.05 [M-H] (100);
HR-APCI-MS: m/z = 422.1067 [M+H]* (ber. m/z = 422.1070 fur [M+H]*);

IR (ATR): V = 2970, 1738, 1434, 1366, 1229, 1216, 1171, 748 cm™".
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5-(4-(5-([1,1"-Biphenyl]-3-yloxy)pent-1-in-1-yl)phenyl)-2-methyl-2H-tetrazol  (1-133,
KKS-134)

KKS-110 (1-44, 94.3 mg, 389 ymol) wurde unter Ar-Atmosphéare in trockenem DCM
(5.00 mL) gelést und bei RT mit Tosylchlorid (81.6 mg, 428 umol), DMAP (52.3 mg,
428 pmol) und DIPEA (0.06 mL) versetzt. Nach 17 h bei RT wurde die Reaktionslésung
mit Ethylacetat verdunnt, nacheinander mit 1 m HCI (2x 5 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x
10 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 10 mL)
extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach
filtriert und das Lésungsmittel i. Vak. entfernt. KKS-132 (1-122, 79.5 mg, 467 umol) wurde
unter Ar-Atmosphare in trockenem DMF (1 mL) geldst und bei 0 °C mit Natriumhydrid
(21.8 mg, 545 pmol) versetzt. Nach 2 h bei RT wurde das Tosylat in DMF (2 mL) gelost
und langsam zu der Losung getropft. Nach 17 h bei RT wurde die Reaktionslésung mit
Ethylacetat verdiinnt, nacheinander mit 1 M HCI (2x 5 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 10 mL)
gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert. Die
vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das
Losungsmittel i. Vak. entfernt. Nach saulenchromatographischer Aufreinigung an
Kieselgel (Dichlormethan/Methanol, 100:0 — 97:3) wurde ein farblos-kristalliner Feststoff
(79.6 mg, 202 umol, 52 %) erhalten.

H-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 8.04-7.96 (m, 2H, H-3), 7.71-7.62 (m, 2H, H-18), 7.59-
7.53 (m, 2H, H-4), 7.49-7.41 (m, 2H, H-19), 7.41-7.32 (m, 2H, H-15, H-20), 7.25-7.18 (m,
2H, H-12, H-14), 7.02-6.95] (m, 1H, H-16), 4.42 (s, 3H, H-21), 4.20 (t, 3Jo,10 = 6.1 Hz, 2H,
H-10), 2.67 (t, 3Jso = 7.0 Hz, 2H, H-8), 2.05 (quint, 3Js.0 = 3Jo,10 = 6.6 Hz, 2H, H-9) ppm;

13C-NMR: (400 MHz, DMSO): 5 = 163.5 (C-1), 159.0 (C-11), 141.7 (C-13), 140.0 (C-17),
132.1 (C-4), 130.0 (C-15), 128.8 (C-19), 127.5 (C-20), 126.7 (C-18), 126.3 (C-3), 126.2
(C-2), 125.1 (C-5), 119.1 (C-14), 113.5 (C-16), 112.8 (C-12), 92.0 (C-7), 80.4 (C-6), 66.1
(C-10), 40.0 (C-21), 27.9 (C-9), 15.6 (C-8) ppm;
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LCMS: tr= 10.931 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 395.10 [M+H]* (63);
HR-ESI-MS: m/z = 417.1685 [M+H]* (ber. m/z = 417.1686 fir [M+H]*);

IR (ATR): V = 2980, 1568, 1464, 1387, 1297, 1200, 1057, 755, 697 cm™".

9.2.1.5 Pyrazolpyridine

5-Amino-1-isopropyl-1H-pyrazol (I-153, KKS-007)[183]

N
L/
2
2-Cyanoethylhydrazin (0.780 mL, 10.6 mmol) wurde in Ethanol (10.0 mL) gel6st und bei
0°C mit Aceton (0.850 mL, 10.5 mmol) versetzt. Nach 17 h bei RT wurde das
Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde unter Ar-Atmosphare zu einer
Lésung aus Natrium (306 mg, 13.3 mmol) in n-Butanol (20.0 mL) gegeben und 16 h unter
Reflux geruhrt. Die Lé6sung wurde mit Ethylacetat verdiinnt, mit ges. NaCl-Lsg. (3x 10 mL)
gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 20 mL) extrahiert. Die
vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das
Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an

Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat, 9:1 — 7:3) aufgereinigt. Es wurde ein rot-kristalliner
Feststoff (923 mg, 7.37 mmol, 70 %) erhalten.

TH-NMR: (400 MHz, DMSO): 8 = 7.03 (d, 3J12 = 1.6 Hz, 1H, H-1), 5.24 (d, 3J12 = 1.6 Hz,
1H, H-2), 5.02 (s, 2H, NHz), 4.36 (hept, 3Jas = 6.6 Hz, 1H, H-4), 1.28 (d, 3Jas = 6.6 Hz,
6H1 H_5)1 ppm’

13C-NMR: (100 MHz, DMSO): & = 145.3 (C-3), 137.0 (C-1), 88.1 (C-2), 46.3 (C-4), 21.9
(C-5) ppm;

LCMS: tr= 0.715 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 126.05 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 126.1026 [M+H]* (ber. m/z = 126.1025 far [M+H]*);

IR (ATR): V = 3316, 3161, 2973, 1548, 927, 729 cm™".
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Ethyl-2,4-dioxy-(o-tolyl)butanoat (I-155, KKS-008)'¢3!

CH37

o-Methylacetophenon (2.68 g, 20.0 mmol) wurde unter Ar-Atmosphare in trockenem
Toluol (100 mL) gelost und bei 0 °C mit Kalium-tert-butanolat (2.69 g, 24.0 mmol)
versetzt. Nach 15 min bei gleicher Temperatur wurde Diethyloxalat (4.00 mL, 29.5 mmol)
hinzugegeben und weitere 17 h bei RT gerthrt. Das ausgefallene Produkt wurde unter
vermindertem Druck filtriert, mit Toluol (3x 50 mL) gewaschen und i. Vak. getrocknet. Es

wurde ein gelb-kristalliner Feststoff (4.64 g, 19.8 mmol, 99 %) erhalten.

1H-NMR: (600 MHz, CDCl): & = 7.66 (d, 3Jse=7.7Hz, 1H, H-6), 7.45 (t,
3J34=3as=7.5Hz, 1H, H-4), 7.32 (m, 2H, H-5, H-3), 6.8 (s, 2H, H-9), 4.24 (q,
3J1243 = 7.1 Hz, 2H, H-12), 2.52 (s, 3H, H-7), 1.36 (t, 3J12.13 = 7.1 Hz, 3H, H-13.) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, CDCl3): & = 195.5 (C-8), 167.9 (C-10), 167.9 (C-11), 138.4 (C-1),
135.2 (C-2), 132.1 (C-4), 131.9 (C-5), 128.9 (C-6), 125.9 (C-3), 102.0.1 (C-9), 62.7 (C-12),
21.1 (C-7), 14.3 (C-13) ppm;

LCMS: tr= 6.492 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 235.00 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 257.0781 [M+Na]* (ber. m/z = 257.0784 fir [M+Na]*);
IR (ATR): V = 1730, 1646, 1488, 1252,740 cm™".

Ethyl-1-isopropyl-6-(o-tolyl)-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-4-carboxylat (I-156, KKS-010)['33]

18

KKS-007 (I-153, 250 mg, 2.00 mmol) und KKS-008 (I-155, 468 mg, 2.00 mmol) wurden

unter Ar-Atmosphare in Essigsaure (12 mL) geldst. Nach 15 min bei RT wurde die Losung
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unter Reflux fir 4 h gerthrt. Das Ldsungsmittel wurde i. Vak. entzogen und das
Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel (DCM) aufgereinigt. Es wurde ein

gelb-kristalliner Feststoff (618 mg, 1.91 mmol, 95 %) erhalten.

1H-NMR: (400 MHz, CDCls): & = 8.47 (s, 1H, H-2), 7.92 (s, 1H, H-5), 7.59-7.51 (m, 1H,
H-10), 7.44-7.32 (m, 3H, H-11, H-12, H-13), 5.42 (hept, 3J78 = 6.7 Hz, 1H, H-7), 4.55 (q,
3J1718 = 7.1 Hz, 2H, H-17), 2.48 (s, 3H, H-15), 1.65 (d, 3J78 = 6.7 Hz, 6H, H-8), 1.51 (1,
3J17,18 = 7.1 Hz, 3H, H-18) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, CDCl3): & = 165.3 (C-16), 158.9 (C-6), 150.3 (C-1), 139.8 (C-9),
136.4 (C-14), 132.3 (C-2), 131.3 (C-3), 130.2 (C-10), 131.1, 128.8, 126.1 (C-11, C-12, C-
13), 118.6 (C-5), 111.8 (C-4), 61.8 (C-17),49.1 (C-7), 22.1 (C-8), 20.6 (C-15), 14.5 (C-18)
ppm;

LCMS: tr= 11.358 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 324.05 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 324.1709 [M+H]* (ber. m/z = 324.1707 fir [M+H]*);

IR (ATR): V = 2977, 1723, 1585, 1385, 1234, 754 cm™".

1-Isopropyl-6-(o-tolyl)-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-4-carbonsaure (I-157, KKS-011)[183]

KKS-010 (1-156, 2.00 g, 6.20 mmol) und Kaliumhydroxid (1.06 g, 18.9 mmol) wurden in
DMF (30 mL) gel6st und 4 h bei RT gerlhrt. Die Losung wurde mit Ethylacetat verdinnt,
nacheinander mit 1 M HCI (2x 30 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 30 mL) gewaschen und die
vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 30 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen
wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das Losungsmittel i. Vak.
entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an C18 (Wasser/Acetonitril
9:1 — 1:9) aufgereinigt. Es wurde ein gelb-kristalliner Feststoff (1.41 g, 5.36 mmol, 87 %)

erhalten.
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1H-NMR: (600 MHz, CDCls): & = 9.48 (s, 1H, OH), 8.63 (s, 1H, H-2), 8.05 (s, 1H, H-5),
7.58 (d, 3J1011 = 7.6 Hz, 1H, H-10), 7.47-7.35 (m, 3H, H-11, H-12, H-13), 5.47 (hept,
3078 = 6.6 Hz, 1H, H-7), 2.51 (s, 3H, H-15), 1.65 (d, 3J78 = 6.7 Hz, 6H, H-8) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, CDCl3): & = 169.9 (C-16), 159.9 (C-6), 150.2 (C-1), 139.1 (C-14),
136.4 (C-9), 132.3 (C-2), 130.2 (C-3), 130.0 (C-10), 131.2, 129.1, 126.7 (C-11, C-12, C-
13), 119.8 (C-5), 111.1 (C-4), 49.4 (C-7), 22.0 (C-8), 20.5 (C-15) ppm;

LCMS: tr= 6.397 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 296.05 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 296.1395 [M+H]* (ber. m/z = 296.1394 fir [M+H]*);
IR (ATR): V = 2980, 2515, 1866, 1713, 1484, 1239, 973, 774, 752 cm™".

N-(3-(1H-Tetrazol-5-yl)phenyl)-1-isopropyl-6-(o-tolyl)-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-4-
carboxamide (I1-148, KKS-012)
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KKS-011 (I-157, 150 mg, 508 pymol) wurde unter Ar-Atmosphare in trockenem DCM
(5 mL) gel6st und Oxalylchlorid (87.0 uL, 1.02 mmol) sowie eine katalytische Menge DMF
bei 0 °C zugetropft. Die Losung wurde 4 h bei RT gerthrt und das Losungsmittel i. Vak.
entzogen. Der Ruckstand wurde unter Ar-Atmosphare in trockenem Toluol (5 mL) und
trockenem DMF (1 mL) geldst, 5-(3-Aminophenyl)-1H-tetrazol (204 mg, 1.27 ymol)
zugegeben und die Lésung 17 h bei Reflux gerthrt. Die Losung wurde mit Ethylacetat
verdunnt, nacheinander mit 1 M HCI (2x 5 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 5 mL) gewaschen
und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinten org.

Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das Lésungsmittel
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i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an C18
(Wasser/Acetonitril 9:1 — 1:9) aufgereinigt. Es wurde ein gelb-kristalliner Feststoff
(21.0 mg, 47.9 ymol, 9 %) erhalten.

1H-NMR: (600 MHz, CDCls): & = 9.35 (s, 1H, NH), 8.40 (s, 1H, H-2), 8.33 (s, 1H, H-5),
7.74-7.66 (m, 2H, H-20, H-22), 7.60 (s, 1H, H-18), 7.37 (d, 3J10.11 = 7.5 Hz, 1H, H-10),
7.27 (t, 3Jo021 = 3Ja122= 7.8 Hz, 1H, H-21), 7.23-7.15 (m, 2H, H-11, H-13), 7.12 (,
3J11,12 = 3J12,13 = 7.1 Hz, 1H, H-12) 5.31 (hept, 3J7,8 = 6.7 Hz, 1H, H-7), 2.34 (s, 3H, H-15),
1.54 (d, 3J7,8 = 6.7 Hz, 6H, H-8) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, CDCls): = 164.4 (C-16), 159.1 (C-6), 155.8 (C-23), 149.7 (C-1),
138.7 (C-14), 138.0 (C-17), 136.4 (C-9), 135.7 (C-19), 131.6 (C-2), 130.1 (C-21), 129.9
(C-10), 131.0, 129.0 (C-11, C-13), 125.8 (C-12), 124.1, 124.0 (C-20, C-22), 123.8 (C-3),
119.6 (C-5), 116.1 (C-18), 111.1 (C-4), 49.8 (C-7), 22.0 (C-8), 20.5 (C-15) ppm;

LCMS: tr= 6.659 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 439.05 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 439.1989 [M+H]* (ber. m/z = 439.1989 flir [M+H]*);
IR (ATR): V = 3480, 3138, 2932, 1779, 1486, 1322, 596 cm™".

1-Isopropyl-N-(1-(3-sulfamoylphenyl)ethyl)-6-(o-tolyl)-1 H-pyrazolo[3,4-b]-pyridine-
4-carboxamide (I-158, KKS-016)

NH,
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KKS-011 (I-157, 100 mg, 341 pymol) wurde unter Ar-Atmosphare in trockenem DCM
(5 mL) geldst und Oxalylchlorid (58.0 pL, 685 umol) sowie eine katalytische Menge DMF

228



9. Experimenteller Teil

bei 0 °C zugetropft. Die Losung wurde 4 h bei RT gerthrt und das Losungsmittel i. Vak.
entzogen. Der Ruckstand wurde unter Ar-Atmosphare in trockenem Toluol (5 mL) und
trockenem DMF (1 mL) gel6st, 4-(1-Aminoetyl)phenylsulfonamid (101 mg, 514 ymol)
zugegeben und die Losung 17 h bei Reflux geruhrt. Die LOosung wurde mit Ethylacetat
verdinnt, nacheinander mit 1 M HCI (2x 5 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 5 mL) gewaschen
und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinten org.
Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das Lésungsmittel
i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an C18
(Wasser/Acetonitril 9:1 — 1:9) aufgereinigt. Es wurde ein gelb-kristalliner Feststoff
(63,0 mg, 134 pmol, 39 %) erhalten.

TH-NMR: (400 MHz, CD30OD): & = 8.32 (s, 1H, H-2), 8.01 (s, 1H, H-20), 7.85-7.79 (m, 1H,
H-22), 7.73-7.67 (m, 2H, H-5, H-24), 7.59-7.51 (m, 2H, H-10, H-23), 7.23-7.15 (m, 3H, H-
11, H-12, H-13), 5.44-5.28 (m, 2H, H-7, H-17), 2.34 (s, 3H, H-15), 1.65 (d, 3J17,18 = 7.1 Hz,
3H, H-18), 1.57-1.53 (m, 6H, H-8) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, CD30OD): d = 165.7 (C-16), 159.5 (C-6), 149.8 (C-3), 144.9 (C-19),
143.7 (C-14), 139.4 (C-1), 136.3 (C-9), 136.0 (C-21), 131.4 (C-2), 129.6 (C-24), 129.2 (C-
23), 128.8 (C-10), 130.5, 128.4, 125.5 (C-11, C-12, C-13), 124.4 (C-22), 123.3 (C-20),
115.4 (C-5), 111.1 (C-4), 49.3 (C-17), 48.7 (C-7), 20.7 (C-8), 20.4 (C-18), 19.7 (C-15)
ppm;

LCMS: tr= 9.015 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 478.05 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 478.1911 [M+H]* (ber. m/z = 478.1907 fir [M+H]*);

IR (ATR): V = 3248, 2978, 2931, 1644, 1522, 1154, 587 cm™.
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N-(3-Acetylphenyl)-1-isopropyl-6-(o-tolyl)-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-4-
carboxamide (I-159, KKS-021)
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KKS-011 (I-157, 100 mg, 341 pymol) wurde unter Ar-Atmosphare in trockenem DCM
(5 mL) gel6st und Oxalylchlorid (87.0 pL, 1.02 mmol) sowie eine katalytische Menge DMF
bei 0 °C zugetropft. Die Loésung wurde 4 h bei RT geruhrt und das Lésungsmittel i. Vak.
entzogen. Der Ruckstand wurde unter Ar-Atmosphare in trockenem Toluol (5 mL) und
trockenem DMF (1 mL) gelost, 3-Aminoacetophenon (103 mg, 684 umol) zugegeben und
die Losung 17 h bei Reflux gerUhrt. Die Lésung wurde mit Ethylacetat verdinnt,
nacheinander mit 1 M HCI (2x 5 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 5 mL) gewaschen und die
vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen
wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das Losungsmittel i. Vak.
entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an C18 (Wasser/Acetonitril
9:1 — 1:9) aufgereinigt. Es wurde ein gelb-kristalliner Feststoff (117 mg, .267 umol, 83 %)

erhalten.

TH-NMR: (600 MHz, CDCIz): & = 8.51 (s, 1H, H-2), 8.24 (s, 1H, H-16), 8.16 (d,
342022 = 7.8 Hz, 1H, H-20), 7.78 (d, 3J20,22 = 7.8 Hz, 1H, H-22), 7.70 (s, 1H, H-5), 7.56-
7.51 (m, 2H, H-10, H-21), 7.43-7.25 (m, 3H, H-11, H-12, H-13), 5.44 (hept, 3J78 = 6.7 Hz,
1H, H-7), 2.58 (s, 3H, H-24), 2.48 (s, 3H, H-15), 1.66 (d, 3J7,8 = 6.7 Hz, 6H, H-8) ppm;
13C-NMR: (150 MHz, CDCI3): & = 198.1 (C-24), 163.9 (C-16), 158.9 (C-6), 158.6 (C-19),
149.9 (C-1), 139.2 (C-14), 137.9 (C-17), 137.8 (C-9), 131.4 (C-2), 129.9 (C-10), 129.6 (C-
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23),131.3,129.2, 126.1 (C-11, C-12, C-13), 128.3 (C-3), 125.2 (C-22), 125.2 (C-20) 119.9
(C-18), 115.9 (C-5), 111.1 (C-4), 49.3 (C-7), 26.6 (C-24), 22.1 (C-8), 20.7 (C-15) ppm;

LCMS: tr= 10.937 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 411.10 [M-H] (100);
HR-ESI-MS: m/z = 435.1793 [M+Na]" (ber. m/z = 435.1791 fur [M+Na]*);
IR (ATR): V = 2979, 2924, 1653, 1569, 1488, 726 cm™".

5-(4-(1H-Tetrazol-5-yl)phenyl)pent-4-in-1-yl-1-isopropyl-6-(o-tolyl)-1 H-pyrazolo-
[3,4-b]pyridine-4-carbonsaureester (1-160, KKS-064)

KKS-011 (1157, 98.3 mg, 332 pmol), KKS-023 (I-36, 83.6 mg, 366 umol), DMAP
(44.7 mg, 371 ymol) und DIC (52.0 yL, 298 pymol) wurden unter Ar-Atmosphare in
trockenem DCM (5 mL) gel6ést und flir 17 h bei RT geruhrt. Die Losung wurde mit
Ethylacetat verdinnt, nacheinander mit 1 M HCI (2x 5 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 5 mL)
gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert. Die
vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das
Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an
Kieselgel (Cyclohexan/DCM/EtOH/AcOH 30:68:2:1) aufgereinigt. Es wurde ein farblos-
kristalliner Feststoff (116 mg, .231 umol, 69 %) erhalten.

1H-NMR: (600 MHz, DMSO): 5 = 8.43 (s, 1H, H-2), 7.92 (d, 3J23.24 = 7.5 Hz, 2H, H-24),
7.82 (s, 1H, H-5), 7.54-7.39 (m, 3H, H-10, H-23), 7.39-7.28 (m, 3H, H-11, H-12, H-13),
523 (hept, 3J78=6.7 Hz, 1H, H-7), 459 (t, 3Ji718=5.9 Hz, 2H, H-17), 2.69 (t,
3J1819 = 6.8 Hz, 2H, H-19), 2.36 (s, 3H, H-15), 2.23-2.07 (m, 2H, H-118), 1.51 (d,
3J7.8 = 6.6 Hz, 6H, H-8) ppm;
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13C-NMR: (150 MHz, DMSO): & = 164.6 (C-16), 158.2 (C-6), 155.1 (C-26), 149.7 (C-1),
138.9 (C-9), 135.8 (C-14), 132.0 (C-23), 131.6 (C-2), 130.9, 128.8, 126.1 (C-11, C-12, C-
13), 130.8 (C-3), 129.9 (C-10), 126.8 (C-24), 125.6 (C-22), 123.6 (C-25), 118.0 (C-5),
111.0 (C-4), 92.2 (C-20), 80.3 (C-21), 64.7 (C-17), 48.6 (C-7), 27.0 (C-18), 21.8 (C-8),
20.2 (C-15), 15.9 (C-19) ppm;

LCMS: tr= 11.0 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 506.10 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 506.2298 [M+H]" (ber. m/z = 506.2299 flur [M+H]");
IR (ATR): V = 2979, 2924, 1653, 1569, 1488, 726 cm™".

2-(5-(4-(1H-Tetrazol-5-yl)phenyl)pent-4-in-1-yl)-phthalimid (I-161, KKS-159)
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KKS-023 (I-36, 900 mg, 3.94 mmol) wurde unter N2-Atmosphare in trockenem DCM
(10.00 mL) gelést und bei RT mit Tosylchlorid (826 mg, 4.34 mmol), DMAP (530 mg,
4.34 mmol) und DIPEA (800 uL) versetzt. Nach 2 h bei RT wurde die Reaktionsldsung
mit Ethylacetat verdinnt, mit ges. NaCl-Lsg. (3x 5 mL) gewaschen und die vereinten
wassr. Phasen mit Ethylacetat (2x 10 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden
Uuber Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt.
Das Rohprodukt wurde in DMF (10 mL) gel6st und unter N2-Atmosphare nach 2 h bei RT
zu einer Lésung von Kaliumphthalimid (1.02 g, 5.51 mmol) und [18]Krone-6 (1.56 g,
5.90 mmol) in trockenem DMF (10.0 mL) gegeben. Nach 17 h bei RT wurde die
Reaktionslosung mit Ethylacetat verdinnt, danach mit ges. NaCl-Lsg. (3x 20 mL)
gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 20 mL) extrahiert. Die
vereinten org. Phasen wurden tGber Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das
Lésungsmittel i. Vak. entfernt. Es wurde nach saulenchromatographischer Aufreinigung
an Kieselgeld (Cyclohexan/EE 80:20) ein farblos-kristalliner Feststoff (857 mg,
2.40 mmol, 61 %) erhalten.
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1H-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 7.95-7.90 (m, 2H, H-3), 7.87-7.75 (m, 4H, H-13, H-14),
737731 (m, 2H, H-4), 375 (d, 3Jeww=68Hz, 2H, H-10), 3.1 (q,
3 frrethylammonium = 7.3 Hz, 2H, HN*-(CH2-CHa)s), 2.56-2.51 (m, 2H, H-8), 1.92 (quin,
8Js9=3Jo10=6.8Hz, 2H, H-9), 1.18 (t,  3Jmiethylammonum = 7.3 Hz,  2H,
HN*-(CH2-CHs3)3) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, DMSO): & = 168.0 (C-11), 156.3 (C-1), 134.3 (C-13), 131.8 (C-4),
131.7 (C-12), 126.6 (C-3), 125.5 (C-2), 124.6 (C-5), 123.0 (C-14), 91.9 (C-7), 80.3 (C-6),
45.7 (HN*-(CH2-CHa)3), 36.9 (C-10), 26.6 (C-9), 16.6 (C-8), 8.6 (HN*~(CHz-CHa)3) ppm;

LCMS: tr= 7.467 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 358.05 [M+H]* (100);
HR-APCI-MS: m/z = 358.1296 [M+H]* (ber. m/z = 358.1299 fur [M+H]");

IR (ATR): ¥ = 2970, 1738, 1366, 1216, 841, 720 cm™".
1-Amino-5-(4-(1H-tetrazol-5-yl)phenyl)-pent-4-in (I-162, KKS-196)
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KKS-159 (1161, 61.0 mg, 171 pmol) wurde in EtOH (3 mL) suspendiert und mit Hydrazin
Monohydrat (39.0 ul, 855 umol) versetzt. Die Lésung wurde 3 h bei Reflux gerthrt,
danach filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entzogen. Nach saulenchromatographischer
Aufreinigung an C18 (H20/MeOH 100—50:50) wurde ein farblos-kristalliner Feststoff
(23.0 mg, 101 umol, 59 %) erhalten.

1H-NMR: (600 MHz, DMSO): & = 7.97 (d, 3Js.4 = 8.0 Hz, 2H, H-3), 7.41 (d, 3J34 = 8.1 Hz,
2H, H-4), 3.53 (s, 2H, NH2), 3.00 (t, 3Js.10 = 7.4 Hz, 2H, H-10), 2.57 (t, 3Js,0 = 6.9 Hz, 2H,
H-8), 1.94-1.74 (m, 2H, H-9) ppm:

13C-NMR: (150 MHz, DMSO): & = 160.0 (C-1),132.0 (C-2), 131.4 (C-4), 125.8 (C-3),
121.3 (C-5), 89.1 (C-7), 81.5 (C-6), 38.2 (C-10), 26.2 (C-9), 16.0 (C-8) ppm:;

LCMS: tr= 1.576 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 228.05 [M+H]" (100);
HR-APCI-MS: m/z = 228.1243 [M+H]* (ber. m/z = 228.1244 fur [M+H]");

IR (ATR): V = 2970, 1738, 1546, 1445, 1366, 1216, 835, 761 cm™".
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5-Formyl-1,3-dimethyluracil (1-164, KKS-192)[185]

1,3-Dimethyluracil (1.00g, 7.13 mmol) wurde bei 0°C zu einer LOsung aus
Phosphorylchlorid (6.70 mL, 7.15 mmol) in trockenem DMF (5.0 mL) gegeben. Die
Lésung wurde auf 90 °C erwarmt und nach 1 h das Lésungsmittel i. Vak. entfernt. Der
Ruckstand wurde in kaltem Wasser suspendiert und mit 5%iger NaOH-Lsg. neutralisiert.
Die Suspension wurde filtriert und das Rohprodukt aus Petrolether kristallisiert, wodurch
ein farblos-kristalliner Feststoff (823 mg, 4.90 mmol, 69 %) erhalten wurde.

TH-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 9.81 (s,1H, H-1), 8.54 (s, 1H, H-3), 3.44 (s, 3H, H-6),
3.19 (s, 3H, H-4) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, DMSO): 5 = 186.5 (C-1), 161.6 (C-6), 150.8 (C-7), 109.4 (C-2), 37.3
(C-4), 27.3 (C-6) ppm;

LCMS: tr= 2.6 min (Methode 2); m/z (% relative Intensitat) = 169.05 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 191.0429 [M+Na]* (ber. m/z = 191.0427 fur [M+Na]*);

IR (ATR): V = 2970, 1738, 1650, 1365, 1216, 756, 516 cm"".

3-Isopropylisoxazol-5-amin (I-166, KKS-197)[186]

4-Methyl-3-oxopentannitril (1.00 g, 9.0 mmol) wurde in einer Wasser/Ethanol-Mischung
(1:1, 5.00 mL) gelost und mit NaOH (485 mg, 12.1 mmol) und Hydroxylamin Hydrochlorid
(843 mg, 12.14 mmol) versetzt. Nach 15 h bei 80 °C wurde das LM i. Vak. entfernt,
danach der Rickstand in DCM (50 mL) gelést und mit Wasser (2x 50 mL) sowie ges.

NaCl-Lsg. (2x 50 mL) gewaschen. Die org. Phase wurde uUber Magnesiumsulfat
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getrocknet, filtriert und das LM i. Vak. entfernt. Es wurde ein oranger Feststoff (810 mg,
6.42 mmol, 71 %) erhalten.

1H-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 4.91 (s, 1H, H-2), 4.13 (s, 1H, NHz2), 2.70 (hept,
3Jas = 6.9 Hz, 1H, H-4), 1.09 (d, 3Ja5 = 6.9 Hz, 6H, H-5) ppm;

13C-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 171.8 (C-1), 170.7 (C-3), 76.8 (C-2), 27.0 (C-4), 22.3
(C-5) ppm;

LCMS: tr= 3.111 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 127.10 [M+H]* (100);
HR-APCI-MS: m/z = 127.0866 [M+H]* (ber. m/z = 127.0866 fur [M+H]");
IR (ATR): V = 2969, 1738, 1636, 1366, 1216, 757, 527 cm™".

3-Isopropylisoxazolo[5,4-b]pyridine-5-carbonsaure (I-167, KKS-199)[186]

KKS-197 (1-166, 900 mg, 7.14 mmol) und KKS-192 (I-164, 1.00 g, 5.95 mmol) wurden in
Essigsaure (20.0 mL) geldst und fur 2 h unter Reflux gerthrt. Es wurde konz. HCI
(8.00 mL) zugegeben und weitere 4 h unter Reflux gerihrt. Die Losung wurde mit
Ethylacetat verdinnt, nacheinander mit 1 M HCI (2x 20 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x
20 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 30 mL)
extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach
filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde aus MeOH
kristallisiert, wodurch ein gelb-kristalliner Feststoff (941 mg, 4.56 mmol, 77 %) erhalten

wurde.

TH-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 9.14-9.11 (m, 1H, H-5), 8.93-8.90 (m, 1H, H-3),
3.59-3.41 (m, 1H, H-7), 1.41 (d, 3J45 = 7.0 Hz, 6H, H-8) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, DMSO): & = 170.7 (C-9), 165.6 (C-6), 164.6 (C-1), 152.2 (C-5),
134.9 (C-3), 123.7 (C-2), 112.0 (C-4), 26.7 (C-7), 20.6 (C-8) ppm;

LCMS: tr= 5.243 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 205.00 [M-H] (100);

HR-ESI-MS: m/z = 205.0619 [M-H] (ber. m/z = 205.0619 fur [M-H]");
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IR (ATR): V = 2970, 1737, 1656, 1356, 1216, 769, 513 cm™".

N-(5-(4-(1H-Tetrazol-5-yl)phenyl)pent-4-in-1-yl)-3-isopropylisoxazolo-[5,4-b]-
pyridin-5-carboxamid (I-168, KKS-201)

N
L
KKS-199 (1-167, 80.0 mg, 387 umol), KKS-196 (I-162, 96.9 mg, 426 umol), DIPEA
(700 pL) und HATU (368 mg, 969 umol) wurden unter Ar-Atmosphare in trockenem DMF
(5 mL) geldst und fur 17 h bei RT geruhrt. Die Losung wurde mit Ethylacetat verdunnt,
nacheinander mit 1 M HCI (2x 5 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 5 mL) gewaschen und die
vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen
wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das Lésungsmittel i. Vak.
entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an  Kieselgel
(Cyclohexan/DCM/EtOH 65:32:3) aufgereinigt. Es wurde ein gelb-kristalliner Feststoff
(85.5 mg, .204 pmol, 53 %) erhalten.

1H-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 9.11-9.08 (m, 1H, H-5), 8.90-8.87 (m, 1H, H-3),
8.00-7.96 (m, 2H, H-17), 7.60-7.55 (m, 2H, H-16), 3.52-3.40 (m, 3H, H-7, H-10), 2.59 (t,
3J11,12 = 7.0 Hz, 2H, H-12), 1.89 (quint, 3J10,11 = 3J11,12 = 6.9 Hz, 2H, H-11), 1.46-1.41 (m,
6H, H-8) ppm;

13C-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 170.0 (C-9), 164.4 (C-1), 164.0 (C-6), 155.1 (C-19),
150.7 (C-5), 132.3 (C-3), 132.1 (C-16), 127.0 (C-17), 126.6 (C-2), 125.9 (C-15), 123.5
(C-18), 111.3 (C-4), 93.0 (C-13), 80.2 (C-14), 38.7 (C-10), 28.0 (C-11), 26.8 (C-7), 20.5
(C-8), 16.6 (C-12) ppm;

LCMS: tr= 7.143 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 416.10 [M+H]" (100);
HR-APCI-MS: m/z = 416.1831 [M+H]* (ber. m/z = 416.1829 fur [M+H]*);

IR (ATR): V = 3276, 2969, 2636, 1626, 1613, 1561, 1275, 751 cm™".
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1-Isopropyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-5-carbonsaure (1-169, KKS-194)[186]

CH,

KKS-007 (1-153, 372 mg, 2.97 mmol) und KKS-192 (1-164, 500 mg, 2.97 mmol) wurden
in Essigsaure (20.0 mL) gel6st und fur 2 h unter Reflux gerihrt. Es wurde konz. HCI
(8.00 mL) zugegeben und weitere 4 h unter Reflux gerihrt. Die Losung wurde mit
Ethylacetat verdunnt, nacheinander mit 1 M HCI (2x 20 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x
20 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 30 mL)
extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach
filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde aus MeOH
kristallisiert, wodurch ein gelb-kristalliner Feststoff (421 mg, 2.05 mmol, 69 %) erhalten

wurde.

1H-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 9.06-9.03 (m, 1H, H-5), 8.82-8.89 (m, 1H, H-3), 8.30 (s,
1H, H-1), 5.26-5.21 (m, 1H, H-7), 1.51-1.48 (m, 6H, H-8) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, DMSO): & = 167.1 (C-9), 150.5 (C-5), 150.0 (C-6), 134.1 (C-1),
133.3 (C-3), 120.5 (C-2), 115.2 (C-4), 48.9 (C-7), 22.3 (C-8) ppm;

LCMS: tr= 5.015 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat)= 206.05 [M+H]* (100);

HR-APCI-MS: m/z = 206.0920 [M+H]* (ber. m/z = 206.0924 fir [M+H]*).
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N-(5-(4-(1H-Tetrazol-5-yl)phenyl)pent-4-in-1-yl)-1-isopropyl-1H-pyrazolo[3,4-
b]pyridin-5-carboxamide (I-170, KKS-198)

// N

N

N—_

KKS-194 (1-169, 20.0 mg, 487 umol), KKS-196 (I-162, 30.0 mg, 132 umol), DIPEA
(700 pL) und HATU (370 mg, 974 umol) wurden unter Ar-Atmosphare in trockenem DMF
(5 mL) geldst und flr 17 h bei RT gerthrt. Die Losung wurde mit Ethylacetat verdinnt,
nacheinander mit 1 M HCI (2x 5 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 5 mL) gewaschen und die
vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen
wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das Lésungsmittel i. Vak.
entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an  Kieselgel
(Cyclohexan/DCM/EtOH 65:32:3) aufgereinigt. Es wurde ein gelb-kristalliner Feststoff
(84.8 mg, .204 umol, 42 %) erhalten.

H-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 9.03-8.98 (m, 1H, H-5), 8.78-8.66 (m, 1H, H-3), 8.28 (s,
1H, H-1), 8.02-7.92 (m, 2H, H-17), 7.63-7.50 (m, 2H, H-16), 5.23 (hept, 3J7s = 6.7 Hz, 1H,
H-7), 3.53-3.44 (m, 2H, H-10), 2.58 (t, 3J11.12 = 7.0 Hz, 2H, H-12), 1.94-1.81 (m, 2H, H-11),
1.50 (d, 3J7,8 = 6.7 Hz, 6H, H-8) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, DMSO): & = 165.2 (C-9), 149.5 (C-6), 148.1 (C-5), 138.3 (C-2),
133.1 (C-1), 132.1 (C-16), 130.0 (C-3), 127.0 (C-17), 125.9 (C-15), 123.7 (C-18), 114.3
(C-4), 93.1 (C-13), 80.1 (C-14), 48.3 (C-7), 38.6 (C-10), 28.0 (C-11), 21.8 (C-8), 16.6
(C-12) ppm;

LCMS: tr= 6.661 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 413.05 [M-H] (100);
HR-ESI-MS: m/z = 437.1808 [M+Na]* (ber. m/z = 437.1809 fur [M+Na]");

IR (ATR): V = 3277, 2970, 1738, 1614, 1544, 1496, 1261, 750, 535 cm™".
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9.2.1.6 MRTX0902 Analogon

5-Bromo-2-chloroisonicotinsduremethylester (I-177, KKS-202)[187]

5-Bromo-2-chloroisonikotinsaure (5.00 g, 21.2 mmol) wurde in trockenem MeOH
(30.0 mL) gelést und SOCI2 (2.00 mL, 26.9 mmol) langsam zugetropft. Die Loésung wurde
4 h bei Reflux geruhrt, danach das LM i. Vak. entfernt und mit Ethylacetat verdiinnt. Die
org. Phase wurde mit ges. NaHCOs-Lsg. (3x 50 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 100 mL)
gewaschen, Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das LM i. Vak. entfernt. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat

80:20) aufgereinigt, wodurch ein farbloses Ol (5.15 g, 20.6 mmol, 97 %) erhalten wurde.

"H-NMR: (600 MHz, DMSO): & = 8.86-8.70 (m, 1H, H-3), 7.91-7.74 (m, 1H, H-5), 3.91 (s,
3H, H-7), ppm;

13C-NMR: (150 MHz, DMSO): & = 163.5 (C-6), 152.9 (C-3), 149.7 (C-4), 142.3 (C-1),
124.7 (C-5), 116.6 (C-2), 53.3 (C-7) ppm;

LCMS: tr= 6.826 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 251.85 [M+H]* (100);
HR-APCI-MS: m/z = 249.9265 [M+H]* (ber. m/z = 249.9265 fir [M+H]*);
IR (ATR): V = 2953, 1739, 1571, 1432, 1336, 1265, 1109, 961, 780 cm™".

Methyl-2-chlor-5-(1-ethoxyvinyl)isonicotinsaure (1-178, KKS-203)[187]
0

KKS-202 (1-177, 1.45 g, 5.79 mmol), Tributyl(1-ethoxyvinyl)zinn (2.05 mL, 6.08 mmol)
und Pd(PPh3)2Cl2 wurden in entgastem Dioxan (10.0 mL) gel6st und fir 17 h bei 80 °C
geruhrt. Danach wurde mit Ethylacetat verdinnt und Uber Celite filtriert. Es wurde
nacheinander mit ges. NaHCOs-Lsg. (3x 50 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 50 mL)

gewaschen. Die wassr. Phasen wurden mit Ethylacetat (3x 50 mL) extrahiert, die
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vereinten org. Phasen Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das LM i. Vak. entfernt. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat 10:0
— 5:1) aufgereinigt und der farblose Feststoff (1.34 g, 5.55 mmol, 96 %) direkt weiter

umgesetzt.

5-Acetyl-2-chloroisonicotinsduremethylester (I-179, KKS-204)[187]
0

Das Rohprodukt wurde in THF (10.0 mL) gelést und mit konz. HCI (12.5 mL) versetzt. Es
wurde 17 h bei RT geruhrt, danach mit Ethylacetat verdiunnt und nacheinander mit ges.
NaHCOs-Lsg. (3x 50 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 100 mL) gewaschen. Die wassr.
Phasen wurden mit Ethylacetat (3x 50 mL) extrahiert, die vereinten org. Phasen tber
Magnesiumsulfat getrocknet und das LM i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat 80:20) aufgereinigt,
wodurch ein farbloser Feststoff (997 mg, 4.67 mmol, 84 % Uber zwei Schritte) erhalten

wurde.

1H-NMR: (600 MHz, DMSO): & = 8.98 (m, 1H, H-3), 7.91-7.68 (m, 1H, H-5), 3.86 (s, 3H,
H-7), 2.63 (s, 3H, H-9) ppm:

13C-NMR: (150 MHz, DMSO): & = 197.5 (C-8), 165.5 (C-6), 153.3 (C-4), 150.5 (C-3),
142.3 (C-1), 131.3 (C-2), 122.7 (C-5), 53.0 (C-7), 28.5 (C-9) ppm;

LCMS: tr= 5.115 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 213.95 [M+H]* (100);
HR-APCI-MS: m/z = 214.0268 [M+H]* (ber. m/z = 214.0265 fir [M+H]*);

IR (ATR): V = 1732, 1685, 1530, 1430, 1366, 1230, 1114, 959, 766 cm".
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7-Chloro-4-methylpyrido[3,4-d]pyridazin-1(2H)-on (I-180, KKS-205)[87]

KKS-204 (1-179, 1.87 g, 8.75 mmol) wurde in Ethanol gelost und mit Hydrazin
Monohydrat (651 uL, 13.1 mmol) versetzt. 20 min bei Reflux wurde die Reaktionslésung
mit Ethylacetat verdinnt, nacheinander mit 1 M HCI (2x 30 mL) und ges. NaCl-Lsg.
(3x 30 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 30 mL)
extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach
filtriert und das Ldsungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat, 9:1 — 7:3) aufgereinigt,

wodurch ein farblos-kristalliner Feststoff (1.30 g, 6.67 mmol, 76 %) erhalten wurde.

TH-NMR: (600 MHz, DMSO): & = 12.69 (s, 1H, NH), 9.18 (s, 1H, H-3), 8.07 (s, 1H, H-5),
2.58 (s, 3H, H-8) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, DMSO): & = 157.3 (C-6), 151.4 (C-4), 150.4 (C-3), 142.2 (C-7),
135.3 (C-1), 123.5 (C-2), 118.5 (C-5), 17.9 (C-8) ppm:

LCMS: tr= 3.686 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 195.95 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 194.0130 [M-H] (ber. m/z = 194.0127 fiir [M-H]");
IR (ATR): V = 2970, 1738, 1670, 1548, 1447, 1374, 1216, 772 cm".

7-Morpholino-4-methylpyrido[3,4-d]pyridazin-1(2H)-on (I-181, KKS-208)['87]

CH,

KKS-205 (1-180, 833 mg, 4.26 mmol), Morpholin (557 pyL, 6.39 mmol) und DIPEA
(870 L) wurden in Ethanol geldst und bei Reflux fir 20 min gerthrt. Danach wurde die
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Reaktionslésung mit Ethylacetat verdinnt und nacheinander mit 1 m HCI (2x 30 mL) und
ges. NaCl-Lsg. (3x 30 mL) gewaschen. Die vereinten wassr. Phasen wurden mit
Ethylacetat (3x 30 mL) extrahiert und die vereinten org. Phasen uber Magnesiumsulfat
getrocknet, danach filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat, 9:1 — 7:3) aufgereinigt,

wodurch ein gelblich-kristalliner Feststoff (970 mg, 3.92 mmol, 92 %) erhalten wurde.

1H-NMR: (600 MHz, DMSO): & = 12.26 (s, 1H, NH), 8.88 (s, 1H, H-3), 7.22 (s, 1H, H-5),
3.87-3.60 (m, 8H, H-9, H-10), 2.47 (s, 3H, H-8) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, DMSO): & = 159.4 (C-4), 158.6 (C-6), 148.8 (C-3), 142.6 (C-7),
134.7 (C-1), 115.6 (C-2), 100.0 (C-5), 65.8, 44.9 (C-9, C-10), 17.6 (C-8) ppm;

LCMS: tr= 4.623 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 247.00 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 269.1009 [M+Na]* (ber. m/z = 269.1009 fur [M+Na]*);
IR (ATR): V = 2970, 1738, 1662, 1544, 1435, 1366, 777 cm™".

7-Morpholino-1-chloro-4-methylpyrido[3,4-d]pyridazin (I-182, KKS-209)['87]

KKS-208 (1-181, 770 mg, 3.16 mmol) wurde fur 3 h in Phosphorylchlorid (5,70 mL,
6.25 mmol) bei 110 °C geruhrt und danach auf RT abgekuhlt. Die Lésung wurde auf Eis
(50 mL) gegeben und mit NaCO3 auf pH = 8 eingestellt. Die wassr. Phase wurden mit
Ethylacetat (5x 30 mL) extrahiert und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Danach wurde
filtriet und das LoOsungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat, 9:1 — 7:3) aufgereinigt,
wodurch ein gelb-kristalliner Feststoff (708 mg, 2.67 mmol, 86 %) erhalten wurde.

TH-NMR: (600 MHz, DMSO): d = 9.26 (s, 1H, H-3), 6.86 (s, 1H, H-5), 3.92-3.63 (m, 8H,
H-9, H-10), 2.81 (s, 3H, H-8) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, DMSO): & = 159.5 (C-4), 156.9 (C-7), 152.0 (C-6), 151.0 (C-3),
130.8 (C-1), 114.2 (C-2), 92.8 (C-5), 65.7, 44.6 (C-9, C-10), 18.2 (C-8) ppm;

242



9. Experimenteller Teil

LCMS: tr= 4.610 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 265.00 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 265.0852 [M+H]* (ber. m/z = 265.0851 fir [M+H]*);
IR (ATR): V = 2970, 1738, 1602, 1367, 1215, 1117, 829 cm™".

N-(1-(3-Methoxyphenyl)ethyl)-4-methyl-7-morpholinopyrido[3,4-d]pyridazin-1-amin
(1-183, KKS-230)

KKS-209 (1182, 170 mg, 642 ymol) wurde unter Ar-Atmosphare mit 3-(1-Amino-
ethyl)phenol (124 uL, 770 umol), Palladiumacetat (10.1 mg, 45.0 ymol), RuPhos
(29.9 mg, 64.2 ymol) und Caesiumcarbonat (627 mg, 1.93 mmol) in entgastem 1,4-
Dioxan (10 mL) geldst und fur 17 h bei Reflux gerihrt. Die Reaktionsldsung wurde mit
Ethylacetat verdinnt, mit ges. NaCl-Lsg. (3x 20 mL) gewaschen und die vereinten wassr.
Phasen mit Ethylacetat (3x 20 mL) extrahiert. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat, 9:1 — 7:3) aufgereinigt

und der gelb-kristalline Feststoff (198 mg, 522 mmol, 81 %) direkt weiter umgesetzt.
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3-(1-((4-Methyl-7-morpholinopyrido[3,4-d]pyridazin-1-yl)amino)ethyl)phenol (I-184,
KKS-249)

OH

KKS-230 (1-183, 100 mg, 264 pymol) wurde in DCM (2 mL) gel6st und bei RT mit 1 M
Bortribromid in DCM (30.0 ul, 316 umol) versetzt. Die Reaktionslésung wurde 17 h bei
RT geruhrt und danach mit Ethylacetat verdunnt. Die org. Phase wurde nacheinander mit
1M HCI (2x 5 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 5 mL) gewaschen und die vereinten wassr.
Phasen mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden uber
Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat, 9:1
— 1:1) aufgereinigt und ein farblos-kristalliner Feststoff (82.0 mg, 224 ymol, 85 %)

erhalten.

1H-NMR: (600 MHz, DMSO): & = 9.02 (s, 1H, H-3), 8.18 (s, 1H, OH), 7.42 (s, 1H, H-5),
7.08 (t, 3J13.14 = 31415 = 7.8 Hz, 1H, H-14), 6.88-6.74 (m, 2H, H-13, H-17), 6.63-6.54 (m,
1H, H-15), 5.41 (q, 3J11.18 = 6.8 Hz, 1H, H-11), 3.83-3.65 (m, 8H, H-9, H-10), 2.59 (s, 3H,
H-8), 1.56 (d, 3J11.18 = 7.0 Hz, 3H, H-18) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, DMSO): & = 159.3 (C-4), 157.2 (C-16), 151.1 (C-6), 148.9 (C-3),
147.1 (C-12), 146.7 (C-2), 129.0 (C-14), 124.8 (C-1), 116.7 (C-13), 114.0 (C-7), 113.2
(C-15), 112.9 (C-17), 93.2 (C-5), 65.8, 45.1 (C-9, C-10), 49.3 (C-11), 22.8 (C-18), 17.9
(C-8) ppm;

LCMS: tr= 7.4 min (Methode 2); m/z (% relative Intensitat) = 366.1877 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 366.1926 [M+H]" (ber. m/z = 366.1925 fur [M+H]");

IR (ATR): ¥ = 3380, 1607, 1415, 1236, 1023, 962, 698, 467 cm™".
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N-(1-(3-((5-(4-(1H-Tetrazol-5-yl)phenyl)pent-4-in-1-yl)oxy)phenyl)ethyl)-4-methyl-7-
morpholinopyrido[3,4-d]pyridazin-1-amin (I-175, KKS-252)

KKS-023 (I1-36, 45.0 mg, 175 umol) wurde unter Ar-Atmosphare in trockenem DCM
(5.00 mL) gelést und bei RT mit Tosylchlorid (36.8 mg, 193 umol), DMAP (23.6 mg,
192 ymol) und DIPEA (30.0 pL) versetzt. Nach 17 h bei RT wurde die Reaktionslosung
mit Ethylacetat verdunnt, nacheinander mit 1 m HCI (2x 5 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x
10 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 10 mL)
extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach
filtriert und das Lésungsmittel i. Vak. entfernt. KKS-249 (1-184, 57.6 mg, 158 umol) wurde
unter Ar-Atmosphare in trockenem DMF (1 mL) geldst und bei 0 °C mit Natriumhydrid
(7.01 mg, 175 pmol) versetzt. Nach 2 h bei RT wurde das Tosylat in DMF (2 mL) gelost
und langsam zu der Losung getropft. Nach 17 h bei RT wurde die Reaktionslésung mit
Ethylacetat verdunnt, nacheinander mit 1 M HCI (2x 5 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 10 mL)
gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert. Die
vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, danach filtriert und das
Lésungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an
Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat, 9:1 — 1:1) aufgereinigt und ein farblos-kristalliner
Feststoff (47.4 mg, 82.4 ymol, 52 %) erhalten.
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1H-NMR: (400 MHz, DMSO): & = 9.14 (s, 1H, H-3), 7.95 (d, 3J25.26 = 8.4 Hz, 2H, H-26),
7.51 (s, 1H, H-5), 7.44 (d, 3Jas.26 = 8.4 Hz, 2H, H-25), 7.24 (t, 3J13.14 = 31415 = 7.9 Hz, 1H,
H-14), 7.06-6.96 (m, 2H, H-13, H-17), 6.87-6.80 (m, 1H, H-15), 5.39-5.26 (m, 1H, H-11),
4.10 (t, 3J19,20 = 6.1 Hz, 2H, H-19), 3.81-3.74 (m, 8H, H-9, H-10), 2.67 (s, 3H, H-8), 2.61
(t, 32021 = 7.0 Hz, 2H, H-21), 1.99 (quin, 3Ji9.20 = 3J2021 = 6.6 Hz, 2H, H-20), 1.59 (d,
3J11,18 = 7.0 Hz, 3H, H-18) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, DMSO): & = 160.1 (C-4), 158.6 (C-16), 157.4 (C-28), 151.7 (C-6),
151.2 (C-3), 147.9 (C-2), 146.3 (C-12), 131.7 (C-25), 129.4 (C-14), 127.9 (C-27), 126.3
(C-26), 126.1 (C-1), 123.5 (C-24), 118.2 (C-13), 113.0 (C-7), 112.7 (C-17), 112.1 (C-15),
93.7 (C-5), 90.0 (C-22), 80.8 (C-23), 65.9 (C-19), 65.8, 45.0 (C-9, C-10), 50.1 (C-11), 27.8
(C-20), 22.8 (C-18), 16.2 (C-8), 15.5 (C-21) ppm;

LCMS: tr= 7.7 min (Methode 2); m/z (% relative Intensitat) = 576.2771 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 576.2832 [M+H]* (ber. m/z = 576.2830 fir [M+H]*);

IR (ATR): ¥ = 2853, 1604, 1438, 1237, 1023, 845, 697 cm™".

9.2.2 Projekt B: Synthese von trisubstituierten Kohlenhydraten fiir die
SlI-Bindestelle

9.2.2.1 Orthogonal-geschiitzte Glucosederivate

Allyl-4,6-O-benzyliden-a-b-glucopyranosid (l1-21, KKS-218)[231]

Allylalkohol (75.0 mL, 1.10 mol) wurde unter N2-Atmosphédre bei 0 °C mit frisch
destilliertem Acetylchlorid (15.8 mL, 222 mmol) versetzt und 10 min bei gleicher
Temperatur rihren lassen. D-Glucose (10.0 g, 55.1 mmol) wurden zu der Lésung
gegeben und 90 min bei Reflux gerthrt. Das Losungsmittel wurde i. Vak. abdestilliert und
das Rohprodukt ohne weitere Aufreinigung unter N2-Atmosphare in trockenem DMF
geldst. AnschlieBend wurden Benzaldehyddimethylacetal (20.0 mL, 133 mmol) und
Camphersulfonsaure (515 mg, 2.22 mmol) zugegeben und die Reaktionsmischung bei
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60 °C unter reduziertem Druck (~100 mbar) flr 4 h rihren lassen. Die Reaktionslésung
wurde mit Triethylamin neutralisiert, mit Ethylacetat verdinnt und nacheinander mit ges.
NH4Cl (2x 100 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 100 mL) gewaschen. Die vereinten wassr.
Phasen wurden mit Ethylacetat (3x 100 mL) extrahiert und die vereinten org. Phasen
wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Danach wurde filtriert und das Losungsmittel
i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel
(Ethylacetat/Triethylamin, 99:1) aufgereinigt und ein farbloser Schaum (13.2 g,

42.9 mmol, 39 % Uber zwei Schritte) erhalten.

1H-NMR: (600 MHz, CDCl3): & = 7.55-7.50 (m, 2H), 7.43-7.36 (m, 3H), 6.00-5.92 (m, 1H),
5.56 (s, 1H), 5.39-5.33 (m, 1H), 5.30-5.26 (m, 1H), 4.98 (d, 3J = 3.9 Hz, 1H), 4.33-4.50
(m, 2H), 4.11-4.07 (m, 1H), 3.99 (t, 3J=9.5Hz, 1H), 3.91-3.85 (m, 1H), 3.76 (t,
3J=9.9 Hz, 1H), 3.66 (dd, 3J = 9.2 Hz, 3J = 3.8 Hz, 1H), 3.52 (t, 3J = 9.7 Hz, 1H), ppm;

3C-NMR: (150 MHz, CDCls): & = 137.0, 133.3, 129.2, 128.3, 126.3, 118.3, 101.9, 97.9,
80.9, 72.9,71.8, 68.9, 62.6 ppm;

LCMS: tr= 8.032 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 308.95 [M+H]" (100);
HR-ESI-MS: m/z = 331.1152 [M+Na]* (ber. m/z = 331.1152 far [M+Na]*);
IR (ATR): V = 3377, 1738, 1372, 1073, 996, 749 cm™".
1-Benzoyloxybenzotriazol (KKS-223)231]
N

\
7
\O

N

Zu einer Loésung aus 1-Hydroxybenzotriazol Monohydrat (20.0 g, 131 mmol) und
Triethylamin (20.0 mL, 144 mmol) in Dichlormethan (50 mL) wurde bei 0 °C langsam
Benzoylchlorid (15.2 mL, 131 mmol) zugetropft. Nach 4 h bei RT wurde die
Reaktionslosung mit Dichlormethan verdinnt und nacheinander mit ges. NHCOs (2x

100 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 100 mL) gewaschen. Die vereinten wassr. Phasen
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wurden mit Dichlormethan (3x 100 mL) extrahiert, die vereinten org. Phasen wurden Uber
Magnesiumsulfat getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel i. Vak. Entfernt und das
Rohprodukt danach aus Dichlormethan und Petrolether kristallisiert, wodurch ein

farbloser-kristalliner Feststoff (25.6 g, 107 mmol, 82 %) erhalten wurde.

"H-NMR: (600 MHz, CDCls): d = 8.27 (d, 3J = 7.7 Hz, 2H), 8.10 (d, 3J = 8.5 Hz, 1H), 7.77
(t, 3J=7.5Hz, 1H), 7.60 (t, 3J=7.8 Hz, 2H), 7.54 (t, 3J=7.4 Hz, 1H), 7.49-7.41 (m,
2H) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, CDCl3): 5 = 162.7, 143.6, 135.5, 130.7, 129.2, 128.8, 128.7, 124.8,
124.8,120.5, 108.3 ppm;

LCMS: tr= 10.4 min (Methode 2); m/z (% relative Intensitat) = 240.0832 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 262.0588 [M+Na]* (ber. m/z = 262.0587 fur [M+Na]*);

IR (ATR): V = 2922, 1717, 1451, 1315, 1090, 983, 697 cm™".
Allyl-2-O-benzoyl-4,6-O-benzyliden-a-D-glucopyranosid (11-22, KKS-224)

.“\“\\O\/\
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Zu einer Loésung aus KKS-218 (lI-21, 1.53 g, 4.98 mmol) und KKS-223 (1.20 g,
5.03 mmol) in Dichlormethan wurde bei -20 °C Triethylamin (1.50 mL, 10.95 mmol)
zugetropft. Die Losung wurde 4 h bei RT ruhren lassen und danach mit Dichlormethan
verdunnt. Die Reaktionsldsung wurde nacheinander mit ges. NHCOs3 (2x 50 mL) und ges.
NaCl-Lsg. (3x50 mL) gewaschen. Die vereinten wassr. Phasen wurden mit
Dichlormethan (3x 100 mL) extrahiert und die vereinten org. Phasen uber
Magnesiumsulfat getrocknet. Danach wurde filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt
und das Rohprodukt saulenchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat 9:1

— 4:1) aufgereinigt. Es wurde ein farbloser Schaum (1.51 g, 3.67 mmol, 74 %) erhalten.

1H-NMR: (400 MHz, CDCls): & = 8.13-8.07 (m, 2H), 7.61-7.56 (m, 1H), 7.54-7.50 (m, 2H),
7.49-7.43 (m, 2H), 7.42-7.36 (m, 3H), 5.88-5.77 (m, 1H), 5.58 (s, 1H), 5.32-5.25 (m, 1H),
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5.21 (d, 3J = 3.7 Hz, 1H), 5.17-5.12 (m, 1H), 5.07 (dd, 3J = 9.8 Hz, 3J = 3.7 Hz, 1H), 4.40
(t, 3J = 9.5 Hz, 1H), 4.32 (dd, 3J = 9.5 Hz, 3%J = 5.1 Hz, 1H), 4.25-4.18 (m, 1H), 4.04-3.94
(m, 2H), 3.79 (t, 3J = 9.9 Hz, 1H), 3.64 (t, 3J = 9.4 Hz, 1H) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, CDCls): 5 = 166.3, 137.1, 133.5, 133.5, 130.0, 129.7, 129.4, 128.6,
128.5, 126.5, 117.8, 102.2, 96.1, 81.6, 74.1, 69.0, 69.0, 68.9, 62.5 ppm;

LCMS: tr= 11.9 min (Methode 2); m/z (% relative Intensitat) = 413.1579 [M+H]* (65);
HR-ESI-MS: m/z = 435.1416 [M+Na]" (ber. m/z = 435.1414 far [M+Na]");
IR (ATR): V = 3476, 2922, 1717, 1315, 1090, 983, 652 cm™".

Ally-2-O-benzoyl-4,6-O-benzyliden-a-D-allopyranosid (11-24, KKS-226)

0 ? -~*“\\\O\/\
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W 7
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T

KKS-224 (11-22, 1.28 g, 3.11 mmol) wurde in trockenem DCM (15.0 mL) geldst und bei
RT mit Dess-Martin-Periodinan (2.64 g, 6.22 mmol) und NaHCO3 (2.62 g, 31.2 mmol)
versetzt. Nach 17 h bei RT wurde die Reakionslésung mit Ethylacetat verdunnt,
nacheinander mit 1 M HCI (2x 30 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 30 mL) gewaschen und die
vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 50 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen
wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt.
Das Rohprodukt wurde in MeOH geldst und bei -20 °C wurde Natriumborhydrid (170 mg,
4.49 mmol) Uber einen Zeitraum von 10 min zugegeben. Uber Nacht wurde die
Reaktionslésung langsam auf RT erwarmt und anschlielend mit Ethylacetat verdinnt.
Die Lésung wurde nacheinander mit 1 M HCI (2x 50 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 50 mL)
gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 50 mL) extrahiert. Die
vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das
Lésungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an
Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat, 5:1) aufgereinigt und ein farbloser Schaum (969 mg,

2.35 mmol, 76 % Uber zwei Schritte) erhalten.
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1H-NMR: (400 MHz, CDCls): & = 8.18-8.10 (m, 2H), 7.65-7.60 (m, 1H), 7.59-7.46 (m, 4H),
7.42-7.36 (m, 3H), 5.95-5.83 (m, 1H), 5.65 (s, 1H), 5.38-5.30 (m, 1H), 5.26-5.20 (m, 2H),
5.13 (t, 3J = 3.6 Hz, 1H), 4.54 (s, 1H), 4.47-4.41 (m, 1H), 4.36-4.28 (m,2H), 4.16-4.08 (m,
1H), 3.85 (t, 3J = 10.4 Hz, 1H), 3.71 (dd, 3J = 9.8 Hz, 3J = 2.6 Hz, 1H) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, CDCls): d = 165.6, 137.0, 133.5, 132.9, 130.0, 129.3, 129.1, 128.5,
128.3, 126.3, 118.4, 102.0, 96.8, 78.7, 69.6, 69.3, 69.1, 68.3, 58.2 ppm;

LCMS: tr= 15.5 min (Methode 2); m/z (% relative Intensitat) = 413.1660 [M+H]* (12);
HR-ESI-MS: m/z = 435.1414 [M+Na]* (ber. m/z = 435.1414 fur [M+Na]");

IR (ATR): ¥ = 2970, 1737, 1366, 1216, 1024, 754, 696 cm™".

9.2.2.2 Acetyl-geschiitzte Glucosederivate

1,2:5,6-Di-O-isopropyliden-a-D-glucofuranose (11-26, KKS-232)241]

ulll”lo
CHj

CHj;

D-Glucose (5.00 g, 27.8 mmol) wurde in trockenem Aceton (50.0 mL) suspendiert und mit
wasserfreiem ZnCl2 (4.00 g, 29.4 mmol) und Camphersulfonsaure (967 mg, 4.16 mmol)
versetzt. Die Losung wurde 17 h bei RT ruhren lassen, danach Uber Celite filtriert und mit
10%iger NaOH-Lsg. ein pH-Wert von 7 eingestellt. Das Losungwurde unter vermindertem
Druck eingeengt und mit Dichlormethan (3x 100 mL) extrahiert. Die vereinten org.
Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel i. Vak.
entfernt. Das Rohprodukt saulenchromatographisch an Kieselgel
(Cyclohexan/Ethylacetat 4:1) aufgereinigt, wodurch ein farbloser Schaum (5.27 g,

20.3 mmol, 73 %) erhalten wurde.

1H-NMR: (600 MHz, CDCl3): & = 5.96 (d, 3J = 3.7 Hz, 1H), 4.54 (d, 3J = 3.5 Hz, 1H),
4.37-4.32 (m, 2H), 4.20-4.17 (m, 1H), 4.09 (dd, 3J = 7.5 Hz, 3J = 2.9 Hz, 1H), 4.02-3.99
(m, 1H), 2.68 (s, 1H), 1.51 (s, 3H), 1.46 (s, 3H), 1.38 (s, 3H), 1.33 (s, 3H) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, CDCI3): & = 111.8, 109.6, 105.3, 85.1, 81.2, 75.1, 73.4, 67.6, 26.8,
26.7, 26.2, 25.1 ppm;
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LCMS: tr= 5.7 min (Methode 2); m/z (% relative Intensitat) = 261.1628 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 283.1153 [M+Na]* (ber. m/z = 283.1152 fir [M+Na]*);
IR (ATR): V = 3425, 2983, 1371, 1219, 1160, 1118, 1029, 844, 525 cm"".

1,2:5,6-Di-O-isopropyliden-a-D-allofuranose (11-27, KKS-238)243

H,C o
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KKS-232 (11-26, 1.00 g, 3.84 mmol) wurde in trockenem DCM (15.0 mL) gel6st und bei
RT mit Dess-Martin-Periodinan (3.26 g, 7.68 mmol) versetzt. Nach 17 h bei RT wurde die
Reaktionsldsung mit Ethylacetat verdinnt, nacheinander mit 1 M HCI (2x 50 mL) und ges.
NaCl-Lsg. (3x 50 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x
50 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet,
filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde in MeOH gel6st und
bei -20 °C wurde Natriumborhydrid (283 mg, 7.68 mmol) Uber einen Zeitraum von 10 min
zugegeben. Uber Nacht wurde die Reaktionsldsung langsam auf RT erwarmt, mit
Ethylacetat verdinnt und nacheinander mit 1 M HCI (2x 30 mL) und ges. NaCl-Lsg.
(3x 30 mL) gewaschen. Die vereinten wassr. Phasen wurden mit Ethylacetat (3x 50 mL)
extrahiert und die vereinten org. Phasen Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Anschliel3end
wurde filtriert und das Lésungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat, 5:1) aufgereinigt und

ein farbloser Schaum (732 mg, 2.81 mmol, 73 % Uber zwei Schritte) erhalten.

TH-NMR: (600 MHz, CD3COCD3): 8 = 5.77 (d, 3J = 3.7 Hz, 1H), 4.60 (t, 3J = 3.9 Hz, 1H),
4.32-4.29 (m, 1H), 4.04-4.00 (m, 1H), 3.97-3.92 (m, 3H), 3.78-3.74 (m, 1H), 1.49 (s, 3H),
1.37 (s, 3H), 1.33 (s, 3H), 1.32 (s, 3H) ppm;

3C-NMR: (150 MHz, CD3COCD3): & = 112.8, 109.8, 104.9, 80.5, 80.2, 76.6, 73.3, 65.6,
27.0, 26.9, 26.7, 25.8 ppm,;

LCMS: tr= 5.1 min (Methode 2); m/z (% relative Intensitat) = 283.1198 [M+Na]* (20);
HR-ESI-MS: m/z = 283.1152 [M+Na]* (ber. m/z = 283.1152 fur [M+Na]*);

IR (ATR): V = 3471, 2992, 1408, 1213, 1160, 1128, 1049, 870, 529 cm".
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3-Azido-1,2:5,6-di-O-isopropyliden-3-deoxy-a-D-glucofuranose (11-28, KKS-239)[241]

O

-|II||||O
CH;

CH;

KKS-238 (II-27, 900 mg, 3.45 mmol) wurde unter Ar-Atmosphéare in trockenem DCM
(10.0 mL) gelést und bei -20°C mit Pyridin (558 uyL, 6.92 mmol) und
Trifluormethansulfonsaureanhydrid (873 pL, 3.46 mmol) versetzt. Nach 2 h bei gleicher
Temperatur wurde die Reaktionslosung mit Ethylacetat verdunnt, mit ges. NaCl-Lsg. (3x
10 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 10 mL)
extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert
und das Ldésungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde unter Ar-Atmosphare in
trockenem DMF (3 mL) geldst, mit Natriumazid (449 mg, 6.92 mmol) versetzt und 17 h
bei RT geruhrt. Danach wurde die Reaktionslosung mit Ethylacetat verdinnt, mit ges.
NaCl-Lsg. (3x 10 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x
10 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden uber Magnesiumsulfat getrocknet,
danach filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat, 5:1) aufgereinigt und

ein farbloser Schaum (933 mg, 3.27 mmol, 95 % Uber zwei Schritte) erhalten.

1H-NMR: (600 MHz, CDCls): = 5.86 (d, 3J = 3.6 Hz, 1H), 4.62 (d, 3J = 3.7 Hz, 1H),
4.27-4.22 (m, 1H), 4.16-4.12 (m, 1H), 4.21-4.08 (m, 2H), 4.00-3.96 (m, 1H), 1.51 (s, 3H),
1.44 (s, 3H), 1.37 (s, 3H), 1.33 (s, 3H) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, CDCls): & = 112.3, 109.5, 105.0, 83.4, 80.5, 73.0, 67.6, 66.4, 26.8,
26.6, 26.2, 25.1 ppm;

LCMS: tr= 10.0 min (Methode 2); m/z (% relative Intensitat) = 286.1805 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 308.1217 [M+Na]* (ber. m/z = 308.1217 fur [M+Na]");

IR (ATR): ¥ = 2988, 2104, 1373, 1212, 1166, 1068, 1014, 843, 520 cm™.
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1,2,4,6-Tetra-O-acetyl-3-azido-3-deoxy-a/B-D-glucopyranose (1I-30, KKS-244)1243]

KKS-239 (11-28, 3.14 g, 11.0 mmol) wurden in Wasser (20.0 mL) suspendiert und mit
Trifluoressigsaure  (7.50 mL) versetzt. Die Reaktionslosung wurde 6h bei
Raumtemperatur gerthrt und danach das Lésungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt
wurde in trockenem Pyridin (22.0 mL) gelést, mit Essigsaureanhydrid (16.6 mL,
176 mmol) versetzt und 17 h bei RT gerihrt. Danach wurde die Reaktionslosung mit
Ethylacetat verdunnt, nacheinander mit 1M HCI (3x 30 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 30 mL)
gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 30 mL) extrahiert. Die
vereinten org. Phasen wurden uber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das
Ldsungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an
Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat, 4:1) aufgereinigt und ein orangenes Ol (3.83 g,

10.3 mmol, 93 % Uber zwei Schritte) erhalten.

'H-NMR (a-Anomer): (400 MHz, DMSO): & = 6.31 (d, 3J=3.7 Hz, 1H), 5.03 (t,
3J=10.2 Hz, 1H), 4.97 (dd, 3J = 10.7 Hz, 3J = 3.6 Hz, 1H), 4.23-4.20 (m, 1H), 4.09-4.03
(m, 2H), 3.97 (t, 3J=10.3 Hz, 1H), 2.19 (s, 3H), 2.14 (s, 3H), 2.10 (s, 3H), 2.09 (s,
3H) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, DMSO): 8 = 170.7, 169.2, 168.9, 168.5, 88.6, 69.9, 69.9, 67.8, 61.5,
60.8, 20.7, 20.6, 20.5, 20.4 ppm,;

LCMS: tr= 9.6 min (Methode 2); m/z (% relative Intensitat) = 391.1414 [M+NHa4]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 396.1014 [M+Na]* (ber. m/z = 396.1013 fur [M+Na]*);

IR (ATR): V = 2106, 1744, 1370, 1205, 1033, 599 cm™'.
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2,4,6-Tri-O-acetyl-3-azido-3-deoxy-a-D-glucopyranosylbromid (11-31, KKS-257)[261]

I\

HaC o)

HaC CHs

KKS-244 (11-30, 1.50 g, 4.02 mmol) wurde in Dichlormethan/Ethylacetat (10 mL, 100:1)
gelést und mit Titan(IV)bromid (3.69g, 10.0 mmol) versetzt. Nach 17 h bei
Raumtemperatur wurde die Reaktionslosung mit Ethylacetat verdinnt und nacheinander
mit Wasser (3x 50 mL) und ges. NaCl-Lsg. (2x 50 mL) gewaschen. Die wassrigen Phasen
wurden mit Ethylacetat (2x 50 mL) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen
Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Anschlielend wurde filtriert und das Lésungsmittel
i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel
(Cyclohexan/Ethylacetat 5:1) aufgereinigt, wodurch ein farbloses Ol (1.35 g, 3.42 mmol,

85 %) erhalten wurde.

1H-NMR: (400 MHz, DMSO): 5 = 6.60 (d, 3J = 3.9 Hz, 1H), 5.02 (t, 3J = 10.1 Hz, 1H), 4.65
(dd, 3J = 10.3 Hz, 3J = 3.9 Hz, 1H), 4.28-4.22 (m, 1H), 4.20-4.15 (m, 1H), 4.10-4.03 (m,
2H), 2.15 (s, 3H), 2.13 (s, 3H), 2.07 (s, 3H) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, DMSO): & = 170.6, 169.6, 169.2, 87.2, 72.3, 71.6, 67.0, 61.4, 61.0,
20.7, 20.7, 20.7 ppm;

LCMS: tr= 10.2 min (Methode 2); m/z (% relative Intensitat) = 411.06 [M+NH4]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 416.0065 [M+Na]* (ber. m/z = 416.0064 fur [M+Na]*);

IR (ATR): V = 2108, 1707, 1239, 1029 cm™".
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O-[-2,4,6-Tri-O-acetyl-3-azido-3-deoxy-a-D-glucopyranosyl]-trichloracetimidat  (1I-32,
KKS-247)261]
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KKS-244 (11-30, 900 mg, 2.41 mmol) wurde in DMF (5 mL) vorgelegt und mit
Ammoniumacetat (743 mg, 9.64 mmol) versetzt. Nach 17 h bei Raumtemperatur wurde
die Reaktionslésung mit Ethylacetat verdiinnt und mit 1 M HCI (3x 10 mL) und ges. NaCl-
Lsg. (2x 50 mL) gewaschen. Die wassrigen Phasen wurden mit Ethylacetat (2x 20 mL)
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen Uber Magnesiumsulfat getrocknet.
Das Rohprodukt wurde in DCM (5 mL) gelést und bei 0 °C nacheinander wurden
Trichloracetonitril (3.0 mL, 29.6 mmol) und DBU (108 pL, 723 umol) versetzt. Es wurde
filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Nach 4 h bei wurde die Reaktionsldsung
mit Ethylacetat verdunnt und nacheinander mit 1 m HCI (3x 10 mL) und ges. NaCl-Lsg.
(2x 50 mL) gewaschen. Die wassrigen Phasen wurden mit Ethylacetat (2x 20 mL)
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen Uber Magnesiumsulfat getrocknet.
AnschlieRend wurde filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt
wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat 3:1) aufgereinigt,

wodurch ein farbloses Ol (924 mg, 1.94 mmol, 79 % Uber zwei Schritte) erhalten wurde.

1H-NMR: (600 MHz, CDCl): & = 8.75 (s, 1H), 6.45 (d, 3J=3.5Hz, 1H), 5.09 (t,
3J=10.1 Hz, 1H), 4.99 (dd, 3J = 10.5 Hz, 3J = 3.5 Hz, 1H), 4.26-4.21 (m, 1H), 4.16-4.06
(m, 3H), 2.16 (s, 3H), 2.11 (s, 3H), 2.09 (s, 3H) ppm:

13C-NMR: (150 MHz, CDCl): & = 171.1, 170.5, 169.5, 169.1, 92.49, 70.5, 70.2, 67.6,
61.4, 60.9, 20.6, 20.5, 20.4 ppm;

LCMS: tr= 11.5 min (Methode 2); m/z (% relative Intensitat) = 314.0992 [M-OCNHCCIs]*
(100);

HR-ESI-MS: m/z = 497.0004 [M+Na]* (ber. m/z = 497.0004 fir [M+Na]*);

255



9. Experimenteller Teil

IR (ATR): V = 2107, 1741, 1369, 1213, 1031, 828, 601 cm™'.

5-(2,4,6-tri-O-acetyl-3-azido-3-deoxy-f3-D-glucosyl-)oxy-nicotinonitril (11-48, KKS-288)

Das Bromid KKS-257 (11-31, 750 mg, 1.90 mmol), 3-Cyano-5-hydroxypyridin (342 mg,
1.50 mmol) und aktiviertes Molekularsieb (3 A, 1.00 g) wurde unter Ar-Atmosphére in
trockenem CH2Cl2 (3.00 mL) geldst und auf 0 °C gekuhlt. AnschlieRend wurde unter
Ruhren Silbertriflat (513 mg, 1.05 mmol) innerhalb von 1 min zugegeben. Nach 2 h wurde
die Reaktionslosung auf 35 °C erwarmt und fur weitere 17 h bei gleicher Temperatur
geruhrt. AnschlieRend wurde ges. Natriumhydrogencarbonat-Lsg. (10.0 mL) zugegeben
und 15 min stark gerthrt. Nach Zugabe von Ethylacetat (20 mL) wurde Uber Celite filtriert.
Danach wurde nacheinander mit ges. NaCl-Lsg. (3x 10 mL) gewaschen und die vereinten
wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden
Uber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel i. Vak. entfernt. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat, 4:1)

aufgereinigt und ein farbloser Schaum (470 mg, 1.08 mmol, 57 %) erhalten.

TH-NMR: (600 MHz, CD3CN): & = 8.68-8.57 (m, 2H), 7.64-7.60 (m, 1H), 5.28-5.23 (m,
1H), 5.17-5.05 (m, 2H), 4.25-4.21 (m, 2H), 3.96-3.88 (m, 1H), 3.83-3.75 (m, 1H), 2.21 (s,
3H), 2.20 (s, 1H), 2.15 (s, 3H) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, CDsCN): 5 =170.5, 169.1, 169.8, 152.2, 146.7, 143.7, 126.3, 115.9,
110.2, 98.8, 73.5, 70.5, 68.1, 63.9, 61.9, 20.7, 20.6, 20.5 ppm;

LCMS: tr= 7.987 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 434.05 [M+H]" (85);
HR-ESI-MS: m/z = 456.1125 [M+Na]* (ber. m/z = 456.1126 fur [M+Na]*);

IR (ATR): V = 2106, 1738, 1216, 1034, 883, 697 cm™".
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5-(2,4-Di-O-acetyl-3-azido-3-deoxy-B-D-glucosyl-)oxy-nicotinonitril (11-49, KKS-290)

H;C

Das Glykosid KKS-288 (11-48, 55.0 mg, 127 pmol) und lod (96.6 mg, 381 ymol) wurden
in MeOH (10.0 mL) geldst und bei 70 °C gekuhlt fir 17 h gerthrt. Anschlieend wurde
die Reaktionslosung auf 50.0 mL eingeengt und mit ges. Natriumthiosulfat-Lsg. (50.0 mL)
verdunnt. Die wassr. Lsg. wurde mit Ethylacetat (3x 50 mL) extrahiert und die vereinten
org. Phasen danach mit ges. NaCl-Lsg. (3x 10 mL) gewaschen. Die vereinten org.
Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel i. Vak.
entfernt. Das  Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an  Kieselgel
(Cyclohexan/Ethylacetat, 3:1) aufgereinigt und ein farbloser Schaum (38.0 mg,
97.2 ymol, 77 %) erhalten.

1H-NMR: (600 MHz, CD3sCN): 5 = 8.65-8.57 (m, 2H), 7.83-7.80 (m, 1H), 5.48 (s, 1H), 5.30
(d, 3J = 8.2 Hz, 1H), 5.17-5.02 (m, 2H), 3.96-3.91 (m, 1H), 3.85-3.82 (m, 1H), 3.73-3.68
(m, 1H), 3.59-3.55 (m, 1H), 2.15 (s, 1H), 2.14 (s, 3H) ppm;

3C-NMR: (100 MHz, CDsCN): 6 = 170.7, 170.3, 153.4, 147.7, 144.6, 127.6, 110.9, 99.5,
76.5,71.5,69.2,64.9, 61.3, 21.0, 20.8 ppm;

LCMS: tr= 6.555 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 392.10 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 414.1020 [M+Na]* (ber. m/z = 414.1020 fGr [M+Na]*);

IR (ATR): V = 3348, 2923, 2106, 1747, 1266, 1033, 734 cm"".
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5-(2,4-Di-O-acetyl-3-azido-3-deoxy-6-O-naphthyl-B-D-glucosyl-)oxy-nicotinonitril
(11-50, KKS-293)

Das Glykosid KKS-290 (11-49, 80.0 mg, 204 pymol) wurde unter Nz-Atmosphare in
trockenem DCM (3.00 mL) geldst und bei RT mit Tosylchlorid (77.9 mg, 410 pmol) und
DMAP (49.9 mg, 409 umol) versetzt. Nach 17 h bei RT wurde die Reaktionslésung mit
Ethylacetat verdiinnt, nacheinander mit 1 m HCI (2x 5 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 10 mL)
gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert. Die
vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das
Lésungsmittel i. Vak. entfernt. Naphthol wurde in DMF (3 mL) gel6ést und bei 0 °C mit NaH
versetzt. Nach 1 h wurde das Tosylat in DMF geldst bei 0 °C zu der Reaktionslésung
geben und diese auf RT erwarmen lassen. Nach 17 h bei RT wurde die Reaktionsldésung
mit Ethylacetat verdinnt und nacheinander mit 1 m HCI (2x 5 mL) und ges. NaCl-Lsg.
(83x 10 mL) gewaschen. Die vereinten wassr. Phasen wurden mit Ethylacetat (3x 10 mL)
extrahiert und die vereinten org. Phasen uber Magnesiumsulfat getrocknet. Anschlie3end
wurde filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat, 5:1) aufgereinigt und

ein farbloser Schaum (20.0 mg, 38.6 umol, 19 %) erhalten.

TH-NMR: (600 MHz, CDCI3): & = 8.24-8.20 (m, 1H), 7.85-7.79 (m, 22H), 7.64-7.58 (m,
3H), 7.56-7.51 (m, 1H), 7.50-7.46 (m, 1H), 7.37-7.33 (m, 1H), 6.77-6.73 (m, 1H), 5.48 (s,
1H), 5.30 (d, 3J = 8.2 Hz, 1H), 5.32-5.20 (m, 3H), 4.34-4.21 (m, 3H), 3.94-3.87 (m, 1H),
2.22 (s, 1H), 2.18 (s, 3H) ppm;
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13C-NMR: (100 MHz, CDCl3): & = 169.4, 168.8, 153.6, 146.7, 143.4, 134.5, 127.5, 126.7,
126.0,125.9, 125.7,125.5, 125.3, 121.5, 121.3, 115.8, 104.7, 98.7, 74.4,70.6, 69.1, 67.0,
63.9, 53.4, 20.7, 20.7 ppm;

LCMS: tr= 10.674 min (Methode 1);
HR-ESI-MS: m/z = 540.1490 [M+Na]* (ber. m/z = 540.1490 fur [M+Nal*);
IR (ATR): V = 2106, 1750, 1580, 1371, 1266, 1211, 1065, 890, 694 cm™.

5-(2,4-Di-O-acetyl-3-amino-3-deoxy-6-O-naphthyl-B-D-glucosyl-)oxy-nicotinonitril
(11-51, KKS-298)

Das Azid KKS-293 (11-50, 9.00 mg, 17.4 pymol) wurde in THF (1.00 mL) geldst und mit 1 m
Trimethylphosphan-Lsg. in THF (20.9 uL, 20.9 pmol) sowie Wasser (500uL) versetzt. Die
Losung wurde fur 1 h bei 50 °C geruhrt, abgekuhlt und mit Ethylacetat verdunnt.
Anschlieltend wurde nacheinander mit 1 M HCI (2x 5 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 10 mL)
gewaschen und die vereinten wassr. Phasen wurden mit Ethylacetat (3x 10 mL)
extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert
und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch
an Cis (ACN/H20, 95:5 — 5:95) aufgereinigt und ein farbloser Schaum (7.04 mg,
14.3 ymol, 82 %) erhalten.

LCMS: tr=6.151 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 492.20 [M+H]* (100); 84%
Reinheit

HR-ESI-MS: m/z = 492.1765 [M+H]* (ber. m/z = 492.1765 fur [M+H]");

IR (ATR): ¥ = 3258, 3055, 2955, 1748, 1273, 1219, 1064, 1034, 695 cm™".
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9.2.2.3 Benzyl-geschiitze Glucosederivate

3-Azido-1,2,4,6-tetra-O-benzyl-3-deoxy-a/B-D-glucopyranose (1I-36, KKS-265)I261]

O/\ 0
0\\“‘\ "”//o
N3

Die Furanose KKS-239 (11-28, 1.00 g, 3.51 mmol) wurde in Wasser (10.0 mL) suspendiert

und mit Trifluoressigsaure (4.80 mL) versetzt. Die Reaktionslosung wurde 6 h bei

Raumtemperatur gerihrt und danach das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt
wurde unter N2-Atmosphare in trockenem DMF (10 mL) gelést und bei 0 °C mit
Natriumhydrid (911 mg, 22.8 mmol) versetzt. Nach 1 h bei 0 °C wurde Benzylbromid
(2.30 mL, 19.3 mmol) langsam zu der Losung getropft und 17 h bei RT gerthrt. Danach
wurde die Reaktionslosung mit Ethylacetat verdinnt, nacheinander mit 1M HCI (3x
100 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 100 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen
mit Ethylacetat (3x 100 mL) extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber
Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das LoOsungsmittel i. Vak. entfernt. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat, 6:1)
aufgereinigt und ein farbloser Schaum (1.84 g, 3.26 mmol, 93 % Uuber zwei Schritte)

erhalten.

TH-NMR: (400 MHz, CDCls, a/B-Verhaltnis 1:1): & = 7.49-7.23 (m, 40H), 5.07-4-95 (m
2H), 4.91-4.66 (m, 9H), 4.65-4.45 (m, 7H), 4.08-3.99 (m, 1H), 3.86-3.71 (m, 4H),
3.65-3.38 (m, 7H) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, CDCls): & = 128.5-127.6 (40C), 102.5, 94.9, 79.9, 76.7, 76.3, 75.4,
74.9,74.8,74.7,74.6,73.4,73.5,72.7,71.1,70.0, 69.2, 68.5, 68.4, 68.0, 65.4 ppm;

LCMS: tr= 15.7 min (Methode 2); m/z (% relative Intensitat) = 583.29 [M+NH4]* (100);

HR-ESI-MS: m/z = 588.2468 [M+Na]" (ber. m/z = 588.2468 fur [M+Na]*);
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IR (ATR): V = 3029, 2862, 2103, 1496, 1066, 1026, 732, 694 cm™'.

1,6-Di-O-acetyl-3-azido-2,4-di-O-benzyl-3-deoxy-a/B-D-glucopyranose (lI-37, KKS-266)251]

(0]

o)
H 3C)J\
o™
N3

Die perbenzoylierte Pyranose KKS-265 (1I-36, 7.20g, 12.7 mmol) wurde in

Essigsaureanhydrid (25.0 mL, 264 mmol) gel6st und bei -20 °C mit konz. Schwefelsaure

(1.50 mL, 28.1 mmol) versetzt. Die Reaktionsldsung wurde 2 h bei -20 °C geruhrt und
danach langsam auf Eis (500 mL) gegeben. Die wassr. Phase wurde mit Ethylacetat (5x
100 mL) extrahiert und die vereinten org. Phasen mit ges. NaCl-Lsg. (3x 100 mL)
gewaschen. AnschlieRend wurden die org. Phasen Uber Magnesiumsulfat getrocknet,
filtriert und das Ldsungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat, 4:1) aufgereinigt und
ein farbloser Schaum (3.55 g, 7.56 mmol, 59 %) erhalten.

TH-NMR (B-Anomer): (400 MHz, CDCIs, a/B-Verhaltnis 0.42:1): & = 7.45-7.32 (m, 10H),
5.63 (d, 3J=8.4 Hz, 1H), 4.92-4.78 (m, 1H), 4.73-4.68 (m, 1H), 4.63-4.58 (m, 2H),
4.31-4.26 (m, 2H), 3.97-3.91 (m, 1H), 3.73-3.67 (m, 1H), 3.48-3.37 (m, 2H), 2.11 (s, 3H),
2.08 (s, 3H) ppm;

3C-NMR: (100 MHz, CDCls): & = 170.5, 168.8, 137.3, 136.8, 128.6, 128.5, 128.4,128.3,
128.2,128.1,93.8, 78.9, 75.5, 75.0, 74.9, 74.3, 68.4, 62.4, 20.9, 20.8 ppm;

LCMS: tr= 12.8 min (Methode 2); m/z (% relative Intensitat) = 487.22 [M+NHa]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 492.1741 [M+Na]* (ber. m/z = 492.1741 flr [M+Na]*);

IR (ATR): V = 2916, 2104, 1740, 1365, 1214, 1069, 697 cm™".
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6-O-Acetyl-3-azido-2,4-di-O-benzyl-3-deoxy-a/B-D-glucopyranose (l1-38, KKS-273)[261]

Die diacetylgeschutzte Hexose KKS-266 (l1-37, 400 mg, 850 pmol) wurde in DMF (5 mL)
vorgelegt und mit Ammoniumacetat (144 mg, 1.87 mmol) versetzt. Die Reaktionslésung
wurde 17 h bei Raumtemperatur gerihrt. Anschliefiend wurde mit Ethylacetat verdinnt
und mit 1 M HCI (3x 20 mL) und ges. NaCl-Lsg. (2x 50 mL) gewaschen. Die wassrigen
Phasen wurden mit Ethylacetat (3x 40 mL) extrahiert und die vereinigten organischen
Phasen Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Danach wurde filtriert und das Lésungsmittel
i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel
(Cyclohexan/Ethylacetat, 3:1) aufgereinigt und ein farbloser Schaum (260 mg, 608 umol,
71 %) erhalten.

TH-NMR (a-Anomer): (400 MHz, CDCIs, a/B-Verhaltnis 1:0.41): & = 7.48-7.34 (m, 10H),
5.20 (d, 3J=3.4 Hz, 1H), 4.93-4.88 (m, 1H), 4.84-4.79 (m, 1H), 4.76-4.71 (m, 1H),
4.63-4.58 (m, 1H), 4.33-4.25 (m, 2H), 4.00-3.94 (m, 1H), 3.45-3.41 (m, 1H), 3.37-3.30 (m,
2H), 2.07 (s, 3H) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, CDCls): & = 170.5, 137.1, 137.0, 128.6, 128.5, 128.4,128.3, 128.2,
128.1,90.3, 78.1, 75.7, 74.8, 73.1, 68.4, 65.0, 62.8, 20.8 ppm;

LCMS: tr= 10.0 min (Methode 2); m/z (% relative Intensitat) = 877.36 [M+NH4]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 450.1636 [M+Na]* (ber. m/z = 450.1636 fur [M+Na]");

IR (ATR): V = 3411, 2928, 2104, 1738, 1364, 1230, 1065, 1028, 696 cm"".
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(2R,7aS)-2-Fluoro-7a-(6-O-acetyl-3-azido-2,4-di-O-benzyl-3-deoxy-B-D-gluco-
pyranosyloxymethyl)hexahydro-1H-pyrrolizidin (11-40, KKS-269)

0
H3C)J\o

Der reduzierende Zucker KKS-273 (1I-38, 800 mg, 1.87 mmol) wurde unter
N2-Atmosphére in trockenem DCM (5 mL) gelost. Bei 0 °C wurden DBU (84.0 pL,
561 uymol) und Trichloracetonitril (1.87 mL, 1.87 mmol) zu der Lésung gegeben und
weitere 2 h bei RT gerUhrt. AnschlieBend wurde die Reaktionslésung mit Ethylacetat
verdunnt und mit ges. NaCl-Lsg. (2x 20 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde
uber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel i. Vak. entfernt. Das
Rohprodukt wurde zusammen mit dem Alkohol (lI-20, 595 mg, 3.74 mmol) und
aktiviertem Molekularsieb (3 A, 1.00 g) unter Ar-Atmosphare in trockenem CH2Cl2
(3.00 mL) geldst und auf -20 °C gekuhlt. AnschlieBend wurde unter Rihren BF3-EtO2
(1.19 mL, 9.36 mmol) innerhalb von 5 min zugegeben. Nach 2 h wurde auf RT erwarmt
und fur weitere 17 h gerthrt. Ges. Natriumhydrogencarbonat-Lsg. (10.0 mL) wurde zu
der Reaktionslosung gegeben und 15 min stark gerdhrt. Die Emulsion wurde mit
Ethylacetat verdinnt und Uber Celite filtriert. Danach wurde mit ges. NaCl-Lsg.
(3x 20 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 20 mL)
extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Gber Magnesiumsulfat getrocknet, es wurde
filtriet und das Lo&sungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat, 4:1) aufgereinigt und

ein farbloser Schaum (610 mg, 1.08 mmol, 57 %) erhalten.

1H-NMR: (400 MHz, CDCls): & = 7.47-7.33 (m, 10H), 5.30-5.11 (m, 1H), 4.90 (d,
3J=10.8 Hz, 1H), 4.80-4.72 (m, 2H), 4.58 (d, 3J=10.8 Hz, 1H), 4.28-4.25 (m, 2H),
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3.95-3.82 (m, 2H), 3.50 (d, 3J = 9.5 Hz, 1H), 3.43-3.38 (m, 1H), 3.30 (m, 3J = 9.8 Hz, 1H),
3.26-2.90 (m, 6H), 2.08 (s, 3H), 2.06-1.76 (m, 6H) ppm;

13C-NMR: (100 MHz, CDCla): & = 170.6, 137.6, 137.1, 128.6, 128.5, 128.4,128.3, 128.2,
128.1, 96.5, 78.1, 77.3, 77.0, 76.7, 76.0, 74.9, 72.7, 68.6, 65.3, 62.8, 60.3, 56.9, 42.2,
35.9, 25.3, 20.8 ppm;

LCMS: tr= 12.5 min (Methode 2); m/z (% relative Intensitat) = 569.29 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 569.2770 [M+H]* (ber. m/z = 569.2770 fur [M+NH]*);
IR (ATR): V = 2925, 2106, 1738, 1232, 1065, 1028, 733, 698 cm™".

(2R,7aS)-2-Fluoro-7a-(3-azido-2,4-di-O-benzyl-3-deoxy-B-D-glucopyranosyloxy-
methyl)hexahydro-1H-pyrrolizidin (1I-41, KKS-275)

e

N3

Natrium (24.3 mg, 1.06 mmol) wurde in trockenem MeOH (2.00 mL) gel6st und zu einer
Ldsung des Glykosids KKS-269 (11-40, 546 mg, 960 pmol) in trockenem MeOH (2.00 mL)
gegeben. Die Reaktion wurde 2 h bei RT geruhrt. AnschlieBend wurde mit Amberlite
neutralisiert, filtriert und das Lésungsmittel i. Vak. Entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel (DCM/Cyclohexan/EtOH, 6:3:1) aufgereinigt und
ein farbloser Schaum (452 mg, 858 mmol, 89 %) erhalten.

1H-NMR: (600 MHz, CDCl): & = 7.59-7.31 (m, 10H), 5.33-5.20 (m, 1H), 4.89 (d,
3J=10.8 Hz, 1H), 4.78-4.73 (m, 2H), 4.67-4.53 (m, 1H), 3.88-3.57 (m, 7H), 3.52-3.33 (m,
4H), 3.13-3.00 (m, 2H), 2.20-1.90 (m, 6H) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, CDCI3): & = 137.6, 137.4, 128.6, 128.5, 128.4,128.3, 128.2, 128.1,
96.1, 80.4, 78.0, 76.2, 76.0, 75.1, 74.7, 72.7, 68.2, 65.5, 61.8, 59.9, 57.3, 41.7, 35.5,
25.8 ppm;
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LCMS: tr= 11.2 min (Methode 2); m/z (% relative Intensitat) = 527.26 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 527.2664 [M+H]* (ber. m/z = 527.2664 fir [M+H]*);
IR (ATR): V = 3449, 2922, 2104, 1682, 1545, 1260, 1066, 1027, 736, 696 cm™.

(2R,7aS)-2-Fluoro-7a-(3-amino-2,4-di-O-benzyl-3-deoxy-6-O-naphthyl-B-D-gluco-
pyranosyl-oxymethyl)hexahydro-1H-pyrrolizidin (11-43, KKS-295)

A
OO0

Das Glykosid KKS-275 (11-49, 100 mg, 189 umol) wurde unter N2-Atmosphare in
trockenem DCM (3.00 mL) gel6st und bei 0 °C mit Tf20 (48.0 L, 284 umol) und Pyridin
(23.0 yL, 284 ymol) versetzt. Nach 2h bei 0°C wurde die Reaktionsldsung mit

/////

NH,

Ethylacetat verdinnt, nacheinander mit ges. NH4Cl-Lsg. (2x 5 mL) und ges. NaCl-Lsg.
(2x 10 mL) gewaschen und die vereinten wassr. Phasen mit Ethylacetat (3x 10 mL)
extrahiert. Die vereinten org. Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert
und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Naphthol (125 mg, 189 ymol) wurde in DMF (2
mL) geldst und bei 0 °C mit NaH (8.00 mg, 200 ymol) versetzt. Nach 1 h wurde das
Tosylat in DMF geldst bei 0 °C zu der Reaktionslésung geben und diese auf RT erwarmen
lassen. Nach 17 h bei RT wurde die Reaktionslosung mit Ethylacetat verdinnt und
nacheinander mit 1 M HCI (2x 5 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 10 mL) gewaschen. Die
vereinten wassr. Phasen wurden mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert und die vereinten
org. Phasen Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Anschlieliend wurde filtriert und das
Lésungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an

Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat, 4:1) aufgereinigt und direkt weiter umgesetzt.

Das Azid (46.5 mg) wurde in THF (1.00 mL) gel6st und mit 1 m Trimethylphosphan-Lsg.
in THF (85.5 uL, 85.5 ymol) sowie Wasser (750uL) versetzt. Die Loésung wurde fiur 1 h
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bei 50 °C gerthrt, abgekuhlt und mit Ethylacetat verdinnt. Anschlielend wurde
nacheinander mit 1 M HCI (2x 5 mL) und ges. NaCl-Lsg. (3x 10 mL) gewaschen und die
vereinten wassr. Phasen wurden mit Ethylacetat (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinten org.
Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel i. Vak.
entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Cis (ACN/H20,
95:5 — 5:95) aufgereinigt und ein farbloser Schaum (37.1 mg, 59.3 pmol, 31 %) erhalten.

TH-NMR: (600 MHz, CDCl3): & = 8.26-8.22 (m, 1H), 7.85-7.81 (m, 1H), 7.57-7.23 (m,
14H), 6.81-6.76 (m, 1H), 5.35-5.22 (m, 1H), 4.94-4.73 (m, 2H), 4.64-4.51 (m, 2H),
4.43-4.24 (m, 2H), 4.00-3.98 (m, 1H), 3.95-3.74 (m, 2H), 3.72-3.45 (m, 6H), 3.18-3.04 (m,
2H), 2.18-1.87 (m, 6H) ppm;

13C-NMR: (150 MHz, CDCl3): & = 153.7, 137.6, 137.4, 134.8, 128.6, 128.5, 128.4,128.3,
128.2, 128.1, 126.5, 121.9, 121.9, 120.8, 120.7, 105.2, 105.2, 103.5, 96.1, 80.1, 77.9,
77.2,76.4,76.3,74.5,72.7,68.7,65.9, 59.9, 57.2, 50.8, 41.5, 35.3, 24.5 ppm;

LCMS: tr= 7.137 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 628.05 [M+H]* (18);
HR-ESI-MS: m/z = 627.3230 [M+H]* (ber. m/z = 627.3229 fur [M+H]");
IR (ATR): V = 2922, 2868, 1579, 1454, 1268, 1027, 736, 699 cm™".

7-Fluor-3-(methoxymethoxy)-8-((triisopropylsilyl)ethinyl)naphthalen-1-ol (11-45,
KKS-280)12¢¢]

H3C CHj

H3C \/ CHs
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Si CHs
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Das Diol (890 mg, 2.48 mmol) wurde in trockenem DCM gelost und bei 0 °C
nacheinander mit MOM-CI (189 uL, 2.48 mmol) und DIPEA (422 L, 2.48 mmol) versetzt.
Die Reaktionslésung wurde fir 10 min bei 0 °C gerihrt. AnschlieBend wurde die
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Reaktionslésung mit Ethylacetat verdinnt und nacheinander mit ges. NH4Cl-Lsg. (3x
20 mL) und ges. NaCl-Lsg. (2x 30 mL) gewaschen. Die wassrigen Phasen wurden mit
Ethylacetat (3x 30 mL) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen uber
Magnesiumsulfat getrocknet. Anschlieend wurde filtriert und das Losungsmittel i. Vak.
entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan/EE,

99:1) aufgereinigt und ein farbloser Feststoff (703 mg, 1.75 mmol, 70 %) erhalten.

1H-NMR: (600 MHz, CDCl3): & = 9.12 (s, 1H), 7.71-7.66 (m, 1H), 7.25-7.18 (m, 1H),
7.01.6.98 (m, 1H), 6.84-6.83 (m, 1H), 5.27 (s, 2H), 3.53 (s, 3H), 1.22 (s, 13H) ppm;

3C-NMR: (150 MHz, CDCl3): & = 162.0, 155.7, 154.9, 132.5, 130.9, 118.9, 115.8, 106.9,
105.2, 103.6, 101.4,99.4, 94 .4, 56.1, 15.4, 11.5 ppm;

LCMS: tr= 12.461 min (Methode 1); m/z (% relative Intensitat) = 403.15 [M+H]* (100);
HR-ESI-MS: m/z = 425.1919. [M+Na]* (ber. m/z = 425.1919 fur [M+Nal*);

IR (ATR): V = 3408, 2940, 2136, 1634, 1376, 1149, 1021, 843, 663 cm™".

4-Fluor-8-(methoxymethoxy)benzo[de]chromen (11-47, KKS-292)

o7 X

F
H;C
3\0/\0 OO

Das Phenol KKS-280 (11-45, 290 mg, 720 pymol) wurde in DMF geldst und mit KF
(50.2 mg, 864 umol) versetzt. Die Reaktionslosung wurde fur 3 h bei RT geruhrt.
AnschlielRend wurde die Reaktionsldsung mit Ethylacetat verdiinnt und nacheinander mit
ges. NaCOs-Lsg. (3x 20 mL) und ges. NaCl-Lsg. (2x 30 mL) gewaschen. Die wassrigen
Phasen wurden mit Ethylacetat (3x 30 mL) extrahiert und die vereinigten organischen
Phasen Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Danach wurde filtriert und das Lésungsmittel
i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel
(Cyclohexan/EE, 95:5 — 50:50) aufgereinigt und ein farbloser Feststoff (127 mag,
516 mmol, 72 %) erhalten.

TH-NMR: (400 MHz, DMSO): & =7.37-7.32 (m, 1H), 7.22 (t, 3J=9.6 Hz, 1H), 7.02 (d,
3J=5.8 Hz, 1H), 6.92-6.89 (m, 1H), 6.57-6.54 (m, 1H), 6.14 (d, 3J = 5.7 Hz, 1H), 5.22 (s,
2H), 3.41-3.38 (m, 3H) ppm;
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13C-NMR: (100 MHz, DMSO): 6 = 155.7, 152.0, 149.6, 148.0, 145.3, 132.1, 124.4, 118.6,
112.8, 103.4, 100.2, 99.2, 93.9, 55.7 ppm;

LCMS: tr= 10.173 min (Methode 1, 89% Reinheit); m/z (% relative Intensitat) = 247.00
[M+H]* (100);

HR-ESI-MS: m/z = 269.0584 [M+Na]* (ber. m/z = 269.0584 fiir [M+Na]*);

IR (ATR): V = 1617, 1509, 1349, 1218, 1143, 1106, 1018, 833, 756 cm".

9.3 In silico-Methoden

Rigid Receptor Docking

Nachfolgend sind fur die durchgefuhrten Berechnungen alle Einstellungen aufgefuhrt, die
von den Standardkonfigurationen abweichen. Die chemischen Strukturen der zu
berechnenden Substanzen wurden als sd-files in Maestro geladen und mit der LigPrep-
Funktion bearbeitet. Die Proteinstrukturen wurden Gber die ProteinPrep-Funktion aus der

pdb-Datenbank geladen und bearbeitet.

Tab. 23: Veranderten Einstellungen der Maestro Glide Funktionen

Funktion Gewahlte Einstellungen

Generate possible states at target pH: 7.0 £ 2
Determine chiralities from 3D-structure
Fill in missing side chains using Prime.
Fill in missing loops using Prime.
Delete water beyond 4A from het groups.
Generate het states using Epic: pH: 7.0 £ 2.0.
Commit all alternate AA positions.
Remove water with less than 3H-bonds to non-waters.
Receptor Grid Crystallised ligand picked.

Generation Rotatable groups: All groups selected.

LigPrep

ProteinPrep

SiteMap

Der SiteMap-Algorithmus unterteilt das Protein zunachst in ein 3D-Raster, in dem die
Punkte einen Abstand von 1 A besitzen. Auf Grundlage der Van-der-Waals-Radien der
beteiligten Atome erfolgt eine Einteilung der Rasterpunkte in solche innerhalb und
aullerhalb der Proteinoberflache. Liegt ein Rasterpunkt innerhalb des Van-der-Waals-
Radius eines Atoms des Proteins, wird dieser verworfen. Anschlielend werden alle
dbrigen Punkte durch verschiedene Deskriptoren erfasst. Diese beinhalten
elektrostatische Potenziale, die Hydro- und Lipophilie der Umgebung sowie die Lage zu

Wasserstoffbrickendonoren und -akzeptoren. Basierend auf diesen Eigenschaften
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erfolgt eine systematische Gruppierung der Punkte zu Clustern, die potenzielle
Bindungstaschen reprasentieren.?’?l Dafir wurden folgende Einstellungen gewanhlt:
Identifiy top-ranked potential receptor binding sites;

Require at least 15 site points per reported site

Report up to 5 sites

Molekiildynamiksimulation
Fir die Molekuldynamiksimulation der Verbindung 1-21 wurde das OPLS3 Kraftfeld und

folgende Einstellungen verwendet (Tab. 24).

Tab. 24: Einstellungen der Molekuldynamiksimulation.

Funktion Gewabhlte Einstellungen
Solvation:
Minimize Volume.
Show boundary box.
Use custom charges + Do not use.
lons:
Recalculate + Neutralize by adding x Na*
ions
Add salt (NaCl, 0.15 nm)
Simulation time (ns): total 500
Molecular Dynamis Recording interval (ps): trajectory 500
Approximate number of frames: 1000

System Builder

Die Interaktionen zwischen dem Liganden und Protein wurden Uber das ,Simulation
Interaction Diagram® analysiert. Die MM/GBSA-Rechnung der einzelnen Frames wurden
mit dem  Skript $SCHRODINGER/run thermal_mmgbsa.py xx-out.cms -
HOST localhost:16’ -step_size 1 -NJOBS 16 -lig_asl “ASL” durchgefuhrt.

9.4 Biologische Assays

Die biologischen Assays wurden allesamt von Lead Discovery Center (LDC) in Dortmund
durchgefuhrt. Die Protokolle wurden aus der Publikation von BENARY et al

enthnommen.[152]

Austausch-Assay:

Inaktives, GDP-gebundenes K-Ras (Wildtyp, G12D oder G12V) wurde in Assay-Puffer
(50 mM HEPES, pH 7.5, 4 mM MgCl,, 2 mM EGTA, 0,01 % Brij-35, 1 mM TCEP)
verdinnt. Je 5 puL dieser K-Ras-Arbeitslosung wurden in eine weille 384-Well-
Mikrotiterplatte (z. B. Greiner Bio-One, Kat.-Nr. 784075) Uberfihrt. Die Testverbindungen
wurden mittels eines akustischen Dispensers (Echo, Beckman Coulter) in einem

Konzentrationsbereich von 3 mM bis 3 uM (achtstufige 1:3-Verdlinnungsreihe)
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zugegeben. Das Endvolumen vor Reaktionsstart betrug 5 pL. Zur Initiierung der
Nukleotidaustauschreaktion wurden 5 uL eines SOS1/GTP-Gemisches in Assay-Puffer
zugesetzt. Die Reaktionsansatze wurden bei Raumtemperatur dber Nacht inkubiert, um
die durch SOS1 vermittelte Aktivierung von K-Ras (GDP/GTP-Austausch) sowie die
intrinsische GTP-Hydrolyse zu ermdéglichen. AnschlieRend wurden 10 uL GDP-Glo™-
Reagenz (Promega Corporation, Madison, WI, USA) zugegeben und die Ansatze 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert. In diesem gekoppelten lumineszenzbasierten Nachweis wird
gebildetes GDP enzymatisch in ATP umgewandelt, das in einer Luciferase/Luciferin-
Reaktion detektiert wird. Die Lumineszenz wurde mit einem EnVision-Multimode
Plattenleser (PerkinElmer) gemessen. Die Auswertung der Konzentrations-Wirkungs-
Kurven erfolgte durch nichtlineare Regression (vierparametrige logistische Anpassung).
ICs0-Werte wurden aus den sigmoidalen Dosis-Wirkungs-Kurven mit Quattro Workflow
(Quattro Research GmbH) berechnet.

ERK-Assay:

SNU-1-Zellen mit K-RASC2D-Mutation (primares Magenkarzinom) wurden in RPMI-1640-
Medium, supplementiert mit 10% fétalem Rinderserum (FBS) und 1% L-Glutamin, bei
37 °C und 5% CO, kultiviert. Fur den Assay wurden die Zellen in weille 384-Well-
Mikrotiterplatten mit geringem Volumen (Greiner Bio-One) mit einer Dichte von 5 x 104
Zellen pro Well in 6 yL serumfreiem RPMI-Medium (1% L-Glutamin) ausgesat. Die Platten
wurden vor Zugabe der Testverbindungen 3 h in einem Inkubator mit hoher
Luftfeuchtigkeit (37 °C, 5% CO,, ca. 90% rel. Luftfeuchtigkeit) inkubiert, um Verdunstung
zu minimieren. Die Testsubstanzen wurden mittels eines akustischen Liquid-Handlers
(Echo 520, Beckman Coulter) als dreifache achtstufige Verdiinnungsreihe zugegeben.
Die maximale Endkonzentration betrug 330 uM bei einem konstanten DMSO-Endgehalt
von 1% (v/v). Nach Substanzzugabe erfolgte eine weitere Inkubation tUber 1 h unter den
genannten Bedingungen. Zur Stimulation wurden 3 yL einer 9 nM EGF-L6ésung (in
serumfreiem Medium) zugegeben, sodass sich eine finale EGF-Konzentration von 3 nM
im Well ergab. Nach 15 min Inkubation wurde die Lyse durch Zugabe von 3 pL vierfach
konzentriertem Lysepuffer aus dem Phospho-ERK1/2 (Thr202/Tyr204)- sowie dem Total-
ERK1/2 LANCE® Ultra TR-FRET Cellular Detection Kit (PerkinElmer) eingeleitet. Die
Platten wurden 30 min bei Raumtemperatur unter Schuitteln (300 rpm) inkubiert.
Wahrend dieser Inkubation wurde die Antikdrper-Detektionsmischung gemaf
Herstellerangaben hergestellt. AnschlieRend wurden 3 pyL der Detektionsmischung pro

Well zugegeben. Die Platten wurden mit Aluminium-Klebefolie versiegelt und 20 h bei
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Raumtemperatur inkubiert. Die TR-FRET-Signale wurden mit einem EnVision 2104
Multilabel Reader (PerkinElmer) gemessen.

Nano-BRET:

Der NanoBRET® TE Intracellular RAS Assay basiert auf der NanoBiT®-Technologie
(Promega Corporation), einem strukturellen Komplementationssystem aus einer grof3en
Luciferase-Untereinheit (LgBiT) und einem komplementaren Peptid (SmBiT). HEK293T-
Zellen wurden transient mit Expressionsvektoren fur LgBiT-K-Ras2B (G12D) und SmBiT-
K-Ras2B (G12D) kotransfiziert (TransIT-LT1, Mirus Bio) gemal} Herstellerprotokoll. Nach
der Transfektion wurden 9 uL Zell-Suspension (2160 Zellen pro Well) in weile 384-Well-
Mikrotiterplatten (z. B. Greiner Bio-One, Kat.-Nr. 784080) Uberfihrt und 24 h bei 37 °C
und 5% CO, inkubiert. Die Testverbindungen wurden mittels eines akustischen
Dispensers (Echo, Beckman Coulter) unter Verwendung der Echo Dose Response-
Software als achtstufige Verdinnungsreihe (z. B. 100 yuM bis 0,025 uM) zugegeben.
Nach kurzem Mischen (1 min) und 15 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden 1 L
NanoBRET® TE Ras Tracer 01 (Endkonzentration 1 uM) zugesetzt, gefolgt von erneutem
Mischen. Die Platten wurden 2 h bei 37 °C und 5% CO, inkubiert und anschliel3end
15 min bei Raumtemperatur aquilibriert. Danach wurden 5 yL NanoBRET™ Nano-Glo®-
Substrat (Promega Corporation) zugegeben. Nach max. 30 min Inkubation bei
Raumtemperatur im Dunkeln wurde das BRET-Signal mit einem EnVision-Multimode-
Plattenleser (Revvity, Waltham, MA, USA) bei Emissionswellenlangen von 460 nm
(Donor) und 645 nm (Akzeptor) gemessen. Die Auswertung erfolgte durch nichtlineare
Regression der sigmoidalen Dosis-Wirkungs-Kurven; ICs,-Werte wurden mit der

Software Analyze (Scigilian) bestimmit.

HTRF-PPI-Assay:

Der Assay basiert auf rekombinanten, markierten humanen Proteinen (K-Ras"“" und
SOS1) sowie fluoreszenzmarkierten Anti-Tag-Antikoérpern fir die HTRF-Detektion. GTP-
beladenes K-Ras"T bindet in Abwesenheit eines Inhibitors an SOS1. Die simultane
Bindung der Terbium-Kryptat-markierten Anti-Tag2- und der XL665-markierten Anti-Tag1-
Antikorper an die jeweiligen Fusionsproteine flhrt zur Ausbildung eines HTRF-Signals. In
Anwesenheit von Inhibitoren der K-Ras/SOS1-Interaktion oder von GTP-kompetitiven
Substanzen kommt es zu einer konzentrationsabhangigen Abnahme des HTRF-Signals.
Fir jede Probe wurden 1,5 yL Assaypuffer und 3 uL Tag2-SOS1-Protein in eine geeignete
384-Well-Mikrotiterplatte (z. B. Corning Incorporated, Kat.-Nr. 4513) vorgelegt. Die

Testverbindungen wurden mittels eines akustischen Dispensers (Echo, Beckman
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Coulter) als achtstufige Verdunnungsreihe (z. B. 50 yM bis 0,115 uM) zugegeben. Nach
10 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden 3 pL Tag1-K-Ras-Protein zugesetzt.
Anschliefiend wurden 7,5 pL einer Detektionsmischung, bestehend aus Terbium-Kryptat-
markiertem  Anti-Tag2-Antikorper und  XL665-markiertem  Anti-Tag1-Antikorper,
hinzugeflgt. Nach 2 h Inkubation bei Raumtemperatur wurde das HTRF-Signal mit einem
EnVision-Multimode-Plattenleser (Revvity) bei einer Anregungswellenlange von 340 nm
sowie Emissionswellenlangen von 615 nm (Donor) und 665 nm (Akzeptor) gemessen.
Die Auswertung erfolgte Uber das Verhaltnis der Emissionssignale (665/615 nm). ICs,-
Werte wurden durch nichtlineare Regression der sigmoidalen Dosis-Wirkungs-Kurven mit

der Software Analyze (Scigilian) bestimmt.

Cell-Titer-Glow

Der CellTiter-Glo® Lumineszenz-Zellviabilitatsassays (Promega Corporation) basiert auf
der Quantifizierung von intrazellularem ATP als Mal} fur metabolisch aktive Zellen. Pro
Well wurden 2,5 pL einer Zellsuspension in einer zuvor optimierten Zelldichte ausgesat,
die eine lineare Korrelation zwischen Zellzahl und Lumineszenzsignal gewahrleistete.
Nach 24 h Inkubation bei 37 °C und 5% CO, wurden die in DMSO gelosten
Testverbindungen mittels akustischer Liquid-Handling-Technologie (Echo-System) in den
gewunschten Konzentrationen zugegeben. Die Zellen wurden anschlieRend fur weitere
72 h bei 37 °C und 5% CO, in humidifizierter Atmosphare inkubiert. Mit DMSO
behandelte Zellen dienten als Positivkontrolle (100% Viabilitat), wahrend mit 10 yM
Staurosporin behandelte Zellen als Negativkontrolle (minimale Viabilitat) eingesetzt
wurden. Nach Ablauf der Inkubationszeit (insgesamt 96 h bzw. wie angegeben 5-72 h
nach Substanzzugabe) wurden die Platten auf Raumtemperatur aquilibriert. Das
CellTiter-Glo®-Reagenz wurde gemaR Herstellerangaben rekonstituiert und in einem dem
Zellmedium entsprechenden Volumen zugegeben. Die Platten wurden 2 min bei ca.
300 rpom orbital geschuttelt, um eine vollstandige Zelllyse zu gewahrleisten, und
anschlieRend 10 min bei Raumtemperatur inkubiert, um eine Stabilisierung des
Lumineszenzsignals zu erreichen. Die Lumineszenz wurde mit einem Victor™ Multilabel
Microplate Reader (PerkinElmer) bei einer Integrationszeit von 200 ms gemessen. Die
Auswertung erfolgte durch Anpassung einer sigmoidalen Dosis-Wirkungs-Kurve (Fit 205)
unter Verwendung der XLfit-Software; IC5,-Werte wurden aus den resultierenden Kurven
bestimmt. Zur Qualitatssicherung wurde der Z’-Faktor auf Basis von jeweils 16 Replikaten
der Positiv- und Negativkontrollen berechnet. AusschlieRlich Experimente mit einem Z’-

Faktor 20,5 wurden fur die weitere Analyse berlcksichtigt.
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10. Abkurzungsverzeichnis

10. Abklirzungsverzeichnis

A
PABN
AcOH
ACzO
Adba
ADP
Akt
allo
AlMe3
PAPT
mAPT
PAp
Aqg.
AtP
BzClI
CSA
CTG
DBU
DC
DCM
DIPEA
DMP
DS
EE
EGF
FDA

GAP
GDP
GEF
GTP

HATU

HBA
HBD
HPLC
H-Ras
HTS
HVR

Angstrom
p-Aminobenzonitril (pAbn)
Essigsaure
Essigsaureanhydrid
4-Amino-N,N-dimtylbenzylamin (Adba)
Adenosindiphosphat
Proteinkinase
allosterisch
Trimethylaluminium
p-Aminophenyltetrazol
m-Aminophenyltetrazol
p-Aminophenol
Aquivalente
Adenosintriphosphat
Benzoylchlorid
Camphersulfonsaure
Cell Titer Glow
1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en
Dunnschichtchromatographie
Dichlormethan
N, N-Diisopropyethylamin
Dess-Martin-Periodan
Docking Score
Ethylacetat
Epidermal growth factor
Food and drug administration
Gramm
GTPase-aktivierende Proteine
Guanosindiphosphat
Guanine nucleotide exchange factor
Guanosintriphosphat

Stunden
1-[Bis(dimethylamino)methylen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-
b]pyridinium-3-oxid hexafluorophosphat
H-Briickenakzeptoren

H-Brickendonoren
High Performance Liquid Chromatographie
Harvey Rat Sarcoma Virus
High Throughput Screening
Hypervariable Region
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ICso Halbmaximale Inhibitorkonzentration
iPPI Protein-Protein-Wechselwirkungsinhibitoren
J Kopplungskonstante
Kb Dissoziationskonstante
K-Ras Kirsten Rat Sarcoma Virus
LDA Lithiumdiisopropylamin
M mol/L
MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase
MDS Molekuldynamiksimulation
MeOH Methanol
MEK Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinase
MHz Megahertz
min Minuten
MM/GBSA Molecular mechanics generalized born surface area
MOM-CI Chlormethyl-methylether
MW Molekulargewicht
NaH Natriumhydrid
N-Ras Neuroblastoma Ras
MM mikromolar
R¢ Retentionsfaktor
K-Ras Kirsten Rat Sarcoma Virus
PERK Phosphoryliertes ERK
p-loop Phosphat-bindende Loop
PPI Protein-Protein-Wechselwirkung
QSAR Quantitative structure activity relationship
R Retentionsfaktor
Rem Ras exchange Motif
Rho Ras Homolog
RO4 Rule of four
ROS5 Lipinski rule of five
SAR Struktur-Wirkungs-Beziehung
SOS Son of Sevenless
TBAF Tetrabutylammoniumfluorid
TEA Triethylamin
Tf Triflat
TFA Trifluoressigsaure
THF Tetrahydrofuran
TMU Tetramethylharnstoff
TsCI Tosylchlorid
t-SNE t-Distributed stochastic neighbour embedding
Verb. Verbindung
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Tab. 25: Parameter der Messung der Kristallstruktur KKS-196 (1-162)

Bond precision:

Cell:

Temperature:

Volume
Space group
Hall group
Moiety formula
Sum formula
Mr

Dx,g cm—3

pA

Mu (mm—1)
F000

Fo0O0’

h,k, Imax
Nref

Tmin, Tmax
Tmin’

C-C = 0.0140 A

a=6.1664(4)

alpha=90
150 K

Calculated
832.45(9)
Pcal2l

P 2c —2ac
C8 H7 I N4
C8 H7 I N4
286.08
2.038

4

3.361
544.0

542 .25

8,9, 30
2570[ 1319]
0.783,0.934
0.044

b=6.8568(4)
beta=%0

Wavelength=0.71073

c=22.0532(11)
gamma=920

Reported
632.46(9)
Pcal2l

P 2c —2ac
C8 H7 I N4
C8 H7 I N4
286.08
2.038

4

3.391
544.0

8,8,30
1556
0.620,1.000

Correction method= # Reported T Limits: Tmin=0.620 Tmax=1.000
AbsCorr = MULTI-SCAN

Data completeness= 1.18/0.61

R(reflections)= 0.0347( 1428)

5 =1.102

Abb. 76: Superposition Docking (PDB: 8W4R)

Theta(max)= 29.314

Npar= 119

wR2 (reflections)=
0.0822( 1556)
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