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Abstract

Deutsche Version

Im Zuge der hier vorgestellten Arbeiten wurden ausgehend von Bisphenolen mit Hilfe
verschiedener Konzepte der medizinischen Chemie neue Liganden fiir die SI/II-Bindestelle von
K-RAS4B entwickelt. Neben der Bestimmung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen kamen die
Fragmenterweiterung und das PROTAC-Design als weitere Konzepte zum Einsatz.
Computergestiitzte Methoden wie Docking-Studien und E-Learning-Algorithmen wurden
genutzt, um aktive Verbindungen zu identifizieren. Die grofitenteils eigens synthetisierten
Verbindungen wurden anschlieflend durch die Projektpartner hinsichtlich ihrer Bindung an
K-RAS4B, ihrer Einfliisse auf zugrundeliegende biochemische Reaktionen und auf zelluldre

Effekte untersucht.

Englische Version

In the course of the work presented here, new ligands for the SI/II binding site of K-RAS4B
were developed starting from bisphenols using various medicinal chemistry concepts. In
addition to the determination of structure-activity-relationships (SARs), fragment expansion
and PROTAC-design were used as further concepts. Computational calculations were used for
the identification of active compounds via docking studies and e-learning algorithms. The
compounds, most of which were synthesized, were subsequently investigated by the project
partners with respect to their binding to K~-RAS4B, their influences on underlying biochemical

reactions and on cellular effects.
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1.1 - Die Bedeutung von Krebs und die Rolle des Ras-Onkogens bei dieser Krankheit

1 Einleitung

1.1 Die Bedeutung von Krebs und die Rolle des RAS-

Onkogens bei dieser Krankheit

1.1.1 Krebs in der Moderne

Obwohl Krebs seit Entstehung der Menschheit existiert, ist diese Krankheit erst durch
Fortschritte in anderen Bereichen der Medizin zur grofiten Barriere fiir eine hohere
Lebenserwartung der Menschen im einundzwanzigsten Jahrhundert geworden. 2018
entwickelte jeder achte Mann und jede zehnte Frau die Krankheit im Laufe ihres Lebens.
Dabei endete bei Mannern Lungenkrebs und bei Frauen Brustkrebs am haufigsten todlich.
Infektionskrankheiten, Schlaganfille und die Grunderkrankung von Herzinfarkten
(koronare Herzerkrankung) treten als Todesursachen aufgrund der Verbesserung der

Therapiemoglichkeiten hingegen immer mehr zuriick.'?

Auch das Profil der Krebserkrankungen und Krebstode verdndert sich durch die
Okonomische Entwicklung und entfernt sich von infektions- und armutsbezogenen
Krebsarten. Dieses Profil hidngt stark mit den Faktoren des sozialen Lebens und dem
Lebensstil zusammen.? Infektionsbedingt konnen beispielsweise Magenkrebs durch
Helicobacter pylori und Leberkrebs durch den Hepatitis B Virus ausgelost werden.? Zu den
armutsbezogenen Krebsarten gehoren das Kaposi-Sarkom (ausgelost durch Herpesvirus
HHV-8 nach einer Immunsuppression), Kehlkopf-, Gebdrmutterhals-, Penis- und

Leberkrebs.

Geschétzt wird, dass ein Drittel bis zwei Fiinftel der neuen Krebserkrankungen durch
Vermeidung einer Aussetzung gegeniiber bekannten Risikofaktoren des modernen Lebens

verhindert werden kénnten. Risikofaktoren sind beispielsweise eine exogene
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Hormoneinnahme und die Erndhrung (z.B. Alkoholkonsum und Gewichtszunahme). Die
Verschiebung des Krankheitsbildes ist besonders in Schwellenldndern zu beobachten, wobei
im Allgemeinen die Groflenordnung der Krebserkrankungen als Todesursache steigt, je

weiter die jeweilige Nation entwickelt ist.?

Unter den Krebserkrankungen mit sehr hohen Inzidenzraten fiir Europa und andere
okonomisch weit entwickelte Lander sind Lungen-, Dickdarm- und

Bauchspeicheldriisenkrebs.'?

1.1.2 Diagnose und Therapie von Krebs

Die klassische Diagnose von Krebserkrankungen {iber bildgebenden Verfahren wie die
Computer- und Kernspintomographie fithrt zu Beginn der Therapie in den meisten Fillen
zur chirurgischen oder strahlenbasierten Entfernung des Tumorgewebes. Bei der
Strahlentherapie wird die Unfahigkeit von Krebszellen zum Abbruch ihres Zellzyklus
ausgenutzt. Dadurch entstehen bei der Bestrahlung mit Rontgenstrahlung von Zellzyklus
zu Zellzyklus immer schwerwiegendere DNA-Schéiden, die schlussendlich zur Apoptose,
also dem programmierten Zelltod fithren. Sind die Tumorzellen jedoch in der Lage die

Apoptose zu unterdriicken, so greift diese Therapie nicht.

Neben der operativen Entfernung und der Bestrahlung sind Zytostatika bedeutend fiir die
Krebstherapie. Wirkstoffe aus der Gruppe der Zytostatika machen sich ebenfalls die
schnelle Proliferation der Krebszellen zu Nutzen. Sie beeintriachtigen dabei iiber
unterschiedliche Mechanismen die Zellteilung und lassen sich je nach Mechanismus in

Antimetabolite, Topoisomeraseinhibitoren, Mitosechemmer und Alkylantien unterteilen.!

Antimetabolite blockieren dabei auf unterschiedliche Weise die Biosynthese von
Nukleotiden als Bausteine der DNA. Inhibitoren der Dihydrofolat-Reduktase
(z.B. Methotrexat (1)) verhindern die Bildung einer wichtigen Zwischenstufe bei der

Bildung von Purinnukleotiden.! Direkte Purin-Antagonisten wie Mercaptopurin (2) oder
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5-Fluorouracil (3) ersetzen die natiirlichen Nukleobasen bei der DNA-Synthese und fiithren
dadurch zu Fehlern oder inhibieren andere Enzyme der Nukleotidsynthesekaskade.” Auf
analoge Weise verhindern Pyrimidin-Antagonisten wie Cytarabin (4) den korrekten
Aufbau der DNA.® Ahnlich wie die Inhibition der Dihydrofolat-Reduktase bewirkt die
Hemmung der Ribonukleotid-Reduktase durch Hydroxycarbamid (5) eine Blockierung

eines Zwischenschritts der Nukleotid-Biosynthese.”

Die Klasse der Topoisomerasehemmer hemmen die Fahigkeit der Topoisomerasen I und II
zur korrekten Entwindung der DNA als wichtigen Teilschritt der DNA-Replikation
und -Transskription. Dies geschieht bei den Anthrazyklinen (z.B. Daunorubicin (6)) durch
Interkalieren in den Doppelstrang der DNA, wobei es sich dabei um einen
Mechanismusvorschlag handelt.®* Andere Topoisomeraseinhibitoren wie Etoposid (7)
fiihren nach der tempordren Spaltung der Strange durch die Topoisomerase II zu

irreguléaren Strangbriichen der DNA."Y

Antimetabolite
NH,
N._N__N fsN
N N ‘
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NH, N K /> HO\ " “NH,
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% OH
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R
HO o]
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O‘O‘ | 0
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6 JQAIOH O
NH, MeO OMe
OH
7

Abbildung 1: Darstellung von Zytostatika aus den Gruppen der Antimetabolite (oben: Methotrexat (1),
Mercaptopurin (2), 5-Fluorouracil (3), Cytarabin (4) und Hydroxycarbamid (5)) und Topoisomerasehemmer

(unten: Daunorubicin (6) und Etoposid (7)).
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Zu den Mitosehemmern zéhlen die Vinca-Alkaloide (8) und Taxane (9), welche die
normale Funktion von Mikrotubuli stoéren. Da Mikrotubuli als Strukturproteine wichtig

fiir die Zellkernteilung (Mitose) sind, stort dieser Vorgang die gesamte Zellteilung."

Als letzte Gruppe von Zytostatika sind die Alkylantien bekannt. Darunter fallen zum
Beispiel Platin-Verbindungen wie cis-Platin (10), welches zwischen die Nukleobasen des
DNA-Doppelstrangs interkaliert und eine kovalente Quervernetzung der Stringe
bewirkt.""" Auch N-Lost-Derivate wie Melphalan (11) und davon abgeleitete und in Form
einer Prodrug wie Cyclophosphamid (12) verabreichte Phosphoramid-Derivate sind zur

kovalenten Modifikation der DNA befdhigt.'*!

Mitosehemmer

8 9
Alkylantien
0
Cl, NH; oH O+ N
PN Cho~y NH, CI\/\NH?’\)
Cl NH3 CI\) CI\) ¢}
10 11 12

Abbildung 2: Darstellung von Mitosehemmstoffklassen (oben: Vinca-Alkaloide (8) und Taxane (9), wobei
»R“ variabel ist und im Falle der Taxane die verallgemeinerte Struktur von Docetaxel und Taxol dargestellt

ist) und Vertretern der Alkylantien (unten: cis-Platin (10), Melphalan (11) und Cyclophosphamid (12)).

Die genannten Mechanismen bewirken eine Unterdriickung des ungehemmten
Zellwachstum und wirken insbesondere bei schnell proliferierenden Zellen, zu denen die
Krebszellen gehoren. Aber auch bestimmte normale Zellen unterliegen einer schnellen
Proliferation und kénnen somit von der Wirkung der Zytostatika betroffen sein, wodurch

Nebenwirkungen entstehen konnen. Beispiele fiir betroffene Zellen sind Blutzellen,



1.1 - Die Bedeutung von Krebs und die Rolle des Ras-Onkogens bei dieser Krankheit

Spermazellen, Driisengewebezellen des Magen-Darm-Trakts und keratinbildende Zellen, die

fur das Haarwachstum entscheidend sind.

Auferund dieser haufig drastischen Nebenwirkungen wird nach neuen Moglichkeiten der
Krebstherapie  gesucht. Durch den  gezielten Einsatz  biochemischer  und
molekularbiologischer Verfahren kénnen Tumorklassifikationen immer besser durchgefiihrt
werden und es kann eine optimierte Therapiewahl erfolgen. Dabei versucht die
zielgerichtete Therapie, Proteine auszuschalten oder wieder zur Funktion zu bringen, die
durch ihre Mutation eine existenzielle Rolle bei der Genese von Tumoren einnehmen (z.B.:
Kinase-Inhibitoren, vgl. Kapitel 1.3). Die Profile dieser Proteinmutationen variieren von
Krebsart zu Krebsart, kénnen aber iiber Expressionsspiegel der kodierenden Onkogene
untersucht werden. Bestimmte Onkogene wie die RAS-Gene kénnen dabei erste Hinweise

auf die molekulare Beschaffenheit der Tumorogenese liefern.

1.1.3 Die Bedeutung von K-RAS als therapeutisches Tarqet fiir die Krebstherapie

Die Familie der RAS-Gene kodiert vier stark verwandte Protein-Isoformen, zu denen
H-RAS, K-RAS4A, K-RAS4B und N-RAS gehoren. Dabei entstehen die beiden K-RAS-
Varianten durch alternatives Spleiien des Exons 4 und somit bei der Uberfithrung der
durch Transkription der Gene erhaltenen pra-mRNA in die fertige mRNA."!¢ K- RAS-
Proteine sind wesentliche Treiber bei der Krankheitsentwicklung von Krebs und das
codierende Gen ist nicht nur unter den RAS-Isoformen (vgl. Abbildung 3), sondern auch
im gesamten Genom das haufigst mutierte Onkogen. Es liegt in etwa einem Viertel der
menschlichen Krebserkrankungen in mutierter Form vor.'” Mutationen des Gens liegen in
etwa 100% der Pankreas-Duktal-Adenokarzinome, 53% der Kolorektaltumore und zu
einem groflen Anteil in nichtkleinzelligen Bronchialkarzinomen vor, welche bei etwa 30%
der Lungentumore auftreten.'*>!* Diese Krebserkrankungen entsprechen einigen der im
einundzwanzigsten Jahrhundert in weit entwickelten Landern mit hoher Inzidenz

auftauchenden Krebsarten.?
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RAS-Isoformen

11% #% #H-Ras
Mutation

mK-Ras
Mutation

m N-Ras
Mutation

Abbildung 3: Hiufigkeit der Mutationen einzelner RAS-Isoformen in menschlichen Tumoren."”

Die Mehrheit der Mutationen der RAS-Gene taucht in den Codons 12 und 13, gefolgt von
Mutationen in Codon 61 auf (vgl. Abbildung 4). Die G12C-Mutation des K-RAs-Proteins
ist zum DBeispiel eine der haufigsten RAS-Mutationen bei nichtkleinzelligen

Bronchialkarzinomen (NCLCs: non small cell lung cancers)."

uG12D
uGl2v
=G13D
mGl2C
uG12A
nG12S
m Other

Abbildung 4: Vorkommen spezifischer K-RAs-Mutationen in menschlichen Tumoren.'?

Wegen seiner leichten Identifizierung und seiner grofien Héufigkeit ist mutiertes K-RAS ein
ansprechendes Ziel fiir neue therapeutische Methoden.' Dreiflig Jahre lang wurden dennoch
keine wirksamen Inhibitoren fiir dieses Protein gefunden. Ursache hierfiir ist die schwere

Adressierung aufgrund der flachen Oberflache des RAS-Proteins.'>?
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1.2 RAS-Proteine als binire Schalter

RAS-Proteine sind kleine Guanosintriphosphatasen, welche am Zelliiberleben, dem
Fortschritt des Zellzyklus, der Zellpolaritat und der Zellbewegung beteiligt sind.** Sie sind
membranverankerte = molekulare Schalter, deren Schalteigenschaften  durch
Konformationsdanderungen bei der Hydrolyse von Guanosintriphosphat (GTP) zu
Guanosindiphosphat (GDP) und der anschlieBenden Neubesetzung mit GTP
zustandekommen. Dabei ist K-RAS ein so essentielles Protein, dass ein Ausschalten des

K-RAS-Gens bei Mausen innerhalb von zwolf bis vierzehn Wochen zum Tod fiithrt.?

1.2.1 Posttranslationale Prozessierung von RAS-Proteinen

Ras-Proteine besitzen eine C-terminale Tetrapeptidsequenz, die sogenannte CAAX-Box.
Diese besteht aus einem invarianten Cystein (C), zwei aliphatischen Aminosiuren (A1 und
A2) und einer von mehreren festgelegten Aminoséuren (X).” Nach der RAS-Synthese im
Zytosol wird dieses CAAX-Motiv von der Farnesyltransferase erkannt, welche das Cystein
anschliefend prenyliert. Darauthin werden die drei iibrigen Aminosiduren (AAX) durch
RCE1 (RAS-converting enzyme 1) abgespalten und die Carbonsiurefunktion des
farnesylierten Cysteins durch ICMT (Isoprenylcystein-Carboxyl-Methyltransferase) in den

Methylester iiberfithrt.

Der am Cystein angebrachte Farnesylrest ist bei allen RAS-Proteinen ein notwendiges,
aber nicht hinreichendes Kriterium fiir die Einbettung in die Plasmamembran. Wéahrend
H-RAS an zwei weiteren Stellen palmitoyliert wird (C181 und C184), haben N-RAS und
K-RAS4A nur eine einzelne Stelle fiir die Lipidmodifikation. Bei K-RAS4B dient hingegen
eine ununterbrochene Polylysinregion als zweite membranadressierende Funktion, da aus
den Ladungen der Lysin-Seitenketten elektrostatische Wechselwirkungen mit der Membran

resultieren (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Auffiihrung der C-terminalen Sequenzen der verschiedenen RAS-Isoformen mit ihren CAAX-

Motiven (blau) und zusétzlichen Palmitoylierungsstellen (orange).?2*

RAs-Isoform Sequenz des C-Terminus ab AS 165
165 171 181

H-RasdA QH |[KLRK LNPPDESGPG (MSCKCVLS

N-RaAs QY |[RMKK LNSSDDGTQG ( MGLPCVVM

K-Ras4A QY |[RLKK ISKEEKTPG( VKIKKCIIM

A-RasAB KH |[KEKM SKDGKKKKKK SKTKCVIM

Ohne einen entscheidenden weiteren Schritt kdme es jedoch zur Fehllokalisation von
K-RAs4B. Dieser Schritt besteht daraus, dass PDES§ (delta Untereinheit der
Phosphodiesterase 6) K-RAS aktiv durch Bindung des methylierten und farnesylierten
Cysteins von Endomembranen entfernt. Durch Bindung der kleinen GTPase Arl2 (ADP

ribosylation factor like 2) an PDES wird das RAS-Protein dann sukzessiv freigegeben,

wodurch eine Relokalisation ermoglicht wird.**%%

. [
D 000000 ¥ Py '
K-RAS4B ( RAS}KKKKKKfc—OMe RS ((RAs —C-C-OMe
eyl K-RAS4A
: 5 % =
( RAS C=OMe <*+— /QA/S C-OMe Golgi-Apparat

Zytosol

AN Palmitat
A~ Farnesylisoprenoid

Abbildung 5: Darstellung der Posttranslationalen Modifikation von RAS-Proteinen, welche fiir die

Membranlokalisation entscheidend ist.!'>!?
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Erst nach korrekter Membraneinbettung kann die Aktivierung der RAS-Proteine durch
auBere Stimuli, wie zum Beispiel die Bindung des EGFs (epidermal growth factor) an
seinen membraneingebetten Rezeptor, erfolgen. Somit ist die Posttranslationale
Prozessierung von RAS-Proteinen ein wichtiger regulatorischer Faktor fiir die Aktivitét

und Funktion dieser GTPasen."

1.2.2 RAS-requlierte Signaltransduktion

Durch Bindung des epidermalen Wachstumsfaktors (EGF) kommt es zur
Konformationsdanderung der extrazelluldren Doméne des EGFRs (epidermal growth factor
receptor), wodurch dessen Dimerisierung ermoglicht wird. Durch die hierdurch entstehende
Néhe der Kinasedoménen kommt es zu einer Autophosphorylierung, die zur eigentlichen

Aktivierung des Rezeptors fiihrt.*

Der aktivierte EGFR rekrutiert anschliefend RAS-spezifische Guaninnukleotidaustausch-
faktoren (GEFs: guanine nucleotide exchange factors) mit Hilfe von Adapterproteinen zur
Plasmamembran.' Diese GEF's sind eine von zwei Klassen RAS-regulierender Proteine und

26

sind fir den Austausch von GDP gegen GTP verantwortlich.?® Die bestverstandenen

Proteine dieser Klasse sind SOS (son of sevenless) und Cdc25 (cell division cycle gene).”
Sie sind notwendig, um die langsame intrinsische GDP-Dissoziation (10°s") um das
zehntausendfache zu erhohen.'® Nach Freisetzung der Nukleotidbindestelle kommt es
aufgrund der hohen GTP-Konzentration im Zellinneren (etwa 0.47 mM) zum
Nukleotidaustausch.? Das so entstandene GTP-gebundene RAS stellt die aktive Form des
Proteins dar, welche mit im Zytosol befindlichen Downstream-Effektoren wechselwirken

kann und somit Signale fiir Zellwachstum, Proliferation und Proteinbiosynthese sendet

(Abbildung 6).
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Zellproliferation

Proteinbiosynthese,
Zelwachstum

\ Zellkern ~

Abbildung 6: Darstellung der bekanntesten RAS-Downstream-Kaskaden."*

Fiir die Terminierung des Signals ist die zweite Klasse RAS-regulierender Proteine
zustindig, die sogenannten GTPase aktivierenden Proteine (GAPs). Da die intrinsische
GTPase-Aktivitdt mit einer Hydrolyserate von 10 s* duflerst gering ist, ist auch hier eine
Wechselwirkung mit einem zweiten Protein noétig, um eine ausreichend schnelle
Signalterminierung zu erzielen. Diese wird durch die stimulierte Hydrolyse des GTPs

erreicht, da so die inaktive GDP-gebundene Form des RAS-Proteins entsteht, 1920

Viele RAs-Mutanten koénnen mit GAP nicht mehr ausreichend wechselwirken, wodurch

eine Aktivierung der Downstream-Signalwege dauerhaft bestehen bleibt. Dieser Zustand
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fiihrt zu iiberméifigem Zellwachstum, erhéhter Proliferation und Uberlebensfihigkeit von
Tumorzellen. Ohne Stimulation von RAS durch ein Upstream-Signal kommt es durch die
intrinsische GTP-Hydrolyse aber dauerhaft zu einem Gleichgewichtszustand, der den
GDP-gebundenen Zustand favorisiert. Somit sind die aktivierenden Signale weiterhin

notwendig, um onkogenes RAS in seiner aktiven Form zu halten.?

Von den elf bekannten Effektoren, die von aktivem RAS angesteuert werden, spielen Raf,
PI3K, TIAM1, PLCe und RAL-GDS eine mafigebliche Rolle bei der Onkogenese. Es ist
jedoch nicht vollstandig geklért, welche Effektoren von RAS unter verschiedenen zelluléren
Bedingungen die Wichtigsten sind.'** Im Folgenden sollen die beiden bestuntersuchten

Effektor-Kaskaden erldutert werden (vgl. Abbildung 6).

Der MAP-Kinase-Signalweg beginnt mit einer Dimerisierung von GTP-RAS, wodurch die
zytosolische Serin-Threonin-Kinase Raf zur Plasmamembran rekrutiert und dort unter
Dimerisierung aktiviert wird. Als néchster Baustein der Signalkaskade wird die Kinase
MEK phosphoryliert und somit aktiviert, wodurch diese wiederum in der Lage ist, die
MAP-Kinasen, darunter ERK (engl.: extracellular signal-regulated kinases), an je einem
Tyrosin- und einem Threoninrest zu phosphorylieren. Diese doppelte Phosphorylierung
fithrt zur vollstindigen Aktivierung der MAP-Kinasen. Die aktive Form dieser Kinasen
kann nun ebenfalls durch Phosphorylierung viele Substrate aktivieren, wobei sie in der
Lage sind, in den Zellkern zu tranlozieren, um dort beispielsweise Transkriptionsfaktoren

zu aktivieren.b?

Im PI3K-Signalweg wird im ersten Schritt die Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) durch
Wechselwirkung mit aktivem RAS an der Plasmamembran lokalisiert, wo sich auch ihr
Substrat, das Phospholipid PIP, (Phosphatidylinositol-3,4-biphosphat) befindet. Unter
ATP-Verbrauch phosphoryliert PI3K das PIP; zum Triphosphat PIP;, ein Prozess, der
durch die plasmamembranassozierte Lipidphosphatase PTEN (phosphastase and tensin

homologue) umgekehrt werden kann. Das PIP; dient der Serin-Threoninproteinkinase Akt
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als Ankerplatz an der Plasmamembran. Akt gelangt auf diese Weise aus dem Zytosol an
die Membran, wo ihre Aktivierung erfolgt. Die aktivierte Form der Kinase ist in der Lage
Faktoren zu inhibieren, die ansonsten zur Apoptose, dem programmierten Zelltod, fithren
wiirden. Sie ist aber auch entscheidend am mTOR-Signalweg (mTOR: mammalian target
of rapamycin) beteiligt, welcher wichtige Prozesse fiir die Proteinbiosynthese und das

Zellwachstum einleitet.*

Dabei sorgt Akt fiir die Phosphorylierung des Tsc-Komplexes aus Tscl und Tsc2, welcher
durch Inhibierung des Nukleotidaustauschs der GTPase Rheb das Zellwachstum drosselt.
Nach der Phosphorylierung durch Akt ist dieser Komplex inhibiert, wodurch GDP-Rheb
in die aktive GTP-Rheb-Form iiberfiihrt werden kann. Als Folge dessen kann Rheb den
mTOR-Raptor-Komplex stimulieren, durch den die Prozesse eingeleitet werden, die zur

Proteinbiosynthese und zum Zellwachstum fiihren.!

1.3 Strategien zur Inhibierung der RAS-Signalwege

Neben der direkten wirkstoffinduzierten Inhibition des RAS-Proteins selbst, gibt es
aufgrund der Fortschritte beim molekularen Verstdndnis der mit RAS gekoppelten
zelluldren Vorginge vielerlei Strategien zur Tumorbekdmpfung mit verschiedenen Targets
in den RAS-Signalwegen. Auch die Inhibition der RAS-Expression war dabei ein moglicher
Ansatz zur Regulierung der RAS-stimulierten Zellvorginge. Die Idee bestand dabei darin,
iiber Oligonukleotide spezifische RNA-Sequenzen zu adressieren und dadurch die
Translation in die RAS-Proteine zu unterbinden. Jedoch wurden die Errungenschaften auf
diesem Gebiet durch Probleme bei der Bereitstellung und Aufnahme der Oligonukleotide,
sowie Verdnderungen der Sensitivitit gegeniiber diesen Wirkstoffen durch Phenotypwandel

K-RAS-abhéngiger Zellen negiert. '
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1.3.1 Inhibition wvon RAS-Wechselwirkungspartnern, die fir die Membran-

einbettung verantwortlich sind

Wie bereits in Kapitel 1.2.1 erlautert, spielt auch die Membraneinbettung und damit
verbundene posttranslationale Modifikation eine entscheidende Rolle bei der Aktivierung
von RAS-Proteinen. Dadurch liegt es nahe, dass die Enzyme, die fiir diese Modifikation
zusténdig sind, als Targets fiir Wirkstoffe gegen Krebs untersucht wurden. Somit wurden
zunéchst Farneyltransferase-Inhibitoren (FTIs) wie zum Beispiel Tipifanib (13) und
Lonafarnib (14) entwickelt. Diese zeigten jedoch nur geringe Aktivitat in klinischen Tests,
da es bei Inhibition der Farnesyltransferase zur alternativer Prenylierung durch die
Geranylgeranyltransferase kommt.**** Auch eine duale Inhibition beider Transferasen
(Beispiel 1.-778,123 (16))* und eine zweite Generation von Farnesyltransferaseinhibitoren
(Beispiel Salirasib (15))" erbrachten nicht die gewiinschten Ergebnisse. Hier werden

weitere alternative Mechanismen vermutet, die zu dieser Resistenz fithren.*

NH,

15

Cl

16

Abbildung 7: Farnesyltransferaseinhibitoren: Tipifarnib (13), Lonafarnib (14), Salirasib (15) und L-778,123

(16, dualer Inhibitor mit Geranylgeranyltransferase).

Auch fiir die Proteine, die zur weiteren Verarbeitung der CAAX-Box von K-RAS dienen,
wurden Inhibitoren gesucht. Fiir RCE1 wurden Inhibitoren im niedrig mikromolaren

Bereich gefunden, deren Wirkweise jedoch nicht vollstandig geklart ist.
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17 18

Abbildung 8: Inhibitoren des RCE1 (RAS converting enzyme 1), welches die AAX-Sequenz des CAAX-Motivs
von K-RAS abspaltet.

Im Fall von Verbindung 17 kommt es schnell zu einer kolloidalen Aggregation und der
inhibierende Effekt der Verbindung kann sowohl durch die monomere Form, als auch durch
das Aggregat zustande kommen. Die Verbindung 18 hingegen wurde bereits vor dem
Befund als RCEIl-Inhibitor zu fungieren als chemotherapeutischer Wirkstoff unter

Anwendung als DNA-Topoisomerasehemmer eingesetzt.*

Genau wie die RCE1-Inhibitoren zeigen auch ICMT-Inhibitoren gute Ergebnisse in vitro

und in Mausmodellen.?*%

AuBlerdem konnte die Methyltransferase selbst durch die neue
Methode Crispr-Cas9 in ihrer Funktion ausgeschaltet werden. Sowohl in vitro als auch
in vivo Experimente zeigten, dass die Fahigkeit zur Tumorinitilerung durch die

meistvertretenen RAS-Isoformen bei fehlender ICMT-Funktion nicht mehr moglich war.*

Selbst bei erfolgreicher Prozessierung der CAAX-Box kommt es zu Fehllokalisationen von
K-RAS4B im Endomembransystem, wenn das Enzym PDEGS nicht zu einer Relokalisation
fithren kann (vgl. Kapitel 1.2.1). Deltasarin (19) verhindert die Assoziation von K-RAS an
PDES durch Blockierung der Farnesylbindestelle. Bei einer effektiven Dosis ist Deltasarin
bei Pancreas-Krebszellen aktiv, erweist sich aber auch als zytotoxisch, weshalb
Deltazinon 1 (20) entwickelt wurde. Dieses ist weniger zytotoxisch und weist eine bessere

Selektivitiat gegeniiber K-RAS gesteuertem Tumorwachstum auf.'*
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Abbildung 9: Darstellung der verschiedenen PDES-Inhibitoren Deltasarin (19), Deltazinon 1 (20) und
Deltasonamid 1 (21) bzw. 2 (22).

Wiéhrend die in vitro Affinitdt aber im nanomolaren Bereich liegt, ist es in vivo erst bei
mikromolaren Konzentrationen aktiv. Es gibt die Vermutung, dass dieser Effekt durch die
kompetitive Bindung des PDES-Effektors Arl2, welcher somit den Inhibitor verdrangt,

entsteht.?”

Eine Optimierung von PDES-Liganden bis in den picomolaren Bereich wurde anschlieflend
durchgefiihrt, wobei sich diese neuen Liganden (Deltasonamid 1 (21) und 2 (22)) nur als
unwesentlich effektiver zeigten als Deltazinon 1. Grund hierfiir kdonnten die niedrigen
Verteilungskoeffizienten der Verbindungen sein. Da die Verteilung zwischen lipophiler und
lipophober Phase fiir diese Verbindungen gering ist, ist eine schlechte Membrangéngigkeit

anzunehmen.'*37

1.3.2 Inhibition von Upstream-Effektoren von membranverankertem RAS

Weitere direkte Effektoren von RAS, die erst nach Membraneinbettung der RAS-Proteine
zu deren Aktivitéit fiithren, sind die GEFs. FESIK et al. beschreiben 2014 erstmalig eine
Substanzklasse, deren Derivate in einer Region von SOS nahe der Interaktionsflache mit
RAS  binden (23, 24). Diese Verbindungen erhéhen den  SOS-vermittelten

Nukleotidaustausch und erhohen somit den Anteil von GTP-RAS. Jedoch fithren die

15
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Verbindungen trotzdem zu verminderter Uberlebensfihigkeit von Zellen, aber ohne, dass
eine K-RAS-Mutation dabei entscheidend war. Die AKT-Phosphorylierung nimmt bei
Behandlung mit den Verbindungen ab, wéihrend fiir die ERK-Aktivierung ein biphasisches
Verhalten beobachtet wurde. Dabei fithren nur hohe Verbindungskonzentrationen zur
Inhibition der ERK-Phosphorylierung, wihrend geringe Konzentrationen fiir eine
Steigerung der pERK-Konzentration sorgen. Interessanterweise kommt es nur zu
marginalen Unterschieden der SOS-Konformation im Komplex mit RAS, wenn die
Verbindungen cokristallisiert werden. Somit kénnten sie fiir eine Stabilisierung der RAS-
bindenden SOS-Konformation fithren. Bei hohen Konzentrationen konnte diese
Verstiarkung von Protein-Protein-Wechselwirkungen (PPIs: protein protein interactions)
dann zu unproduktiven Proteinkomplexen fithren, wodurch der Downstream-Signalweg

gehemmt wiirde.*”*

Anlésslich dieser Ergebnisse suchten FESIK ef al. in Kooperation mit BOEHRINCER
INGELHEIM im Rahmen eines Hochdurchsatzscreenings der Vanderbilt-Substanzsammlung
mit  einem Nukleotid-Austauschassay nach weiteren SOS-Bindern und fanden
Benzimidazol-abgeleitete ~ Strukturen (25 — 27). Nach gezielter Optimierung unter
Berticksichtigung der  Struktur-Wirkungsbeziechungen wurden SOS-Agonisten mit
nanomolarer Affinitat erhalten (28), die wieder das zweiphasige Ansprechverhalten der

39,40

ERK-Aktivierung zeigten.
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Abbildung 10: Darstellung der von FESIK et al. gefundenen SOS-Agonisten; oben: Derivate der ersten
gefundenen Substanzklasse (23 + 24); unten: Benzimidazol-Verbindungen aus dem Hochdurchsatzscreening

(25 - 27) und der optimierte SOS-Agonist (28).

Kurze Zeit spéter erschien es eine weitere Publikation zu SOS-affinen Verbindungen.
BADER et al. (BAYER AG) fanden mit Hilfe eines Hochdurchsatzscreenings und eines
Fragmentscreenings Verbindungen, die in benachbarten Bindetaschen an SOS binden. Die
gefundenen Fragmente binden dabei an der von FESIK et al. fiir seine Agonisten
beschriebenen Stelle iiber einem induced-Fit-Mechanismus. Sie weisen dabei ein dhnliches
Verhalten wie die Liganden von FESIK auf. Durch Verbindung des bindenden Teils eines
dieser Fragmente mit dem optimierten Inhibitor (vgl. Abbildung 11), der aus dem
Hochdurchsatzscreening abgeleitet worden war, verbunden worden war, verstérkte dieser
die inhibitorische Wirkung jedoch. Die Serie um die Verbindung BAY-293 bot somit die
erste Moglichkeit nanomolare SOSI1-Inhibitoren in Zellen zu beobachten. Aufler der
mangelnden Bioverfiigbarkeit hatten die Verbindungen ein weiteres Problem in
in vivo Tests. Die pERK-Level wurden in Zellen mit K-RAS-Mutation nur um etwa 50%
gesenkt, wihrend die Reduktion in Zellen mit K-RASYT 100% betrug. Somit scheinen
K-RAs-Mutanten in Krebszellen auch iiber alternative Wege aktiviert werden zu koénnen,

wéhrend dies beim Wildtyp des Proteins nicht der Fall ist.*

17
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Abbildung 11: Darstellung der Entwicklung des SOS-Inhibitors bei BAYER; von links nach rechts: gefundenes
Fragment, das an der von FESIK beschriebenen SOS-Bindestelle bindet (29); der optimierte
Hochdurchsatzscreening-Hit (30); die aus beiden Screeninghits kombinierten SOS-Liganden (31); optimierter,
nanomolar bindender SOS-Ligand BAY-293 (32).

Ein sehr &hnlicher Ligand wurde Mitte 2020 von der Firma BOEHRINGER INGELHEIM
veroffentlicht. Zunéchst fanden die Mitarbeiter durch ein Hochdurchsatz-Screening ein
Fragment (BI-68BS (33)), das einem Teil der BAYER-Verbindung (30) entspricht. Es wies
mit Kp = 470 nM eine signifikante Affinitdt fiir SOS1 auf, wobei die K-RAS-SOS-
Wechselwirkung mit einem IC; = 1.3 pM inhibiert wurde. Durch Optimierung war es
moglich, den selektiven SOSI-Inhibitor BI-3406 (34) zu generieren, der das
dreidimensionale verankerungsunabhéngige Wachstum von K-RAS-mutierten Zellen, aber
nicht von Zellen mit K-RAS-Wildtyp, mit einem IC;-Wert von 16 — 52 nM unterdriickt.*!
Dieses verankerungsunabhéngige Wachstum ist kennzeichnend fiir Krebszellen und
bedeutet, dass die Zellen fdahig sind, sich an eine neue Umgebung anzupassen. Die

Dreidimensionalitit bezeichnet dabei nur das Wachstum in allen drei Raumrichtungen.*

33 34
Abbildung 12: Darstellung des  Bl-Screeninghits BI-68BS (33) und des optimierten SOSI-
Inhibitors BI-3406 (34).
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Zudem ist die Verbindung in der Lage das Tumorwachstum K-RAS-mutierter Zellen in
Xenograft-Modellen zu verringern. In vielen Krebsmodellen tritt bei MEK-Inhibition
iiblicherweise eine Feedbackschleife auf, da eine Phosphorylierung von SOS1 durch pERK
normalerweise zu dessen Inaktivierung fithrt. Der Ligand BI-3406 kann als Copréaparat nun
aber diese Feedbackschleife unterbinden, da SOS2 nicht von der Phosphorylierung durch
ERK abhéngt. Erste Tests beziiglich der Kombination des SOS1-Inhibitors mit MEK-
Inhibitoren bezeugten das Potenzial dieser Behandlungsstrategie und Studien zur ersten
klinischen Phase wurden fiir den verwandten SOS1- K-RAS-Inhibitor BI-1701963 als ersten

pan-RAs-Inhibitor eingeleitet.*!

Aber auch damit Nukleotidaustauschfaktoren wie SOS RAS aktivieren koénnen, ist ein
weiteres Upstream-Signal fiir deren Rekrutierung zur Plasmamembran notwendig. Dafiir
sind aktivierte Wachstumsfaktorrezeptoren wie der EGFR zustidndig. Die Inhibitoren der
Kinase-Doméne des EGF-Rezeptors wie zum Beispiel Erlotinib (35), Gefitinib (36) und
Afatinib (37) erwiesen sich aber trotz der wichtigen Rolle des EGFR bei der Tumorogenese

in klinischen Studien nicht als effektiv.'%
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Abbildung 13: Darstellung einiger EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitoren: Erlotinib (35), Gefitinib (36) und
Afatinib (37).

Da EGF-dhnliche Peptide Tumorzellen als autokrine Wachstumsfaktoren dienen und diese
iiber verschiedene Rezeptoren erkannt werden, wird vermutet, dass der EGFR, zwar fiir die

Transformation aber nicht fiir die Aufrechterhaltung des Tumors entscheidend ist.'*?

K-RAs-mutierte NSCLCs (non-small lung cancer cells) scheinen auch empfindlich auf die

Inhibition des Chaperons HSP90 (heat shock protein 90) zu reagieren, welches fiir die
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Proteinfaltung hin zum nativen Protein fiir EGFR, HER2, BRAF und Akt zusténdig ist.
Die Monotherapie mit HSP90-Inhibitor Ganetespib (38) konnte bisher keine Erfolge
verbuchen, jedoch werden Kombinationen mit weiteren Medikamenten weiterhin

getestet. 44

Fir MET, einen weiteren Wachstumsfaktorrezeptor, der vor allem bei EGFR-Inhibition
iiberméflig aktiv ist und ebenfalls die K~-RAS-Signalwege einleitet, wurden zwei Inhibitoren
bis in die klinische Phase III gebracht, welche dann aber gestoppt wurde. Neben einem
monoklonalen Antikérper (Onartuzumab) wurde dabei der niedermolekulare Inhibitor

Tivantinib (39) in Kombination mit dem EGFR-Inhibitor Erlotinib (35) getestet.

38 39

Abbildung 14: Darstellung von Ganetespib (38) als Inhibitor des Chaperons HSP90 und von Tivantinib (39)
als Inhibitor des Wachstumsfaktorrezeptors MET.

1.53.3 Inhibition von Downstream-Effektoren von RAS-Proteinen

Wiéhrend die Inaktivierung von onkogen mutiertem RAS durch GAP-Modulation schwierig
ist, da das aktive Zentrum von RAS bei den Mutanten gestort ist und die katalytische
Teilnahme des GAPs am Ubergangszustand der GTP-Hydrolyse verhindert wird
(vgl. Kapitel 2.1.3), sind fiir einige der Downstream-Effektoren von RAS Inhibitoren

gesucht worden.

In der ersten Effektorkaskade zeigten PI3K-Inhibitoren wie Idealisib (40) und

Buparlisib (41) vielversprechende Wirkung in Phase I-Untersuchungen. Aufgrund der
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alternativen Downstream-Signalwege und deren Crosstalk konnten sich diese Substanzen

in Monotherapien aber nicht weiter durchsetzen.

Bessere FErgebnisse lieferte da das Rapamycin-Analogon Ridaforolimus (42), welches
selektiv mTOR inhibiert. Der Wirkmechanismus besteht wie fiir das Rapamycin (43, auch
Sirolimus genannt) darin, dass ein unproduktiver terndrer Komplex aus mTOR,
Ridaforolimus und einem weiteren Protein (FKBP) gebildet wird, sodass die mTOR-
Raptor-Komplexierung inhibiert wird und die Signalkaskade an dieser Stelle unterbrochen
wird.?"* In Phase II konnte der Wirkstoff fiir wesentlich mehr krankheitsfreie Uberlebende
und einen Trend zu allgemein hoherer Lebenserwartung bei Patienten mit nicht

kleinzelligem Lungenkarzinom sorgen.'
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Abbildung 15: Darstellung von Inhibitoren von Effektoren des PI3K-Signalwegs: Idealisib (40),
Buparlisib (41), Ridaforolimus (42) und Rapamycin (43).

Die Aktivierung der Serin-Threonin-Kinase BRAF, als erster Effektor der zweiten
Effektorkaskade, ist fiir die tumorogenetische Transformation unabdingbar.* Selektive
Inhibitoren wurden zunichst fiir die BRAFY'“E-Mutante gefunden, wobei diese im
Verhéltnis zu RAS-Mutationen selten auftritt. Weiterhin war Sorafinib (44), ein
Multikinaseinhibitor, zwar in der Lage auch BRAF zu inhibieren, konnte in Studien der
klinischen Phase IIT aber keine ausreichend positive Wirkung in Patienten mit
nichtkleinzelligem Lungenkrebs erzielen.!* Ein kompetitiver Hemmer der RAF-RAS-
Wechselwirkung, Rigosertib (45), fiihrt zur Inhibierung des MAP-Kinase-Wegs. Dieser

Inhibitor bindet an den RAS-bindenden Doménen (RBD) von BRAF (Kp = 0.71 nM) und
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CRAF (Kp = 0.18 nM). In vielen Krebszelllinien fiihrt eine Behandlung mit Rigosertib zur
Apoptose, wihrend normale Zellen unbeeinflusst bleiben. Auch in Phase I1I-Studien waren
bisherige Ergebnisse gut, wobei weitere Studien nétig sind, um den klinischen Nutzen der

Verbindung zu optimieren.*¢*?
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Abbildung 16: Darstellung verschiedener BRAF-Inhibitoren: Sorafinib (44), Rigosertib (45) und
Dabrafenib (46).

Als weiteres Target im MAP-Signalweg wurde die Kinase MEK adressiert. Der MEK-
Inhibitor Selumetinib (47) wurde in Kombination mit dem Zytostatikum Docetaxel bis in
Phase III getestet, wobei sich aber keine Verbesserung zur reinen Chemotherapie zeigte.™*
Nach Abbruch der Phase I1I-Tests wurden die Ergebnisse der zweiten klinischen Phase
genauer betrachtet, wobei eine deutlich héhere Empfindlichkeit der G12V- und G12C-

Mutanten als bei anderen RAS-Mutanten bemerkt wurde.*®

Trametinib (48) als weiterer MEK-Inhibitor verhinderte das Zellwachstum in K-RAS-
mutierten Zellen und zeigte im direkten Vergleich dhnliche Aktivitdt wie Docetaxel bei
Studien der klinischen Phase II. Kombination dieses Inhibitors mit dem BRAF-Inhibitor
Dabrafenib (46) fithrte zu klinisch sinnvoller Antitumoraktivitidten bei Patienten mit zuvor

unbehandelten nicht kleinzelligen Lungenkarzinomen mit BRAFY*E-Mutation.'**

Es wird vermutet, dass eine duale Inhibition der PI3K- und MAP-Signalwege sinnvoll sein

konnte, da Riickkopplungsschleifen somit eventuell unterbunden werden kénnten. Erste
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Tests verschiedener Kombinationen zeigen gute Vertriglichkeit und eine Aktivitdt gegen

Krebs.™

Abgesehen von den hier beschriebenen Zielproteine werden weiterhin Targets fiir die
Therapierung von Krebsarten mit mutiertem K-RAS gefunden. 2019 wurde festgestellt,
dass mit Hilfe des Wirkstoffs PHT-7.3 (49) die PH-Doméne (Pleckstrin Homology) des
Cnksrl (connector enhancer of kinase suppressor of Ras 1) inhibiert werden kann. Dadurch
kann die Colokalisation von mutiertem K-RAS und Cnksrl verhindert werden. Da Cnksrl
als Geriistprotein fiir eine erhohte Effizienz des RAS-Signalwegs sorgt, fiihrte seine
Inhibition zu einer Verringerung des Zellwachstums K-RAS-mutierter Zellen. Die PH-

Doméne von Cnksrl erwies sich somit als ein mogliches neues therapeutisches Target.'”
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Abbildung 17: Darstellung der MEK-Inhibitoren Selumetnib (47) und Trametinib (48) sowie des Inhibitors
PHT-7.3 (49) des Cnksrl.
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2 Allgemeiner Teil

2.1 Die Schaltfunktion von K-RAS auf struktureller Ebene

2.1.1 K-RAS-Struktur

Fiir eine sinnvolle Einordnung direkter K-RAS-Inhibitoren ist eine FErlduterung des
strukturellen Aufbaus von K-RAS beziehungsweise RAS-Proteinen unabdingbar. Diese
Gruppe kleiner GTPasen besteht aus drei funktionellen Doménen, die sich insgesamt aus
sechs f-Stringen mit fiinf flankierenden a-Helices und zehn Loops zusammensetzen. Die
drei Doménen sind in die Effektor-Doméne (AS 1 - 86), den allosterischen Lappen
(AS 87 —166) und die Hypervariable Region (HVR; AS 167 —188/189) unterteilt

(Abbildung 18), wobei die Effektor-Doméne fiir alle RAs-Isoformen die identische

i E B~ C-Terminus
\,

Sequenz aufweist.'?

N-Terminus

Abbildung 18: Struktureller Aufbau von K-Ras (PDB:4DSO): allosterische Doméne (blau); Effektor-Doméane
(grau) mit dem dazugehorigen P-Loop (gelb) und den Switch I- (magenta) und Switch II-Regionen (cyan);

HVR (rosa und nur ansatzweise dargestellt).
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Sie enthalt dabei auch die fiir die Konformationswechsel der RAS-Proteine entscheidenden
Regionen: die Switch I (SWI, AS 32 — 38 bzw. 30 — 40) und Switch II-Region (SWII,

AS 59 — 67 bzw. 60 — 76) sowie den P-Loop (AS 10 — 17)." Die Angaben der Aminoséiuren

dieser Regionen variieren von Quelle zu Quelle.

Der allosterische Lappen erginzt die Effektordoméne zum Gesamtkonstrukt der
katalytischen G-Doméne (AS1-166), wobei er unter des RAS-Isoformen eine
Ubereinstimmung von 86% besitzt. Die allosterische Doméne ist bei der RAS-Dimerisierung
und bei Membran-Interaktionen involviert. Neuere Strukturstudien weisen darauf hin, dass
sich die ab-Helix iiber Histidin 166 hinaus bis zu den Aminosiuren 172 — 174 erstreckt,
sodass die katalytische Doméne ebenfalls um diesen Bereich erweitert wiirde

(vgl. Abbildung 18: rosaner Bereich der a5-Helix)."

Die Hypervariable Region als letztes Element der RAS-Proteine enthélt das CAAX-Motiv
und weist ansonsten eine hohe Diversitat zwischen den einzelnen RAS-Isoformen auf. Sie
ist in die Membranadressierung eingebunden und steuert zudem die Orientierung der

G-Doméne im Bezug zur Membran."

In dieser Arbeit werden einheitlich die kleineren Aminosduresequenzen fir die farbige Kennzeichnung dieser
Bereiche in Abbildungen verwendet, wobei auf den immer gleichen Farbcode geachtet wurde. Auch bei der
Darstellung der Nukleotide wurde auf eine einheitliche Farbgebung des Kohlenstoffgeriistes geachtet, wobei

das Guanosintriphosphat oder seine Analoga in grin und das Diphosphat in orange dargestellt ist.

25



26 | 2 - ALLGEMEINER TEIL

2.1.2 Funktion verschiedener RAS-Konformationen

Bei allen Protein-Protein-Wechselwirkungen —mit den  FEffektoren sind die

Konformationsdnderungen der SWI/II-Region entscheidend (Abbildung 19).*
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Abbildung 19: Darstellung des Aktivierungszyklus von RAS im Hinblick auf die rédumliche Orientierung
gegeniiber seinen Wechselwirkungspartnern (PDB-Codes: 5UK9 (GDP- und GCP-K-RasVt), 1wQl
(H-RAs/GAP), 1XD2 (H-RAS/SOS), 4GON (H-Ras/Raf-RBD), 1HE8 (H-Ras/PI3K)).

Dabei kommen die Konformationswechsel durch die unterschiedliche Nukleotidbeladung
zustande. Fiir Beladung mit GTP ist aufgrund der niedrigen Dissoziationsrate von GDP
(vgl. Kapitel 1.2.2) eine Anderung der Konformation durch Wechselwirkung mit einem
GEF notig. Wurde RAS in den GTP-gebundenen Zustand {iberfiihrt, so liegt eine deutlich
geschlossenere Form der Nukleotidbindestelle vor. Dabei koordinieren die Aminoséuren

Threonin 35 (SWI) und Glycin 60 (SWII) iiber Wasserstoffbriicken das y-Phosphat des
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Guanosintriphosphats (Abbildung 20). Bei der Hydrolyse zu Guanosindiphosphat wird
dieses y-Phosphat aber freigegeben, sodass diese Wechselwirkung nicht mehr moéglich ist.
Die Switch-Regionen entspannen sich und werden deutlich flexibler. Hierbei kann also von

einem ,Loaded-Spring-Mechanismus“ gesprochen werden.”

Dass der GTP-Zustand in der Region von Switch I und Switch II tatsédchlich deutlich
starrer ist, als die GDP-Form von RAS ist im Experiment dadurch zu erkennen, dass in
Kristallstrukturen héaufig die Elektronendichte der Switch II-Region fehlt. Bei NMR-
Untersuchungen ist hingegen die GTP-Form schwerer zu beobachten, da es zu einer

Linienverbreiterung kommt.

V29 “°

Abbildung 20: Bindungssituation an der Nukleotid-Bindestelle von K-RAs4B a) im GTP-gebundenen
Zustand (PDB:3GFT) und b) im GDP-gebundenen Zustand (PDB:4LPK).?

Dennoch konnte durch NMR-Experimente die Existenz zweier GTP-gebundener RAS-
Stadien nachgewiesen werden. Diese Zustdnde bestehen aus zwei sich schnell ineinander
umwandelnden Konformationen, wobei nur Stadium 2 in der Lage zu sein scheint,
Downstream-Effektoren zu binden. Diese Annahme beruht auf Gleichgewichts-
verschiebungen zwischen den beiden im NMR-Experiment unterscheidbaren Stadien. So

verschiebt sich dieses Gleichgewicht bei Anwesenheit der RAS-bindenden Doméne von RAF
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(RAF-RBD) hin zu Stadium 2, wiahrend Mutationen, die eine RAS-Effektorwechselwirkung
verhindern (T35S/T35A, G60A), zu einer Priorisierung von Stadium 1 fithren. Diese
Ergebnisse zeigen zudem, dass der GTP-gebundene Zustand in seiner konformativen
Stabilitdt angreifbar zu sein scheint. Gelingt es zum Beispiel die Interaktionen von
Glycin 60 und Threonin 35 mit dem y-Phosphat zu storen, so scheint auch der GTP-

Zustand von RAS keine produktiven Wechselwirkungen mehr eingehen zu kénnen.?

Ebenfalls iiber NMR-Experimente wurde ein weiterer Unterschied der GDP- und GTP-
gebundenen Konformationen entdeckt. Aufgrund ihrer Beobachtung, dass die hochvariable
Region von K-RAS bei der Bindung von GDP die Fahigkeit verliert mit Calmodulin
wechselzuwirken, nahmen NUSSINOV et al. an, dass die HVR im GDP-gebundenen Zustand
mit anderen Teilen des RAS-Proteins wechselwirkt. Verschiedene Experimente, die sie im
Zuge der Nachforschungen zu dieser Hypothese anstellten, untermauerten den Riickschluss.
Dabei tauchen zum Beispiel beim Vergleich von unterschiedlichen K-RAS-Varianten, die
sich in ihrer Sequenzlinge (166 und 188 AS) unterscheiden, signifikante Anderungen der
chemischen Verschiebung in 'H-N-HSQC-Spektren fiir die HVR in Abhéingigkeit des
gebundenen Nukleotids auf. Auch im Bereich der katalytischen Doméne waren solche
Unterschiede im Switch I-Bereich, dem f2-Faltblatt und der a5-Helix zu beobachten. Bei
Mutation zweier Lysine der HVR-Region (K180A und K182A) zeigten sich fiir die Switch I-
Region und die al-Helix deutliche Verédnderungen. Diese Daten deuten auf eine
Wechselwirkung der HVR. mit der katalytischen Doméne der GDP-gebundenen Form hin.
Fir synthetische Peptide, die der Sequenz der HVR entsprechen, wurden
Dissoziationskonstanten an die verkiirzte K-RAS-Variante (AS 1 — 166) gemessen, wobei
die Peptide mit 250 nM deutlich stéirker an die GDP-Form banden als an die GTP-Form
(18.6 uM). Die Abweichungen der chemischen Verschiebungen der RAs-Signale wiesen
dabei eine deutliche Ahnlichkeit zu den Unterschieden in den Spektren des RAS-Proteins

mit gesamter Sequenzlinge auf.



2.1 - Die Schaltfunktion von K-Ras auf struktureller Ebene

Bei voller Sequenzlinge ist das K-RAS4B-Protein im GDP-Zustand nur zu einer noch
schlechteren Bindung von RAF fihig als die verkiirzte Variante. Im GTP-Zustand
hingegen ist die Variante inklusive HVR zur besseren Wechselwirkung mit RAF in der
Lage. Aus diesen Ergebnissen schliefflen die Autoren auf eine mogliche autoinhibitorische
Wirkung der HVR auf den GDP-gebundenen Zustand und somit eine wichtige Funktion

der HVR fiir die korrekte Signaltransduktion durch K-RAS.™

2.1.3 Folge von Punktmutationen der RAS-Gene

Wie bereits in Kapitel 1.1.3 gezeigt, handelt es sich bei den meisten K-RAS-Mutationen,
die in Krebszellen vorliegen, um Punktmutationen der Aminoséduren der Positionen 12, 13
und 61. Diese Haufigkeit hat ihren Grund in der strukturellen Auswirkung dieser
Mutationen auf die Hydrolysefdhigkeit von K-RAS. Das in der Switch II-Region befindliche
Glutamin 61 hat dabei eine direkte Funktion fiir die GTPase-Aktivitit, da es das bei der
Hydrolyse am y-Phosphat angreifende Wassermolekiil positioniert und den

Ubergangszustand stabilisiert (Abbildung 21).%2

Abbildung 21: Darstellung der Nukleotidbindestelle im zu K-RAS analogen Komplex von H-RAS (blau) und
GAP344 (rosa), wobei das dargestellte AlF3 als Analogon des y-Phosphates verstanden werden kann
(PDB:1WQ1).%
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Eine Mutation der beiden Glycine 12 und 13 aus dem P-Loop erzeugt dagegen einen
sterischen Konflikt, da der fiir die katalytische Wirkung des GAPs existenziell wichtige
Argininfinger (R789) im Ubergangszustand der Hydrolyse eine Position in der Néhe dieser
Aminoséurereste einnimmt. Fiir die Position 12 fithrt jede Aminosidure auler Glycin und
Prolin zum Verlust der Fahigkeit zur GAP-vermittelten GTP-Hydrolyse. Fiir Glycin 13
sind etwas mehr Variationen ohne Verlust der GAP-katalysierten GTPase-Aktivitit
erlaubt, da diese Aminosiure im Ubergangszustand etwas mehr Abstand zum Argininfinger
aufweist. Mutationen aller drei Reste haben aber weitreichende Folgen fiir die Signalwege
downstream von RAS. Ohne die Hydrolyse zu GDP bleibt RAS in seiner aktiven
GTP-gebundenen Form (Abbildung 19) und sendet somit ununterbrochen Signale fiir
Zellwachstum und -proliferation. Dadurch kommt es zu einem raschen Wachstum der

Tumorzellen.??

2.2 Fortschritte bei der Suche nach K-RAs-Inhibitoren

Aufgrund seiner Schliisselrolle bei diesen Prozessen ist K-RAS ein wichtiges therapeutisches
Target bei der Bekdmpfung von Krebs. Die Suche nach RAS-Inhibitoren ist aufgrund der
picomolaren Affinitéit gegeniiber seinem Substrat, dem GTP, und das Fehlen zusétzlich
klar definierter und tiefer Bindestellen erschwert.” Ein weiteres Problem einer Inhibition
des RAS-Proteins ist die Abhéngigkeit vieler weiterer Proteine von GTP. Somit kénnten

bei kompetitiver Hemmung Off-Target-Effekte auftreten.

Die Schwierigkeit der direkten RAS-Adressierung durch sowohl kompetitive als auch
allosterische Hemmstoffe wird durch die Abwesenheit klinisch wirksamer Inhibitoren fiir
onkogenes RAS trotz langjahriger Forschung iiber die letzten drei Jahrzehnte unterstrichen.
Jedoch kam es durch die Entdeckung einer neuen Bindestelle durch die Arbeitsgruppen
von MAURER et al., FESIK et al. und SCHERKENBECK et al. zu einer Wiedergeburt dieses

Themas, welche zu deutlichen Fortschritten bei der Inhibition von K-RAS fithrte.?’%7



2.2 - Fortschritte bei der Suche nach K-Ras-Inhibitoren

Die Strategien, die hinter den Erfolgen stehen, sind unterschiedlicher Natur und leiten sich
aus der Funktion der RAS-Proteine ab. So sind folgende Wege fiir die Inhibition von RAS

moglich:?!

I) Anteil an aktivem RAS senken durch direkte Minimierung der Konzentration
an GTP-gebundenem K-RAS (z.B. durch Verhinderung einer korrekten
Membraneinbettung oder die Inhibition einer RAS-GEF-Wechselwirkung)

1) Storung der RAS-Effektor-Wechselwirkung durch Inhibition von PPIs oder
durch Verschiebung von Stadium 2 zu Stadium 1 des GTP-gebundenen
Zustandes

I1T) Forderung unproduktiver PPIs

Eine weitere potenzielle Moglichkeit der Verringerung der RAS-Aktivitdt konnte die
Unterbindung der Bildung von RAS-Dimeren oder hoheren Multimeren an der
Plasmamembran sein. Es gibt Befunde, dass H-RAS in dimerer Form deutlich stérker
aktivierend auf CRAF wirkt als sein Monomer. Zudem bilden auch die anderen Isoformen
Dimere an den Membranen. Bisher ist ungeklart, welche Interaktionen genau zur
Dimerisierung dieser kleinen GTPasen fiihren. Hier konnten keine aufschlussreichen
Kristallstrukturen gewonnen werden, wiahrend in Modelling-Studien zwei Moglichkeiten

von Wechselwirkungsflichen gefunden wurden.'*!

Da die Unterteilung nach den Strategien vor dem Hintergrund dieser Arbeit nicht so
bedeutend ist wie die korrekte Einordung des Bindungsmodus am K-RAS-Protein, werden
im Folgenden die einzelnen Bindestellen diskutiert. Die Schwierigkeit bei der gleichzeitigen
Sortierung nach Funktion der Inhibitoren kommt durch die &hnliche Lage von GEF- und
Effektorbindestellen zustande (vgl. Abbildung 19). Dadurch kénnen Binder der gleichen
Proteinregion zu deutlich verschiedenen Effekten fithren. Die verschiedenen Bindestellen

sind in Abbildung 22 zusammenfassend dargestellt.
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nicht abgebildet:
Maskierung der CAAX-
Box

Peptidrezeptoren,
modifizierte FTls fir
kovalente Bindung

blau:
Binder der Sl/lI-Pocket

z.B.: DCAI, Fesik-Verb. 11,
turkis: Abt-7, BI-2852, etc.
Cyclisches Peptid
KRpep-2d
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z.B.: SCH-Verb., ARS-1620,
AMG 510 MRTX849 etc.

violett:
Nukleotidkompetitoren
z.B.: SML-8-73-1,
SML-10-70-1 etc.

Abbildung 22: Ubersicht {iber die verschiedenen Bindestellen an K-Ras (PDB:5XCO) mit Beispielen fiir
Liganden, die an die betreffende Region binden. Die Aminoséuren der Bindestellenoberflichen wurden aus den
jeweiligen PDB-Dateien gewonnen (60IM, ANMM, 5XCO, 4DST, 6FA4, 6GJ8, 5F2E, PDB-Datei von der
gedockten Struktur von 3144).

Eine Ausnahme bei dieser Sortierung bilden die Antikorper und kleinere peptidische
Strukturen, die gesondert von den fiir diese Arbeit relevanteren niedermolekularen

Inhibitoren beschrieben werden.



2.2 - Fortschritte bei der Suche nach K-Ras-Inhibitoren

2.2.1 Zerstorung wvon PPls durch Antikorper, Antikérperfragmente und

Antikorpermimetika

Der Nachweis, dass RAS als therapeutisches Zielprotein von Interesse ist, gelang durch die
Adressierung von H-RAS mit Hilfe eines monoklonalen Antikorpers im Jahr 1982. Dieser
war in der Lage die H-RAS-bedingte Proliferation und onkogene Tranformation zu
blockieren. Jedoch fehlten diesem Antikorper die Resistenz gegen das reduzierende
Potenzial des Zellinneren und eine verniinftige Plasmamembranpermeabilitéit.'
Mittlerweile ist auch diese Problematik iiberwunden und es gibt internalisierende
Antikérper, die nach systemischer Verabreichung (also iiber das Blut- bzw. Lymphsystem)
Antitumoreffekte in Maus-Xenograft-Modellen zeigen. Dabei bindet der Antikorper in der
SWI- und SWII-Region von GTP-gebundenem RAS und interferiert dadurch mit den PPIs

und somit der Assoziation zwischen RAS und Effektormolekiilen.'®

Zudem wurden bereits vorher Einzeldoménen-Fragmente von Antikérpern entworfen, die
im niedrig nanomolaren Bereich an aktiviertes RAS binden. Dieses Antikérperfragment
iDab#6 (designated intracellular Domain antibody) von RABBITTS et al. bindet bei SWI
in Bindungsregionen von RAF und PI3K. Dieser ,Intrabody*“ konnte bei mehreren RAS-
Mutationen der drei RAS-Isoformen die Signaltransduktion hemmen und die onkogene
Transformation verhindern. Da das Molekiill mit etwa 25 kDa sehr grol und

membranundurchgingig ist, gibt es hierfiir bisher keine therapeutische Anwendbarkeit.'*>®

Weiterhin wurde ein chimédrer Antikorper entworfen, der aus einem spezifischen
Antikérperfragment fiir aktives RAS und einem permeablen Antikérper zusammengesetzt
wurde. Dieser Antikorper RT11 besitzt ebenfalls niedrig nanomolare Affinitat fiir die GTP-
gebundene Form von RAS-Proteinen. Ungliicklicherweise gilt dies fiir verschiedene
Mutationen aber auch die Wildtyp-Proteine der drei Isoformen. Durch Modifikation des
N-Terminus mit einem zyklischen Peptid fiir eine hoéhere Selektivitiat entstand die

Variation RT11-i. Dieser Antikérper weist giinstige Pharmakokinetiken und eine gute
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Bioverfiigharkeit auf und konnte nach systemischer Administration eine in vivo Inhibition

des Tumorwachstums von Zellen mit onkogenen RAS-Mutanten induzieren.'

2019 Dberichteten RABBITTS et al. von einem Antikérpermimetikum, welches den
Nukleotidaustausch durch GEFs inhibiert. Dieses kleine Protein (<20 kDa), genannt
DARPin K27 (Designed Ankyrin Repeat Protein), besitzt nanomolare Affinitét fiir einen
Bereich der allosterischen Doméne (a3/Loop 7/a4) von GDP-gebundenem K-RAS und
H-RAS und inhibiert die Bindung an SOS. Die intrazellulire Expression dieses Proteins
reduzierte die Konzentrationen von phosphoryliertem ERK und Akt, ebenso wie das
Wachstum von Kolorektalkrebszellen mit K-RAS?P-Mutation. Dieses Ergebnis zeigt, dass
auch die Adressierung der allosterischen Doméne erfolgreich fiir eine Inhibierung der RAS-

Funktion genutzt werden kann.”

2.2.2 RAS-Adressierung mit kleineren peptidischen Strukturen

Abgesehen von Antikérperfragmenten und -mimetika wurde ein zellpermeables und
synthetisches a-Helix-Mimetikum hergestellt. HBS3 (50), wie dieses Peptid genannt
wurde, beinhaltet dabei die Aminosduren 929 — 944 von SOS1, wobei die intramolekulare
Wasserstoffbriicke durch eine kovalente Bindung ersetzt wurde, um das Helix-Motiv zu

konservieren.

Abbildung 23: Darstellung des o-Helix-Mimetikums HBS3 (50), mit der kovalenten Bindung nach vorne

gerichtet, welche die intramolekulare Wasserstottbriicke ersetzt.



2.2 - Fortschritte bei der Suche nach K-Ras-Inhibitoren

Diese synthetische Variante der mit RAS wechselwirkenden a-Helix bindet tatsichlich in
der SOS-bindenden Region von H-RAS und blockiert die Wechselwirkung mit seinem GEF,
wobei in Zellen eine méflige Reduktion der GTP-RAS- und pERK-Konzentrationen zu

60

beobachten war. Ein weiteres zellpermeables Protein, SAH-SOS1, reduziert bei
mikromolaren Konzentrationen die ERK- und Akt-Phosphorylierung und sorgt fiir eine
reduzierte Uberlebensfihigkeit von K-RAS¢?P-mutierten Zellen, jedoch gibt es keine

weiterfithrenden in vivo Ergebnisse.®

Ein weiterer Ansatz bei der Suche nach peptidischen RAs-Inhibitoren ist die
kombinatorische Chemie, mit deren Hilfe grofle Substanzbibliotheken synthetisiert und am
Protein getestet werden konnen. Auf diese Weise wurde ein erstes zyklisches Peptid (51)
gefunden, das in der Lage ist, die Interaktion von K-RAS mit den RBDs der Effektoren
RAFm, TIAM1 und RAL-GDS in vitro zu verhindern. Die Idee dieser Arbeit beruhte dabei
auf dem ,Rapalog-Konzept“ (Rapamycin analog). Genau wie Rapamycin sollten die
gefundenen Inhibitoren das Protein FKBP binden, um einen unproduktiven terniren
Komplex mit dem Zielprotein, hier K-RAS, zu bilden, wodurch die PPIs mit anderen
Proteinen verhindert werden. Daher wurden die Sequenzen auf Basis des kleinsten FKBP-
bindenden Fragmentes synthetisiert. KEs zeigte sich aber, dass der beobachtete
inhibitorische Effekt von FKBP unabhéngig war. Somit miisste das Peptid in seiner

Sequenz an der Stelle optimierbar sein, die zur Bindung des FKBP diente.®

Die zuséatzlich zu optimierende Zellaktivitat aufgrund fehlender Membranpermeabilitiat bot
Anlass zur Entwicklung des Derivates ,,Cyclorasin 9A5% (52). Dieses weist einen 1C;-Wert
von 0.12 pM auf und ist in der Lage die ERK- und Akt-Aktivierung in RAS-mutierten
Zellen zu reduzieren. Ein weiteres Derivat zeigte sich in vitro potenter, erwies sich jedoch
als weniger membrandurchléssig. Cyclorasin 9A5 reduziert die Proliferation und induziert
die Apoptose bei Zellen aus Lungenkarzinomen. Bei Bindungsstudien zeigte sich, dass

dieses zyklische Peptid in der Region der SI/II-Bindestelle (vgl. Abbildung 22) bindet.
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Einen anderen Bindungsmodus weist das zyklische Peptid KRpep-2d (53) auf. Diese
Bindestelle ist in Abbildung 22 separat gekennzeichnet und befindet sich im
allosterischen Bereich. KRpep-2d ist dabei in der Lage, die GEF-Bindung selektiv fiir
K-RAS®™P zu blockieren, wobei Wechselwirkungen mit der Switch II-Region die
allosterische Inhibition hervorzurufen scheinen.® KRpep-2d weist Probleme bei der
Membrandurchdringung und bei der Stabilitdt im Zytosol auf. Da die Zyklisierung des
Peptids durch eine Disulfidbriicke erreicht wird, wird die zyklische Struktur unter den
reduktiven Bedingungen im Zellinneren aufgelost. Somit sind hier Optimierungen
notwendig.' Die hier vorgestellten peptidischen Inhibitoren decken nicht den vollstandigen
Bereich aller RAS-Binder dieser Substanzklasse ab, stellen aber deren wichtigste Vertreter

dar 64,65

Abbildung 24: Darstellung der zyklischen Peptide 51, 52 (Cyclorasin 9A5) und 53 (KRpep-2d).
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2.2.3 Inhibition der Farnesylierung durch C-terminales Capping von RAS

Ebenfalls peptidische Strukturen wurden 2014 von DUPPE et al. fiir die sequenzselektive
Erkennung der CAAX-Boxen verschiedener GTPasen beschrieben. Durch kombinatorische
Chemie  wurden  peptidische Sequenzen  gefunden, deren  Assoziation an
fluoreszenzmarkierte CAAX-Boxen von K-RAS, H-RAS und Rheb nachgewiesen werden
konnte (Abbildung 25). Die Assoziationskonstante des jeweiligen Peptids wurde mit
Hilfe von UV-Titrationen ermittelt und lag im besten Fall bei Kx = 5 x 10" M, wihrend
STD-NMR-Messungen laut Publikation ebenfalls eine Bindung der Liganden zeigten.® Die
Verbindungen waren jedoch nicht potent genug und miissen hinsichtlich ihrer Affinitét
optimiert werden. Dabei kénnte eine zielgerichtete Adressierung der Polylysinsequenz von
K-RAS4B oder eine kovalente Bindung der weiterhin posttranslational modifizierten
Cysteine der anderen Isoformen fiir einen Affinitdtszuwachs genutzt werden. Auch die
schlechte Zellpermeabilitdt peptidischer Strukturen macht eine weitere Optimierung
notwendig. Ist diese Optimierung erfolgreich, kénnten diese Molekiile selektive Inhibitoren

fiir die posttranslationale Modifikation der CAAX-Boxen darstellen.

HN :
HZE/NH H HN\'::)LNQ
(( HoN
NH,
56

Abbildung 25: Abbildung der sequenzselektiven CAAX-Box-Rezeptoren (54 — 56).

Weniger selektiv zu sein scheinen CAAX-Box-Modifikatoren von SHOKAT et al., welche

aus modifizierten Farnesyltransferaseinhibitoren (FTIs) bestehen (Abbildung 26). Die
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integrierte elektrophile Funktion ist in der Lage das CAAX-Motiv von K-RAS in Zellen
posttranslational durch kovalente Bindung zu modifizieren. Dadurch wird neben der
FTase-Inhibition eine Verhinderung der Prozessierung durch die Geranylgeranyltransferase
ermoglicht. Neben einer Fehllokalisierung von K-RAS fiihrten diese Inhibitoren aber nur
zu geringer Reduzierung der Konzentration phosphorylierten ERKs (pERK). Unter Zusatz
von Lovastatin (59), welches die Lipidkonzentration an Farnesylpyrophosphat als Substrat
der FTase senkt, konnte die Fehllokalisation dann aber verbessert und das pERK-Level
deutlich gesenkt werden.”” Die Frage der Selektivitiat bleibt jedoch bestehen, da viele
weitere Proteine durch die FTase modifiziert werden' und die kovalente Modifikation keine

sequenzerkennende Funktion enthaélt.

o o
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Abbildung 26: Darstellung des kovalent an K-RAS bindenden Farnesyltransferasechemmers 57, der

verwendeten Negativkontrolle 58 und des Lovastatins (59).

2.2.4  Grofflichige Wechselwirkungen im Bereich der Switch-Regionen

STOCKWELL et al. beschreiben in einer Publikation von 2017 einen Liganden, der den
anderen Bindestellen nicht genau zugeordnet werden kann. Seine Wechselwirkungen mit
K-RAS decken laut der beschriebenen Modellingstudien sehr groflie Bereiche von Switch I
und  Switch I ab. Dieser sogenannte pan-RAS-Inhibitor 3144  wurde iiber
computergestiitztes Docking an der Kristallstruktur 4DSN (GCP-gebundenes K-RAS®'?P)
identifiziert. Fiir diese Verbindung wurden niedrig mikromolare Affinitéten gegeniiber allen

RAS-TIsoformen sowie RRAS2 beschrieben, wéihrend andere GTPasen unbereintrichtigt
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blieben. Die Ergebnisse der Zell- und Xenograftexperimente lassen aber groflen
Interpretationsspielraum. Die 1C;-Werte fiir Zellen mit K-RAS-Mutation unterschieden
sich nur wenig von Zellen, die nur eine BRAF-Mutation enthielten. Zuséatzlich wurden die
Xenografts mit Tumorzellen mit K-RAS- und BRAF-Mutationen durchgefiihrt. Die
Verbindung hemmte aber das Tumorwachstum und die Aktivierung von ERK und Akt,
wahrend sie toxische Wirkung auf Zellen des K-RAs-Wildtyps zeigte.” Somit wére aufgrund
der mangelnden Selektivitiat eine Weiterentwicklung notwendig, welche bereits in Angriff

genommen wurde und in einigen Patenten beschrieben ist.%™

HNQNK:;NO\ﬁ
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Abbildung 27: Darstellung des pan-Ras-Inhibitors 3144 (60).

2.2.5 Kowvalente RAS-Inhibitoren zur Blockierung der Nukleotid-Bindestelle

Trotz der picomolaren Affinitdt von GTP gegeniiber RAS wurde mittlerweile ein GDP-
Mimetikum entwickelt, das fahig ist, mit GTP zu konkurrieren. Diese von GRAY et al.
beschriebene Verbindung SML-8-73-1 (61, PDB:4ANMM) bindet bei millimolaren
Konzentrationen an Cystein 12 der G12C-Mutante von K-RAS und ist somit
mutationsspezifisch. Die fehlende Zellpermeabilitdt und inhédrente Instabilitdt durch die
Anhydridbindung der Phosphate gaben Anlass zur Optimierung der Verbindung.” Zudem
wurde von GOODY et al. festgestellt, dass die reversible Affinitat von SML-8-73-1 (61) um
einen Faktor von 10" geringer ist als fiir die natiirlichen Guaninnukleotide. Aufgrund der
daraus resultierenden langen Reaktionszeiten, sei das GDP-Derivat damit fiir
intrazellularen Gebrauch uninteressant, so GOODY et al..™ Trotzdem wurden

Optimierungen der Verbindung durchgefithrt. Zum einen wurde die Prodrug

39



40

2 - ALLGEMEINER TEIL

SML-10-70-1 (62) und zum anderen das hydrolysestabilere Derivat 63 entworfen.
Verbindung 62 war zellpermeabel und verringerte die Konzentrationen von pERK und
pAkt, wobei es aber keine Selektivitit gegeniiber K-RAS¢ vor K-RAS%® gab, was die
Frage von moglichen Off-Target-Effekten aufwirft.™ Das stabilere Derivat 63, bei dem die
instabile Anhydridbindung durch eine Difluormethylenbriicke ersetzt wurde, ist zwar
hinsichtlich der Hydrolyse stabiler dennoch verpasst die gesunkene Affinitdt diesem Erfolg

einen Dampfer.”™
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Abbildung 28: Darstellung kovalenter Inhibitoren, die die Nukleotidbindestelle von RAS-Proteinen blockieren.

Einen alternativen Mechanismus der Blockierung der Nukleotidbindestelle weist die
Verbindung 64 auf. Diese Verbindung enthélt ebenfalls eine kovalent bindende
Ankergruppe. Das Maleinimid, das diese Funktion {ibernimmt, modifiziert nicht wie die
GDP-Mimetika an Cystein 12, sondern an Cystein 118 von RAS. Diese Aminosiure liegt
in Loop 8 von RAS und ist den Bindungsstudien zufolge vermutlich erst nach Bindung von
RAS an SOS zugénglich. Da das bindende Fragment von WINTER et al. (AstraZeneca)
durch ein Fragmentscreening auf Basis von Kristallstrukturen des H-RAS-SOS-Komplexes
gefunden wurde, kommt dieser Mechanismus in Frage. Zudem wird fiir dieses Fragment
sowie artverwandte Strukturen eine Vorkoordination durch reversible Wechselwirkungen

an SOS angenommen, die den elektrophilen Warhead fiir den nuklephilen Angriff von
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Cystein 118 positioniert. Nach Modifikation des Schwefelatoms bedeckt das gebundene
Fragment zum Teil die Nukleotidbindetasche, was die Verbindung zu einem interessanten
Entwicklungskandidaten macht.”™ Fiir biologische Tests waren diese Verbindungen bisher
nicht ausreichend potent und auch die sehr hohe Reaktivitit des Maleinimids kénnte

problematisch fiir eine Weiterentwicklung sein.?*

2.2.6 Adressierung der S-11P-Bindestelle

Eine 1997 urspriinglich als Nukleotid-Kompetitoren entwickelte Substanzklasse von
Hydroxylaminen (65 — 67) offenbarte bei rechnergestiitzten Bindungsstudien eine weitere

Y7 Die rechnerbasierte Optimierung dieser Verbindungen

Bindungsregion nahe Switch II.
brachte eine zweite Gruppe von Liganden hervor. Dabei konnte eine leichte Korrelation
der Docking-Ergebnisse mit den bestimmten [Cs-Werten gefunden werden. Hierzu wurden
fiir alle vier Sterecisomere der in Abbildung 29 dargestellten Verbindungen 68 und 69
die besten zwanzig Posen des Docking-Laufs herausgeschrieben. AnschlieBend wurde die
Héaufigkeit der Verbindungen in den besten vierzig Posen aus dieser Menge bestimmt.
Zumindest ist dabei die hadufigst auftauchende Verbindung diejenige, die im Experiment
den niedrigsten IC;-Wert aufweist. Der GlideScore, der durch die verwendete

Schroedinger-Software ermittelt wurde, zeigt dabei keine nennenswerten Unterschiede fiir

die verschiedenen Verbindungen.™
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Abbildung 29: K-RAS-Liganden mit  Hydroxylamin-Struktur: ~ SCH-53870 (65), SCH-54292 (66),
SCH-53239 (67) und weiterentwickelte Liganden 68 und 69, wobei je die zwei Diastereomere mit Variation

des Stereozentrums mit geschlangelter Bindung verwendet wurden.

Die Verbindungen zeigen dabei eine Inhibierung des Nukleotidaustauschs mit starker
Abhéngigkeit vom Verhéltnis zwischen RAS und seinem GEF.” Die Aktivitat der
Verbindungen ist recht gering und das cytotoxische Hydroxylamin macht eine Optimierung
ebenfalls notwendig."” Fehlende Kristallstrukturen machen eine zielgerichtete Modifikation

jedoch schwierig.

Vielversprechender sind da kovalente Inhibitoren einer &hnlichen Bindestelle in
Nachbarschaft zur Nukleotidbindestelle, deren Weiterentwicklung heute zu ersten
erfolgsversprechenden K-RAS-Inhibitoren gefiihrt hat. Grundstein fiir diese Entwicklung
legten SHOKAT et al. im Jahr 2013. Ahnlich wie die GDP-Mimetika von GRAY et al. binden
die von SHOKAT et al. gefundenen Verbindungen an die G12C-Mutante von K-RAS. Durch
ein Screening mit Disulfiden gefundene Fragmente (z.B. Verbindung 70) wurden durch
gezielten Einsatz von Struktur-Wirkungsbeziehungen weiterentwickelt. Der so erhaltene

Ligand 71 enthilt einen Acrylamid-Rest als elektrophile Position fiir den Angriff des
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Cysteins 12. Durch den Liganden 6ffnet sich unterhalb der SWII-Region benachbart zur

Nukleotidbindestelle eine neue Bindefurche, die als SIIP-Bindestelle bezeichnet wurde.*

In einer weiteren Publikation tauschten LIU et al. mit Hilfe von Struktur-Wirkungsstudien

funktionelle Gruppen aus und erhielten so ARS-853 (72).
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Abbildung 30: Kovalent bindende Liganden der SIIP-Bindestelle: zum einen ein Screening-Hit aus der
Fragment-Bibliothek von SHOKAT et al. (70), der davon abgeleitete Ligand (71) und ARS-853 (72).

ARS-853 bindet dabei kovalent und selektiv an den GDP-gebundenen Zustand von
K-RAS®C, Es inhibiert die RAS-Funktion erst nach mehrstiindiger Behandlung. Dies legt
nahe, dass der GDP-gebundene Zustand nur in geringer Konzentration vorkommt.*! Jedoch
besitzt die G12C-Mutante im Gegensatz zu den meisten anderen Mutanten nur eine
geringfiigig verminderte intrinsische Hydrolysefahigkeit im Vergleich zum Wildtyp.** Diese
GTPase-Aktivitat fiihrt damit zur langsamen Umsetzung des GTP-gebundenen RAS.
Anschliefend kann der kovalente Ligand an die inaktive Form binden, wodurch eine
erneute Aktivierung durch GEFs verhindert wird. Auf diese Weise wird das Gleichgewicht

sukzessiv zum inaktiven RAS hin verschoben (Abbildung 31).%
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ARS-853-gebundenes Ras, GDP-gebundendes Ras, GTP-gebundendes Ras,
inaktiver Zustand inaktiver Zustand aktiver Zustand
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Abbildung 31: Veranschaulichung des Trapping-Mechanismus durch ARS-853, der den GDP-gebundenen

Zustand aus dem Gleichgewicht entfernt.

Ein Jahr nach Veroffentlichung iiber ARS-853 erschien eine Verbindungsklasse von
GRAY et al., die einen Chinazolingrundkérper und den mit Acrylamid versehenen
Piperazinrest des SHOKAT-Liganden als Strukturelemente aufwies (Verbindungen 73 und
74). Fiir die Substanzen wurden submikromolare Konzentrationen fiir die Inhibition von
K-RAs“?“abhéngige Signaltransduktion und des entsprechenden Krebszellwachstums

berichtet.®

Weiterhin beschrieben dann wieder LIU ef al. in Kooperation mit den Firmen
Wellspring Biosciences und Janssen eine Optimierung ihrer Verbindung ARS-853. Dabei
wurde fiir eine bessere metabolische Stabilitét die ortho- Aminophenolfunktion entfernt und
gegen ein #dhnliches Chinazolingeriist ausgetauscht, wie es bei GRAYs Verbindungen
vorhanden war. Ein Ligand mit axialer Chiralitit wurde als besonders potente Verbindung
identifiziert (ARS-1620, 75, PDB:5V9U), wobei sich auch in vivo positive Effekte zeigten.

Das entsprechende (R)-Atropisomer der Verbindung war dabei deutlich weniger potent als
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das (S)-Isomer (ARS-1620), wobei keine Umwandlung der Atropisomere ineinander

moglich war.®

Anders war das bei einer ersten Derivatisierung von ARS-1620 durch die Firma Amgen,
die eine Hybrid-Verbindung mit einem Indolderivat (PDB:6P8Y) aus eigenem Screening
herstellen wollten. Durch die Instabilitit der Atropisomere war die Potenz der
entsprechenden Hybridsubstanz vermindert. Durch Behebung dieses Problems und die
Adjustierung der Parameter von Permeabilitit, Loslichkeit und oraler Bioverfiigbarkeit
kam der Wirkstoffkandidat AMG 510 (76, PDB:60IM) zustande. Dieser verbesserte den

IC;-Wert fiir die ERK-Phosphorylierung von 0.831 pM fiir ARS-1620 auf 68 nM.**

Fiir diese Verbindung neben den guten priklinischen Ergebnissen auch erste gute klinische
Ergebnisse erhalten worden. Nach erfolgreichen Ergebnissen in einer 2018 gestarteten
Monotherapie bei Patienten mit fortgeschrittenen soliden Tumoren von nichtkleinzelligem
Lungenkrebs in Phase I und II, ist Sotorasib, wie AMG 510 auch genannt wird, nun in die

klinische Phase III {ibergeben worden.*®

Weitere klinische Kandidaten fiir eine selektive G12C-Modifikation sind Adagrasib
(MRTX849, 77, PDB:6UT0) und JNJ-74699157 (ARS-3248). Uber die Verbindung
JNJ-74699157 von Johnson & Johnson und Wellspring ist nur bekannt, dass diese sich seit
Juli 2019 in klinischer Testung befindet. Weitere Daten wie die Struktur der Verbindung

sind noch unbekannt.®®

Die Firma Mirati Therapeutics ist mit Adagrasib direkter Konkurrent der Firma Amgen.
Dieser auch unter MRTX849 bekannte Wirkstoff ist dabei nicht mehr auf die axiale
Chiralitdt angewiesen und bedient sich einem wesentlich stabileren kovalenten
Ankerpunkt. Der verwendete 2-Fluoracrylamid-Warhead verleiht der Verbindung
zusétzlich eine wesentlich hohere Vollblutstabilitat als unsubstituierte Acrylamide.® Somit

hétte Adagrasib Vorteile gegeniiber Sotorasib, sofern es sich in klinischen Tests ebenso
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erfolgreich zeigt. Mirati Therapeutics bereitet sich dabei gerade auf Phase I der klinischen

Testung vor.”

Abbildung 32: Darstellung kovalenter K-RAS®'**-Inhibitoren auf Basis Chinazolin-abgeleiteter Griindgeriiste:
73 und 74 als erste kovalente Inhibitoren mit Chinazolin-Grundgeriist von GRAY et al; ARS-1620 (75),
AMG 510 (76), MRTX849 (77) und die konformativ stabilisierte Verbindung von KETTLE et al. (78).

Zudem gab die Firma eine Verbindung bekannt, die eine tausendfach hohere Affinitit zur
K-RAS®?_Mutante als zum Wildtyp aufweist. Diese Verbindung (MTX1133) ist die erste
reversibel bindende und trotzdem selektive Verbindung, die fiir die erste klinische Phase
vorbereitet wird. Sie hat Arzneimitteleigenschaften und zeigt in mehreren préaklinischen

91

Tumormodellen Antitumoraktivitdt.” Die Struktur und der Bindungsmodus dieser

Substanz scheinen bisher jedoch nicht publik zu sein.

Ein weiterer kovalenter Ligand auf Basis von ARS-1620 ist kiirzlich von KETTLE et al.
publiziert worden, wobei hier die Rotation des an dem Chinazolingeriist befindlichen
Piperazinrings blockiert wurde. Dabei wurde das Chinazolin gegen Chinolin ausgetauscht
und der Piperazinring durch einen zusétzlichen Ringschluss iiber ein Lactam konformativ

arretiert (vgl. 78, PDB:6T5B).”
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Fiir alle diese kovalenten Rezeptoren der SITP-Bindestelle ist die rasche Modifikation des
Cystein 12 verwunderlich. Schon bei ARS-853 und ARS-1620 ist die reversible Affinitét
gering. Zusatzlich ist weder die Elektrophilie des Acrylamids, noch die Nukleophilie des
Cysteins sehr hoch. Es wurde dabei vorgeschlagen, dass Lysin 16 dirigierend und

aktivierend auf das Acrylamid wirkt und die Reaktion dadurch stark beschleunigt wird.*

2.2.7 Niedermolekulare Inhibitoren der SI1/11-Bindetasche

Die letzte Bindestelle, die auch durch die in dieser Arbeit synthetisierten Liganden
adressiert wurde, wurde erstmals von MAURER et al. im Zuge eines Fragment-basierten
Screenings entdeckt und spéter von FESIK et al. als die SI/II-Bindestelle benannt.”* Die
Fragmente von MAURER et al. banden in einer Region zwischen Switch I und II. Das beste
Fragment genannt DCAI (79) verhinderte die Nukleotidfreisetzung bei K-RAS mit einem
ICs-Wert von 155 pM, wihrend es fiir den Nukleotidaustausch eine mittlere inhibitorische
Konzentration von 342 pM  aufweist. Die im  NMR-Experiment bestimmte
Dissoziationskonstante von 1.1 £+ 0.5 mM weist aber auf eine deutlich geringere Affinitdt
hin als fiir diese inhibitorischen Effekte nétig ware, wodurch zusétzliche Off-Target-Effekte

eine Rolle spielen kénnten.™

Bei einem in silico Screening von KATAOKA et al. wurden zwei Verbindungen
(80 und 81) gefunden, die in der gleichen Region binden. Sie wurden entworfen, um die
H-RAS-RAF-Wechselwirkung zu stéren, unterbanden aber gleichzeitig den SOS-
vermittelten Nukleotidaustausch. Sie verringerten das verankerungsunabhingige
Wachstum von Zellen mit H-, N- und K-RAs-Mutation und verringerten das Tumor-

wachstum bei K-RAS®?V-mutierten Kolorektalkrebszellen in Xenograft-Modellen.”
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Abbildung 33: Darstellung von K-RAs-Liganden der SI/II-Bindestelle DCAI (79), Kobe0065 (80) und
Kobe2602 (81).

Ebenfalls in einem NMR-basierten Fragmentscreening fanden FESIK et al. noch vor den
Arbeiten von KATAOKA et al. 140 Fragmente, die mit Affinitdten von 1.3 bis 2 mM an die
GDP-Form von K-RAS“?P binden. Durch Erweiterung eines Fragmentes um verschiedene
Aminoséduren, gelang die Synthese einer Verbindung, die mit einer Dissoziationskonstante
von 190 ptM an K-RAS bindet. Diese Verbindung 85, die mit einem Isoleucinrest versehen
wurde, konnte im Gegensatz zum entsprechenden Prolin-Derivat (86, Kp = 340 pM)

jedoch nicht kristallisiert werden.”
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Abbildung 34: Darstellung einiger Fragmentbeispiele aus FESIKs Screening (82 — 84) und der erweiterten
Verbindungen, wobei das Isoleucin-Derivat (85) das aktivste und das Prolin-Derivat (86) das aktivste

kristallisierte Derivat darstellt.

Die Verbindungen waren in der Lage den SOS-katalysierten Nukleotidaustausch bei einer
Konzentration von 1 mM bis zu 78% zu inhibieren. Zellulare Daten wurden zu diesen
Verbindungen nicht verdffentlicht. Die Verbindungen &hneln strukturell den ersten
SOS-Agonisten von FESIK et al. (vgl. Abbildung 10), was die Vermutung nahelegt, dass

Optimierungsversuche fiir diese ersten K-RAS-Liganden zu den SOS-Agonisten fiihrten.
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Die von FESIK et al. in diesem Rahmen aufgenommenen Kristallstrukturen zeigten, dass
die SI/II-Bindestelle erst bei Bindung von Liganden entsteht. Dabei wird ein
Wasserstoffbriickennetzwerk zwischen Tyrosin 71 in der a2-Helix der SWII-Region und
den Aminosduren Asparaginsiure 54, Arginin 41 und Serin 39 aufgebrochen, wobei

Tyrosin 71, genau wie Methionin 67 aus der Bindestellenregion herausdreht.*

a) b)

Abbildung 35: Wihrend die SI/II-Bindestelle im ligandenfreien Zustand geschlossen ist (PDB:4EPR, a)),
offnet sie sich bei Bindung des Prolin-Derivates 86 (PDB:4EPY, b)), wobei die Wasserstoftbriickenbindungen

zwischen den markierten Aminosaureseitenketten aufgebrochen werden.

Auch GORFE et al. schrieben ihren Andrographolid-abgeleiteten Acetalen (88 —90), die
sie durch computergestiitzte Methoden ermittelten, eine Bindung an diese Bindestelle von
RAS zu. Dabei wurden Molekiildynamiksimulationen (MD-Simulationen) an der
Konformation des Stadium 1 der GTP-gebundenen Form durchgefiihrt. Bei niedrig
mikromolaren Konzentrationen inhibieren die Verbindungen das Zellwachstum bei K-RAS-
mutierten Zellen doppelt so stark wie bei normalen Zellen, was die Autoren auf einen
Mechanismus iiber die Inhibierung des GEF-katalysierten Nukleotidaustauschs
zuriickfiihrten. Dieser Wirkmechanismus wurde genau wie die Bindung an RAS aber nie

validiert.?¢
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Eine weitere Substanz, deren Bindung an K-RAS4B durch in silico Screening der Chemdiv-
Bibliothek mit 1.36 Millionen Verbindungen vorhergesagt wurde, wurde von XIE et al.
beschrieben. Dabei wurde der Verbindung 91 ein Kp-Wert von 92 pM fiir K-RAS
zugeschrieben, welcher durch Biolayer-Interferometrie bestimmt wurde. Zudem scheint die
Verbindung selektiv in denjenigen NCLCs zur Apoptose zu fithren, welche eine K-RAS-

Mutation tragen.”
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Abbildung 36: Darstellung von Androgapholid (87), den daraus von GORFE et al. entwickelten Derivaten
(88 — 90) und des K-Ras-Liganden von XIE et al. (91).

Mit Hilfe der zuvor entwickelten hochaffinen anti-RAS-Antikorperfragmente (vgl.
Kapitel 2.2.1) fanden RABBITTS et al. einen niedermolekularen K-RAS-Liganden mit
nanomolarer Affinitat. Dabei verwendeten sie Oberflichenplamonenresonanzspektroskopie

zur Ermittlung von Antagonisten der RAS-Antikorper-Wechselwirkung.

Die dabei gefundenen Fragmente wurden sukzessive und ausgehend von angefertigten
Kristallstrukturen optimiert, was zu der Verbindung Abd-7 (94, PDB:6FA4) fiihrte
(vgl. Abbildung 37). Der Kp-Wert dieser Verbindung liegt bei 51 nM, wéhrend der

IC5-Wert fiir die ERK- und Akt-Phosphorylierung bei 8 — 10 pM je nach Zelltyp liegt.”

In einer zweiten Veroffentlichung wurden 1534 Substanzen, die potenziell PPIs inhibieren
konnen, wieder iiber Oberflachenplamonenresonanzspektroskopie an K-RAS gescreent,
wobei die Verbindungen PPIN-1 (95) und PPIN-2 (96) gefunden wurden. Eine Kreuzung
dieser Verbindungen mit Abd-7 ergab Ch-3 (97), die sich nur durch den Austausch des

Pyridinrings von Abd-7 durch einen dhnlich substituierten Benzolring und den Ersatz des
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Dioxanrings durch eine einzelne Methoxygruppe unterscheidet. Der Verbindung zeigte aber

bessere Wirkstoffeigenschaften.
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Abbildung 37: Darstellung verschiedener Verbindungen aus den Optimierungsschritten von RABBITTS et al.:
durch den Antikorper-Verdrangungs-Assay gefundenes Fragment 92; Zwischenstufe der
Optimierungsarbeiten (93); Abd-7 (94) als potentester K-RAs-Ligand.

Da die Kristallstrukturen bei Bindung der Liganden nur sehr geringe
Konformationsdnderungen aufweisen, schliefen die Autoren einen allosterischen Effekt aus.
Stattdessen nehmen sie eine Storung von PPIs durch die Liganden an. Eine Inhibition von
RAs-Effektor-Wechselwirkungen konnte nachgewiesen werden und die Verbindung war in
der Lage, die Phosphorylierung von ERK und Akt zu minimieren. Dabei wies sie mit einem

ICs-Wert von 4.5 — 5.3 pM eine hohere Potenz als Abd-7 auf.”®
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Abbildung 38: Darstellung von PPIN-1 (95), PPIN-2 (96) und Ch-3 (97).

In einer spéteren Publikation von FESIK et al. wird fiir diese Verbindungen kritisiert, dass
sie  keiner Negativkontrolle unterzogen wurden und die Zellaktivitit nur an
zweidimensional wachsenden Zellkulturen {iberpriift wurde. Dadurch koénne keine

Interpretation hinsichtlich einer K~-RAs-Abhéngigkeit erfolgen.”
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Zu einer dhnlichen Zeit veroffentlichen GORFE et al. eine Verbindung, die mit einem
maximalen Kp = 0.28 ntM an GNP-gebundenes K-RAS4B bindet, wobei dieser Wert der
Assoziation am Wildtypprotein entspricht. Die Verbindung wurde durch ein
Hochdurchsatzscreening der ,Drugs Now“ Untergruppe der ZINC-Datenbank nach
MD-Simulation des RAS-Proteins gefunden. Dabei wurde die Kristallstruktur 4DSO als
Startpunkt fiir die Simulationen verwendet, die genutzt wurden, um eine Sammlung an
Konformationen mit offener Bindetasche zu erhalten. Die RAS-Konformation mit der
weitest gedffneten SI/II-Bindestelle wurde anschliefend fiir das Docking der ZINC-
Verbindungen verwendet. Die dabei erhaltene Verbindung (98) reduzierte dabei die ERK-
Phosphorylierung in Zellen mit K~-RAS“?P-Mutation besser als in Zellen die lediglich H-RAS
exprimieren. Zudem zeigte sich ein sehr kleiner Effekt auf den GEF-katalysierten

Nukleotidaustausch.”

Der neueste veroffentlichte Ligand der SI/II-Bindestelle ist die Verbindung BI-2852 (99).
FESIK et al. identifizierten dabei zunédchst millimolar im NMR-Experiment bindende
Fragmente, die dann ausgehend wvon Kristallstrukturen optimiert wurden. Nachdem
Dissoziationskonstanten unterhalb von 20 uM erreicht worden waren, kamen biochemische
Assays zum Einsatz, mit denen die PPIs von K-RAS gepriift wurden.

05:; faa

O HN
ZNN
X S NH
N

wo—_J) o
98

Abbildung 39: Darstellung der neuesten SI/II-Liganden: links GORFEs Verbindung (98) und rechts

N ZT

N
99
BI-2852 (99) von BOEHRINGER INGELHEIM.

Dabei zeigte sich, dass BI-2852 die Bindung von GTP-gebundenem K-RAS%?® und CRAF

mit einer halbmaximalen inhibitorischen Konzentration von 180 nM inhibiert. Die



2.2 - Fortschritte bei der Suche nach K-Ras-Inhibitoren

Verbindung senkt die Konzentration phosphorylierten ERKs und Akts, wobei die K-RAS-
Abhéngigkeit durch dreidimensionales Wachstum nachgewiesen werden konnte. Die
Verbindung stort vermutlich die Wechselwirkungen mit Downstream-Effektoren, GEF's
und GAPs aufgrund einer Wasserstoffbriicke des phenolischen Sauerstoffatoms zu
Glutaminsdure 37 der Switch II-Region. Das Potenzial von BI-2852 sei laut Autoren nicht
vollig ausgeschopft, da Wechselwirkungen mit Threonin 74 zu einer fiinf- bis zehnfachen
Verbesserung der Wirkstérke fithren sollten und diese Aminoséure bisher unadressiert ist.
AuBlerdem enthélt der Ligand sieben drehbare Bindungen, deren Fixierung in der affinen
Konformation zusétzliche Affinitdt bréchte. Auch Verbesserungen hinsichtlich der

Selektivitat sind notig, da die Verbindung bisher bessere Inhibition fiir K-RASYT aufweist.”

BALIUS et al. betrachteten BI-2852 unter dem Gesichtspunkt, dass die Wirkung dieses
Inhibitors durch Bildung nichtfunktionaler Dimere zustande kommen kénnte, da ihnen
signifikante Wechselwirkungen in der dimeren Kristallstruktur (PDB:6GJ8) aufgefallen
waren. Sie konnten durch Groflenausschlusschromatographie eine Dimerbildung im
ausschliellichen Falle der K-RAs-Behandlung mit BI-2852 nachweisen. Durch
Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie konnten die Autoren nur eine Affinitat von
22 nM nachweisen, wobei die Ansprechrate mehr als doppelt so hoch war, wie fiir eine
theoretisch bestimmte maximale 1:1 Interaktion. Bei Uberpriifung der Affinitit konnte
mittels ITC (engl.: isothermal titration calorimetry) der von FESIK et al. angegebene
Kp = 720 nM reproduziert werden. Dies fithrten die Autoren auf das Nichtvorhandensein
von Dimeren bei der Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie zuriick, da hier das RAS-

Monomer auf der Sensoroberflache aufgetragen ist.'”

Diese Argumente seien jedoch nicht stichfest, so FESIK et al., da die Dimere bei
tausendfach hoheren Konzentrationen durch die Gréfenauschlusschromatographie
nachgewiesenen wurden als sie fiir die zellularen Effekte der Verbindung notwendig sind.
Zudem gibt es keine zelluldren Ergebnisse, die die Dimerbildung als Grund fir die Effekte

von BI-2852 argumentativ unterstiitzen. Dennoch wurden 3.8 mM bindende, verkniipfte

53



54

2 - ALLGEMEINER TEIL

Dimere von BI-2852 hergestellt, die jedoch nicht in der Lage waren die Zellmembran zu

durchdringen und zelluldre Untersuchungen zu ermoglichen.'™

2.3 Vorarbeiten der Arbeitsgruppe SCHERKENBECK

Die Arbeitsgruppen von SCHERKENBECK und STOLL berichten in mehreren Publikationen
von Bisphenolen als weitere Liganden der SI/II-Bindestelle von K-RAS4B mit Affinitédten
im sub-millimolaren bis millimolaren Bereich. Die Bindung der Substanzen wurde stets
mittels zweidimensionaler heteronuklearer NMR-Spektroskopie beobachtet. Ausgehend
von einer Fragmentbibliothek von etwa 100 Verbindungen wurde Bisphenol A (BPA,
101), das frither in vielen Polycarbonat-Kunststoffen Einsatz fand, als K-RAS-Ligand
(Kp = 0.6 £ 0.2 mM) identifiziert. Dieser Befund deutet auf einen bis dahin unbekannten
Wirkmechanismus dieses mit chronischen Krankheiten wie Fettleibigkeit, Asthma und
Krebs verbundenen Molekiils hin. Auch fiir die nach gesetzlicher Regulation des BPA-
Einsatzes héaufig verwendete FErsatzsubstanz Bisphenol S (BPS, 102) wurde eine
Assoziation an K-RAS festgestellt (Kp = 5.8 & 0.7 mM). Beide Substanzen binden in einem
Affinitédtsbereich, der es ihnen mdglich macht, mit einer Bindung von SOS an die GDP-
gebundene Form von RAS zu konkurrieren. Dennoch ist nur fiir das BPA eine Inhibition
des SOS-abhingigen Nukelotidaustausches beschrieben. Um den Bindungsmodus beider
Verbindungen zu belegen, wurden die erhaltenen Anderungen der Aminosiureresonanzen
aus den NMR-Untersuchungen fiir Dockingstudien genutzt. Dabei zeigte sich, dass das
BPS weniger flexibel in der Orientierung der Phenolringe zu sein scheint und daher nicht
in der Lage ist, den weniger tief in der Bindestelle liegenden Ring in Richtung des
Glutamins 70 zu orientieren.

Ausgehend von diesen ersten Ergebnissen wurden Verbindungen mit weiteren Variationen
der Briicke zwischen den beiden Phenolringen auf ihre Bindung an K-RAS untersucht. Die
daraus resultierenden Struktur-Wirkungs-Beziehungen zeigen, dass eine Substitution der

beiden Methylgruppen des verbriickenden Elementes in der Regel zu einem Verlust an
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Affinitat fithrt. Beispielsweise erhoht sich die Dissoziationskonstante, wenn eine oder beide
der Methylgruppen durch ein Proton oder andere Alkylreste (z.B. Ethyl oder Cyclohexyl)
ersetzt werden. Ein Austausch der Methyl- gegen Trifluormethylgruppen brachte hingegen
einen Zugewinn an Affinitdt. Das fluorierte Derivat 100 (BPAF) konnte um
Aminogruppen in meta-Position der Phenole erweitert werden, ohne an Affinitat gegeniiber
RAS zu verlieren. Die Dissoziationskonstante beider Verbindungen liegt bei etwa 0.4 mM.
Fiir die fluorierten Verbindungen 103 und 104 wurde eine Konformationsinderung von
K-RAS4B bei Assoziation der Liganden im NMR-Experiment beobachtet. Die Glycine 10,
13 und 60 sowie Threonin 35 wiesen eine deutliche Linienverbreiterung auf, wahrend eine
fiir den aktiven Zustand typische Linienverbreiterung der Switch-Regionen nicht auftrat.
Da die verschobenen Aminosduren in der nukleotidbindenden Region liegen, stellten die
Autoren die Hypothese auf, dass die Bisphenole durch ihre Assoziation an K-RAS4B einen
konformativen Zustand zwischen aktivem und inaktivem RAS induzieren und somit
potenziell agonistisch wirken kénnten. Unterstiitzt wird diese Annahme durch die erhdhten
Konzentrationen von phosphoryliertem ERK und Akt die im in vivo Experiment

beobachtet wurden.?”10%103

QPR
' % . s
HO ‘ ‘ OoH HO” i i “OH
101 102
FsC_CFs FsC_CFs

HO OH HO OH
103 104

Abbildung 40: Bisphenol A (101), BPS (102), BPAF (103) und BPNH: (104) als Liganden der SI/II-
Bindestelle.
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2.4 Rationales Wirkstoffdesign

Der klassische Weg des rationalen Wirkstoffdesigns beginnt meist bei chemischen
Leitstrukturen, die aus Pflanzen, Tieren, Mikroorganismen oder der Produktion anderer
chemischer Produkte erhalten wurden. Auch die Nachbildung von korpereigenen Liganden
wie Hormonen, Enzymsubstraten und Neurotransmittern ist ein bekannter Weg zur
zielgerichteten Suche nach Wirkstoffen. Mittlerweile sind auch in vitro Systeme verfiigbar,
die es moglich machen, an extrahierten und aufgereinigten Proteinen grofie Zahlen
chemischer Substanzen zu testen. Jedoch ist dieses Verfahren mit einem erheblichen
Kostenaufwand verbunden. Zudem weist diese Methode zwei weitere Probleme auf. Da die
getesteten Verbindungen keinen so groflen chemischen Raum wie Naturstoffe abdecken und
diese meist schon sogenannte wirkstoffihnliche Eigenschaften aufweisen, ist es schwer die
Affinitdt bei anschliefender Optimierung zu verbessern, da die Molekiile dafiir meist
vergrofert werden. Eine solche Vergréflerung geht in der Regel mit einer Verschlechterung
der Membranpermeabilitdt einher. Hier kommt die sogenannte Ligandeneffizienz zum
Tragen, die zur Abschitzung des Entwicklungspotenzials von ermittelten Liganden genutzt
wird. Diese Grofle setzt die Anzahl von Nicht-Wasserstoffatomen zur Wirkstirke in Bezug.
Ein weiteres Problem bei in witro Screenings ist die mogliche Aggregation hydrophober
Substanzen im wéssrigen Medium, wodurch es zur Assoziation des Proteins am
Niederschlag kommt und eine Inhibition durch Senkung der effektiven

Proteinkonzentration vorgetduscht wird.

Aufgrund der grofien biochemischen Fortschritte bei der gezielten Expression von Genen
und der Auflésung von Kristall- und NMR-Strukturen liegen heutzutage von vielen
Proteinen dreidimensionale Strukturen vor. Beispielsweise kann {iber die RCSB-
Proteindatenbank Zugriff auf die verschiedensten NMR- und Kristallstrukturen von
Proteinen erfolgen. Dadurch wird es moglich, Zielproteine am Computer genau zu

untersuchen und iiber in silico Screenings neue Liganden zu suchen. Dabei werden kleine
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Molekiile in eine vorgegebene Bindetasche eingepasst (gedockt). Die berechneten
Bindungsgeometrien werden durch sogenannte Posen représentiert, die hinsichtlich der
erwarteten Bindungsaffinitdt bewertet werden. Aktuell gibt es aber noch einige Probleme
bei Verwendung dieser Methode. Eine grofle Fehlerquelle liegt in der Bewertung der
erhaltenen Bindungsgeometrien, wobei vor allem die korrekte Beriicksichtigung von
Wechselwirkungen von Wasser und das dynamische Verhalten von Proteinen eine grofie
Rolle spielt. Auch die Beschaffenheit der verwendeten Datenbanken ist ein kritischer
Punkt. Dabei sollten die Datenbanken mit moglichen Treffern fiir die Suchanfrage
angereichert sein, anstatt nur im Faktor Groéfle zu punkten. Die in silico Suche neuer
Liganden bietet den Vorteil, dass man kleine Fragmente suchen kann, die anschliefflend
durch iterative Optimierung zu moglichen Inhibitoren entwickelt werden kénnen. So lassen
sich zwei Fragmente, die in silico in unterschiedlichen Regionen des Proteins binden,
dhnlich wie beim Fragment-Growth-Verfahren verkniipfen. Auch das de novo Design von
Wirkstoffen wird auf unterschiedlichste Weise durch rechnergestiitzte Methoden méglich.
Insgesamt bietet das rationale Wirkstoffdesign dank computerchemischer Verfahren eine
Vielzahl nutzbarer Werkzeuge, die in geeigneter Weise angewandt werden miissen, um

gezielt Wirkstoffe zu suchen.'™
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3 Methoden fiir die Suche nach K-RAS-Inhibitoren

3.1 Methoden des in silico Wirkstoffdesigns

3.1.1 Schridinger-Software-Paket

Ein wichtiger Bestandteil der beschriebenen Forschungsarbeiten waren in silico Docking-
Experimente mit dem Molecular Modelling Paket, der Firma SCHRODINGER. Dabei wurden
die Softwareversionen Maestro 9.3'” und Maestro 11.5'%  verwendet. Welche
Substanzbibliotheken aus welchen Griinden in den Screenings eingesetzt wurden, wird in

den jeweiligen Unterkapiteln der Diskussion beschrieben.

Im Allgemeinen ist der Ablauf eines in silico Screenings iiber das Programm Glide!'"'*® aus

dem Schrédinger-Software-Paket immer auf die gleiche Weise durchgefiihrt worden.

Um korrekte Ausgangsstrukturen des Proteins zu erhalten, muss die zu verwendende PDB-
Datei zunédchst bearbeitet werden. Haufig fehlen Loops oder Aminosidureseitenketten in
den verfiigbaren 3D-Strukturen. Fiir manche Aminoséurereste sind dagegen sogar mehrere
alternative Positionen angegeben, da beispielsweise die Elektronendichte der
Kristallstruktur hier nicht ausreichend stark war. Auch Wasserstoffatome fehlen dem
ganzen Protein und Bindungszustdnde von Metallen und Schwefelatomen stimmen bei den
heruntergeladenen Strukturen nicht, wobei bei den Letzteren die Disulfidbindungen in der
PDB-Datei nicht hinterlegt sind. Diese Defizite konnen {iber den ,,Preprocess“-Schritt des
Unterprogramms ,, Protein Preparation Wizard® ausgeraumt werden. Zuséatzlich gibt es die
Option, Wassermolekiile in Abhéngigkeit ihres Abstandes zu Heteroatomen des Proteins
zu entfernen. In der neueren Softwareversion gibt es die zusétzliche Moglichkeit die
Protonierungszustdnde des Proteins mit dem Programm Epik fiir einen festgelegten
pH-Bereich zu berechnen. Dieser pH-Bereich wurde bei den durchgefithrten Rechnungen

auf pH = 6 — 8 festgelegt. In einem darauffolgenden Optimierungsschritt werden die
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Orientierungen von polaren Wasserstoffatomen angeglichen und terminale Amide und
Histidine umgekehrt. In diesem Schritt werden in der alten Version die
Protonierungszustéinde angepasst. Fiir eine letzte Korrektur der Proteinstruktur wird eine
Kraftfeldminimierung der Proteingeometrie durchgefiihrt, wobei in beiden Versionen das

Kraftfeld OPLS 2005 verwendet wurde.

Neben der Aufbereitung des Proteins, miissen auch die Liganden fiir das Docking
vorbereitet werden. Die Liganden koénnen dabei zunéchst iiber den programmeigenen
2D-Sketcher gezeichnet werden oder {iber kompatible Dateitypen wie SMILES- und
SD-Dateien eingefiigt werden. Eine programminterne automatisierte Generierung aus
Bibliotheken von Bausteinen ist wie zum Beispiel mit CombiGlide ebenfalls méglich. Die
Liganden werden anschliefend in 3D-Strukturen iberfithrt. Unter Verwendung des
Unterprogramms LigPrep werden dann Wasserstoffatome hinzugefiigt, eventuelle
Gegenionen entfernt und Protonierungszustéinde fiir einen gewéahlten pH-Bereich (ebenfalls
pH = 7 £ 1) mit Hilfe von Epik berechnet. Auch das Generieren von Stereoisomeren ist
bei Vorhandensein stereogener Zentren moglich, wobei die maximale Anzahl der

Stereoisomere festgelegt werden kann.'”

Ein weiterer vor dem Docking durchzufiihrender Schritt ist die Erstellung eines ,,Receptor-
Grids®, durch welches der Ort fiir das FEinpassen der Liganden festgelegt wird. Dabei
werden zwei Boxen in einem Schritt erstellt. Zum einen ist das die ,,Grid-Box®, welche
vom Nutzer der Software selbst festgelegt wird. Dabei kdnnen beispielsweise vorhandene
Liganden ausgewahlt werden, an deren Grofie und Position dieses ,,Grid* angepasst wird,
und welche dann durch das Erstellen des ,,Grids* entfernt werden. Alternativ kénnen auch
kartesische Koordinaten, Aminoséurereste oder durch das Programm SiteMap gefundene
Bindestellen als Ausgangslage dieses ,,Grids* verwendet werden. Die zweite erstellte Box,
die sogenannte ,Ligand center box“, wird errechnet und besteht aus den akzeptablen

Positionen fiir das Ligandenzentrum wéahrend der spéter erkléarten ,site-point-Suche*.
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Nachdem der Raum am Protein festgelegt ist, kann das in silico Screening mit Hilfe des
Programms Glide (Grid-based Ligand Docking with Energetics) durchgefithrt werden.
Dabei werden Posen als Kombination aus Position und Orientierung des Liganden im
Bezug zum Rezeptor berechnet. Bei der Suche nach Posen mit moglichst guten Ligand-
Rezeptor-Wechselwirkungen durchlaufen die erstellten Posen verschiedene hierarchische

Filter.

In einem ersten Schritt werden zunéchst Konformationen des Grundkorpers und zudem
mogliche Kombinationen jedes Rotamerstadiums der rotierbaren Gruppen berechnet. Jede
der erhaltenen Konformationen wird dann als einzelnes Objekt gedockt. Dieses Docking
findet im ersten Schritt {iber eine sogenannte ,site-point-Suche“ statt. Dabei werden
Punkte in der Bindetasche gewihlt, welche jeweils 2 A im dreidimensionalen Raum
voneinander entfernt liegen. Dann werden die Abstédnde dieser Punkte zur
Proteinoberfliche mit den Abstidnden der Mittelpunkte der Liganden zur
Ligandenoberflache verglichen. Wenn diese Daten gut iibereinstimmen, folgt daraus, dass
der Ligand von seiner Gréfle gut in die Bindestelle passt. An dieser Stelle ist jedoch nur

die Positionierung anndhernd geklért.

Deshalb legt das Programm nun den Ligandenmittelpunkt auf den entsprechenden ,site
point* und sucht anschlieBend nach allen moéglichen Orientierungen  des
Molekiildurchmessers. Dieser Durchmesser entspricht der Linie zwischen den weitest
entfernten Atomen des Liganden. Bei sterischen Zusammenstofien mit dem Protein wird
die entsprechende Pose aussortiert. Weiterhin wird dann die Rotation um den Diameter
des Liganden durchgefiihrt, wobei nach moglichen Wechselwirkungen mit dem Rezeptor
gesucht wird. Diese Wechselwirkungen werden im Anschluss in einem ,greedy Scoring*
bewertet. Der Name kommt daher, dass der bestmogliche Scoringwert verwendet wird, der
durch die Bewegung des Liganden um 1 A in den Richtungen eines kartesischen
Koordinatensystems erreicht werden kann. Durch diesen Bewertungsvorgang wird die

grobmaschige Rasterung von 2 A bei der ,site-point-Suche® ausgeglichen.
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In einem dritten Stadium werden die Posen mit Hilfe des Kraftfelds OPLS 2005
energieminimiert. In der Standardeinstellung werden dabei intern Konformationen des
Liganden durch Torsion des Grundgeriists und der rotierbaren Gruppen erstellt. Die
energieminimierten Posen werden mit Hilfe des ,,GlideScores® final bewertet, wobei Boni
flir glinstige Wechselwirkungen und Abziige zum Beispiel beim Einfrieren rotierbarer
Bindungen oder elektrostatischer Abstoung bestimmter Gruppen erteilt werden. Der
nachher betrachtete Docking-Score wird zusétzlich zum GlideScore durch Abziige fiir
Zustidnde hoherer Energie fiir Tautomerisierung und Protonierung erginzt, welche zuvor
durch das Unterprogramm Epik generiert wurden. Auch der Glide-Emodel-Wert ist eine
niitzliche Grofle, die in dieser Arbeit immer wieder beriicksichtigt wurde. Mit ihr kénnen
die erstellten Posen in einer Rangliste sortiert werden. Er kombiniert den GlideScore mit

einem Score fiir die nichtkovalente Wechselwirkungsenergie.

Das Glide-Docking kann in drei verschiedenen Genauigkeitsstufen durchgefithrt werden.
Dabei besitzt der XP-Modus (engl. extra precision) den strengsten Bewertungsalgorithmus,
sodass dieser die genauesten Posen erzeugt. Der SP-Modus (engl. standard precision) l4sst
hingegen etwas mehr Flexibilitdt des Proteins zu und ist etwas ungenauer, weshalb die
Rechenzeit sinkt und dieser Modus fiir grofiere Substanzbiblioheken verwendet werden
sollte. Anschlieflend sollten die besten Posen aber wiederum mit dem XP-Modus verfeinert
werden. Bei noch gréfleren Datenbanken, kann auch der noch grobere HTVS-Modus (engl.
high throughput virtual screening) verwendet werden, um die Rechenzeit weiterhin gering
zu halten. Anschliefend werden dann iterativ der SP- und dann der XP-Modus
angewendet, um die besten Posen weiter zu verfeinern. Nach jeder Rechnung wurde
standardgeméfl eine Postdocking-Minimierung durchgefithrt, wobei die Zahl der zu
minimierenden Posen pro Ligand festgelegt werden kann. Bei dieser Minimierung werden
noch einmal die Bindungsléngen und -winkel optimiert und der skalierte Coulomb-
van der Waals-Term wird genau wie der GlideScore und daraus resultierend auch der

Dockingscore neu ermittelt. Bei HTVS- und SP-Rechnungen ersetzt die neu berechnete
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Pose die Pose des Dockings, wahrend dies beim XP-Modus nur geschieht, wenn diese Pose
einen besseren Scoringwert erreicht. Ein moglichst negativer Scoringwert entspricht hierbei

einer energetisch giinstigeren Pose.'”™

3.1.2 Knime zur Unterstiitzung des Docking-Prozesses

Das Programm Knime 4.1'%

wurde gegen Ende der Forschungsarbeiten fiir eine
Verfeinerung der fiir das Docking verfiigharen Daten genutzt. Dabei handelt es sich bei
Knime um ein tabellenbasiertes Programm zur Datenverarbeitung. Die einzelnen
rechnerischen Schritte konnen iiber Bausteine, sogenannte ,Nodes“, in einen
Gesamtarbeitsablauf (Workflow) eingebaut werden. Jeder dieser Knotenpunkte besitzt
mindestens einen Input-Port und einen Output-Port. Die von der Node zu verarbeiteten
Daten des Input-Ports kénnen nach der durch diesen Baustein durchgefiihrten Operation
iiber den Output-Port an weitere Bausteine weitergegeben werden. Mit Hilfe bestimmter
Programmerweiterungen wie dem RD-Kit und dem Schrodinger-Kit koénnen auch
chemische Strukturen mit dazugehorigen Daten verarbeitet werden. Dabei koénnen
Verbindungen in kompatiblen Formaten wie SMILES oder dem SD-Format eingelesen
werden. Fiir die Verarbeitung der Strukturen gibt es viele Méglichkeiten, wobei in dieser
Arbeit vor allem die Verwendung einfacher Machine-Learning-Workflows und der durch
die Schrodinger-Implementierung erméglichten programminternen Docking-Laufe zum
Finsatz kamen. Fiir diese Workflows wurden die vorbehandelten Daten der chemischen
Struktur zunéchst in sogenannte ,Learner“-Noden eingespeist. Zu jedem dieser ,Learner
gibt es einen entsprechenden ,Predictor”, der das berechnete Modell anwendet, um eine

Vorhersage fiir neue Daten zu treffen. In dieser Arbeit handelt es sich bei diesen Daten um

neue Strukturen aus einer anderen Datenbank.

Die verwendeten ,,Learner® betrachten die tabellarischen Daten als Zusammensetzung aus
Datenséitzen, was den einzelnen Zeilen der Tabelle entspricht, und beschreibenden

Attributen, welche dem Satz von Spalten entspricht. Ein solches Attribut kann der
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molekulare Fingerabdruck sein, der durch eine vorangegangene ,Node“ aus den
Strukturdaten in Form von SMILES oder SD-Dateien erstellt wurde. Als weiteres Attribut
wiirde hier die Aussage zéhlen, ob die eingespeiste Verbindung ein aktiver K~-RAS-Ligand

war oder nicht.

Zwei der verwendeten ,Learner“-Bausteine, der ,Random Forest Tree Learner® sowie der
»,Gradient Boosted Trees Learner“, erstellen einfache Regressionsbdume mit recht
schwacher Vorhersagekraft des jeweils ermittelten Modells. Die Aussagekraft kommt erst
durch eine Kombination mehrerer dieser schwachen Vorhersagemodelle zustande. Die
Entscheidungsbdume entstehen standardmifig durch Binérsplits fiir numerische und
nominale Attribute, was einer Ja-/Nein-Aussage entspricht. Die beiden ,Learner*

unterscheiden sich jedoch in ihren Algorithmen.

Der ,Naive Bayes Learner® berechnet die Anzahl von Zeilen pro Attributwert fiir nominale
Attribute wie die Aussage, ob der Ligand bindet oder nicht. Wiirden numerische Attribute
verwendet, so wiirde eine Gaufiverteilung der Werte berechnet. Dann wird fiir die
jeweiligen Attribute eine Wahrscheinlichkeit bestimmt, mit der ein anderes Attribut
gleichzeitig vorhanden ist. So kénnen die Klassenzugehorigkeiten von nicht klassifizierten
Daten vorhergesagt werden. Dieser ,Learner” ist fiir die Verwendung von Bit-Vektor-
Spalten ungeeignet, zu denen die molekularen Fingerabdriicke zdhlen. Er wurde verwendet,
um zu testen, ob dennoch eine Aussage bei der darauffolgenden Vorhersage getroffen wird.
Mochte man die molekularen Fingerabdriicke jedoch geeignet beriicksichtigen, ist die

Variante des ,Fingerprint Bayesian Learners“ zu verwenden.

Zusammengefasst bedeutet das, dass die ,Learner” versuchen eine Korrelation zwischen
der Aussage, ob der Ligand bindet oder nicht, und dem strukturellen Fingerprint zu finden.
Damit handelt es sich bei der Ermittlung neuer Liganden {iber den ,Predictor® um eine

ligandenbasierte bzw. strukturbasierte Form der Wirkstoffsuche.''!
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3.1.3 Haddock

Eine weitere fiir diese Arbeit wichtige Anwendungssoftware ist die Webversion des
High Ambiguity Driven Dockings (Haddock 2.4). Diese wurde genutzt, um aus der
Beobachtung von Verschiebungen fiir bestimmte Aminoséduren im NMR-Experiment durch
Assoziation des untersuchten Liganden ein Bindungsmodell fiir eben diesen Liganden zu

erstellen.

Im Unterschied zu anderen Rechenmethoden lassen sich bei dieser flexiblen
Dockingmethode mehrdeutige Interaktionseinschrankungen (engl. ambiguous interaction
restraints) beriicksichtigen, wobei identifizierte oder vorhergesagte Schnittstellen zwischen
Ligand und Protein verwendet werden. Solche Rahmenbedingungen kénnen auch in der
Schrodinger-Software eingestellt werden, jedoch ist dieser Vorgang bei Haddock fiir den
Anwender stark vereinfacht. Durch den flexiblen Ansatz ist Haddock zudem in der Lage,
kleine konformelle Anderungen am Protein durch Bindung der Liganden bei der

Verfeinerung der Molekiildynamik zu beriicksichtigen.

Bei der verwendeten Nutzeroberflache ist es méglich, zwei PDB-Dateien fiir die zwei im
Docking kombinierten Molekiile, wie zum Beispiel Rezeptor und Ligand, hochzuladen.
Zuséatzlich werden Sets von aktiven und passiven Resten definiert. Anschlieffend wird das
Docking in drei Schritten durchgefiihrt. Im ersten Schritt werden zuféllige Orientierungen
generiert und Minimierungen der FKnergie fiir die starren Korper werden durchgefiihrt.
Anschliefend wird ein  halbstarrer ,,Simulated-Annealing-Schritt“  durchgefiihrt.
LwSimulated Annealing ist eine Methode, bei der das Protein in silico stark aufgeheizt wird,
ohne zu denaturieren. Sie wird angewandt, um die Konformationsdnderungen zu
beschleunigen und Energieminima durch gezieltes und schlagartiges Abkiihlen schneller zu
erreichen. Die durch dieses Einfrieren erhaltene Konformation wird hinsichtlich ihrer
Energie durch Kraftfeldrechnungen bewertet. Im dritten Schritt erfolgt eine Verfeinerung

des kartesischen Raums durch Berechnung des expliziten Losungsmittels.!**'"* Das Modell
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des expliziten Losungsmittels beriicksichtigt das Losungsmittel als Zusammensetzung

definierter Molekiile, wahrend implizite Modelle das Wasser als Kontinuum ansehen.!**

Als Ergebnis der Dockings erhédlt man verschiedene Cluster von Protein-Ligand-
Komplexen, wobei sich der Bindungsstelle von Cluster zu Cluster unterscheidet. Die
kalkulierte Energie des Protein-Ligand-Komplexes spiegelt sich im dazugehorigen
Haddock-Score wider, wobei ein moglichst negativer Wert einem stabileren Komplex
entspricht. Ebenfalls wichtig fiir die Auswertung sind die Anzahl der Posen, die einem
einzelnen Cluster zugeordnet werden koénnen, und der sogenannte RMSD-Wert (root-mean-
square deviation), welcher die Differenz der Atomlagen iibereinandergelegter
Proteinstrukturen beschreibt. Dabei entspricht der angegebene RMSD-Wert der
Abweichung des energiedrmsten Protein-Ligand-Komplexes des jeweiligen Clusters vom
Durchschnitt aller anderen Komplexe. Somit spricht ein niedriger RMSD-Wert fiir eine
wahrscheinlichere Konformation des Proteins. Auch die Population an Posen in den
jeweiligen Clustern spielt eine Rolle. Ein grofler Wert an Clustermitgliedern bedeutet eine
hohe Wahrscheinlichkeit der Positionierung des Liganden in dieser Proteinregion, da die
Losung der Einschrankungen durch vorgegebene Interaktionen héaufiger zu diesem Ergebnis

fithrt.

Allgemein sind weniger Cluster zu erwarten, je besser der Ligand an das Protein bindet,
da die experimentell bedingten Rahmenbedingungen immer spezifischer werden sollten.
Aminosiuren, die mit solchen Liganden wechselwirken, sollten stiarkere Abweichungen von
der ligandenfreien Proteinstruktur aufweisen. Wenn hingegen viele Cluster auftauchen,
kann das fiir eine schwache Bindung am Protein oder im Falle einer bereits bestétigten

starken Bindung fiir eine unspezifische Bindung sprechen.
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3.2 Biophysikalische Hintergriinde der Assoziation von

Liganden

3.2.1 Kenngrofien fiir die Assoziation von Proteinliganden

Fiir eine spitere Diskussion der FErgebnisse ist eine Betrachtung der biochemischen
MessgroBen und deren Zusammenhang notig. Die Assoziation des Liganden wird in der
Regel {iber die Dissoziationskonstante Kp bestimmt, die dem Kehrwert der
Assoziationskonstante Ka entspricht und die Einheit mol/L besitzt. Sie entspricht dem
Verhéltnis des Produkts aus Liganden- [L] und Proteinkonzentration [P] zur
Konzentration des Ligand-Protein-Komplexes:'™

[P
b= [LP — Komplex] (1)

Der Kp-Wert kann als Dissoziationskonstante des Enzym-Inhibitor-Komplexes iiber die
CHENG-PRUSOFF-Gleichung (2) in die halbmaximale inhibitorische Konzentration den

sogenannten 1Cs;-Wert umgerechnet werden:!'

1C50=(1+E—]>><KD (2)

m
Der ICs-Wert ist zudem von der Michaelis-Menten-Konstante K, und der Konzentration
des Enzymsubstrats [S] abhéngig. Die hier genannten Formeln sind fiir das Verstédndnis
der Zusammenhinge von I[Cs;-Wert und Dissoziationskonstante existenziell. Ist der
beobachtete inhibitorische Effekt tatsidchlich auf das adressierte Zielprotein
zuriickzufiihren, so sollten die beiden Werte eine proportionale Beziehung zeigen. Im
anderen Fall deutet eine starke Abweichung der Werte auf zwei mogliche Szenarien hin.
Zum einen wiirde ein deutlich besserer IC;-Wert auf Off-Target-Effekte hindeuten,
wéhrend ein schlechterer IC;- Wert dafiirspricht, dass die erfolgte Assoziation des Liganden

nicht den erhofften inhibitorischen Effekt auf die betrachtete Reaktion zeigt.
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Die Dissoziationskonstante wird in den experimentellen Methoden als Messgrofie fir freie
Energie der Bindung genutzt, wobei diese beiden Gréfien iiber folgenden Zusammenhang

ineinander iiberfithrt werden konnen:
AG = RTInK, (3)

Dabei beschreibt R die ideale Gaskonstante und T die Temperatur in Kelvin. Bei
entsprechender Berechnung ergibt sich, dass die Anderung der Dissoziationskonstanten um
eine Grofenordnung einer Anderung der freien Bindungsenthalpie um 5.9 kJ/mol

entspricht.!™

3.2.2 FEinflisse auf die Bindungsenthalpie einer Protein-Ligand-Bindung

Das erste Ziel der Wirkstoffentwicklung ist die Entwicklung eines hochaffinen Liganden
fiir ein bestimmtes Zielprotein. Dabei sind verschiedene Struktureigenschaften und daraus
resultierende Wechselwirkungen des Liganden Voraussetzung fiir seine Bindung am
Protein. In der Regel haben diese Wechselwirkungen einen Enthalpiegewinn zur Folge.
Jedoch geht aus der GIBBS-HELMHOLTZ-Gleichung (4) hervor, dass auch entropische
Beitrége fiir die freie Bindungsenthalpie (A G) entscheidend sind, wobei diese Beitrige mit
der Temperatur (7T) gewichtet sind. Aus ihr geht der direkte Zusammenhang von freier

Enthalpie, der Enthalpieanderung (AH) und der Entropiednderung (AS) hervor:

AG = AH — TAS (4)

Entropisch bevorzugt ist beispielsweise die Freisetzung von Wassermolekiilen aus einer
Bindungsstelle dadurch, dass diese Wassermolekiile einen grofien Zugewinn an
Freiheitsgraden erhalten. Es wird vom hydrophoben Effekt gesprochen. Die Fixierung
eines sehr flexiblen Liganden in einer Konformation, welche fiir die Bindung am Protein
gebraucht wird, ist hingegen mit einem Verlust an Freiheitsgraden verbunden, weshalb

dieser Vorgang entropisch ungiinstig ist. Dadurch folgt fiir die designten Liganden, dass
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diejenigen Liganden eine bessere Bindung aufweisen sollten, die bereits in der fiir die

Proteinbindung nétigen Konformation fixiert sind.

Neben dem entropisch giinstigen Effekt der Wasserfreisetzung, spielt Wasser bei weiteren
fiir die Energiebilanz wichtigen Vorgingen eine Rolle. Die Entfernung des Wassers aus
einer hydrophoben Bindetasche bringt einen Enthalpiegewinn mit sich, wihrend die
Entfernung von Wassermolekiilen, die {iber Wasserstoffbriicken mit den Aminosduren des
Proteins koordiniert sind, mit einem Verlust an Enthalpie einhergehen. Auch die Auflésung
der Hydrathiille bei der Desolvatisierung im Zuge der Assoziation an das Protein kann zwei
Effekte haben. Die Entfernung hydrophober Anteile des Liganden aus der wéssrigen Losung
ist  entsprechend mit einem  Energiegewinn verbunden, wéahrend giinstige
Wechselwirkungen mit der Hydrathiille einen Energieverlust bei Bindung des Liganden
bedeuten. Alle diese Beitrdge haben im Zusammenspiel aus Enthalpie und Entropie
Einfluss auf die schlussendliche Affinitdt eines Liganden und sind daher bei der

Wirkstoffentwicklung zu berticksichtigen.'*

3.3 Biochemische und biologische Tests der Liganden

Im Rahmen des EFRE-Projektes ,RIST* (RAS-Inhibition in soliden Tumoren) wurden die
biochemischen und biologischen Einfliisse der synthetisierten Liganden von
Kooperationspartnern an der Ruhruniversitdt Bochum, beim Lead Discovery Center in

Dortmund und am Universitatsklinikum in Essen untersucht.

3.3.1 'H-PN-HSQC-FExperimente

Standardméaflig wurden die Liganden in zweidimensionalen NMR-Experimenten im
Arbeitskreis von Prof. Dr. Stoll in Bochum vermessen. Dabei kann die Bindung eines
Liganden an ein “N-markiertes K~-RAS4B-Protein durch Auftreten von Abweichungen von

'"H- oder N-Amid-Verschiebungen nachgewiesen werden.'”!¢ Dies war vor allem zu
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Beginn der Arbeiten nur fiir die GDP-gebundene Form des Proteins moglich. In dieser
Form ist es aber dann sogar moglich, den Kp-Wert fiir die Bindung des Liganden zu
berechnen, wenn man den Liganden zum Protein hinzutitriert (Abbildung 41). Bei der
GTP-gebundenen Form kommt es, wie in  Kapitel 2.1.2 beschrieben, zur
Linienverbreiterung fiir wichtige Signale. Insgesamt ist das NMR-Experiment auf einen
recht hohen Konzentrationsbereich beschriankt, weshalb die Methode nur fiir schwache

Liganden geeignet ist.!¢

OO
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Abbildung 41: Beispielhafte Darstellung der 'H-""N-HSQC-Spektren wiahrend der Titration mit
Hydrazon 122 (vgl. Kapitel 5.3).

Die Unterschiede zwischen ligandengebundener und ligandenfreier Form des Proteins
zeigen sich iiber Verschiebungen der zugeordneten Signale, da diese durch Verdnderung
der chemischen Umgebung der jeweiligen Aminosduren entstehen. Dabei kénnen diese

Verédnderungen sowohl durch direkte als auch durch allosterische Wechselwirkungen
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zustande kommen. Qualifiziert werden sie durch die Messung der Differenz der
Verschiebungen zwischen freiem Protein und ligandengeséttigter Form. Besonders
signifikante Verdnderungen sind dabei diejenigen, die bei dieser Verschiebungsdifferenz
einen Wert oberhalb oder gleich der zweifachen Standardabweichung annehmen. Aus
diesem Grund wurden die Aminosduren, fiir die diese Bedingung gilt, als

Rahmenbedingungen fiir die Haddock-Rechnungen angegeben.
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Abbildung 42: Beispielhafte Darstellung der bestimmten Verschiebungsunterschiede zwischen freiem
K-RA$4Biss (GDP) und der mit Hydrazon 122 geséttigten Form bei zwanzigfachem Uberschuss des Liganden;
dabei kennzeichnet die hellblaue Linie den Wert der einfachen Standardabweichung und die dunkelblaue Linie

den Wert der zweifachen Standardabweichung.

3.3.2 MST-Ezperimente

Eine weitere Moglichkeit der Kp-Wert-Bestimmung ist die Verwendung der MicroScale
Thermophorese, wobei diese Methode einige Vorteile gegeniiber dem NMR-Experiment
bietet. Zum einen ist sie unabhéngig von der Ausgangskonformation des Proteins und
zudem wesentlich empfindlicher. Mit dieser Methode ist die Beobachtung molekularer
Wechselwirkungen im pikomolaren Konzentrationsbereich also auch fiir entsprechend

niedrige Dissoziationskonstanten moéglich. Die Methode bedient sich der Kombination aus
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der Genauigkeit der Fluoreszenzdetektion und der Empfindlichkeit und Variabilitit der
Thermophorese. Der experimentelle Aufbau besteht aus Glaskapillaren die mit einer
Losung mit fester Konzentration an Protein und einem kovalent gebundenen oder
intrinsischen  Fluorophor gefiillt sind. Zusétzlich liegen in den Glaskapillaren
unterschiedliche Konzentrationen des zu untersuchenden Liganden vor. In jeder der
Kapillaren wird mit Hilfe eines Infrarotlasers ein Temperaturgradient zwischen 2 — 6 °C
induziert, durch den die Fluorophore angeregt werden. Die darauthin folgende
Thermophorese eines Proteins unterscheidet sich mindestens durch Unterschiede der
Solvatationsenergie, wenn nicht sogar durch Gréflen- und Ladungsunterschieden von der
Thermophorese des jeweiligen Protein-Ligand-Komplex. Diese Unterschiede spiegeln sich
in der erfassten Emission der Fluorophore wider und das in Abhéngigkeit von der
Ligandenkonzentration. =~ So  kann  eine  Titrationskurve erstellt —und die
Dissoziationskonstante bestimmt werden. Jedoch verfiigt diese Methode im Gegensatz zum
NMR-Experiment iiber keine Aussage hinsichtlich des Bindungsmodus der untersuchten

Liganden.'”

3.3.83 DBiochemischer RAS-SOS-Austauschassay

Ebenso wie die MST-Experimente wurde der Austauschassay von der kooperierenden
Firma LDC aus Dortmund entwickelt. Dabei wird der SOS1-vermittelte Austausch von
GDP gegen GTP in der Nukeleotidbindestelle von K-RAS iiber die GDP-Freisetzung
gemessen. Uber ein GDP-Detektions-Reagenz wird das freie GDP in einer anschlieBenden
Reaktion mit einer Glykosyltransferase in ATP {iberfithrt. Eine Luciferase oxidiert unter

ATP-Verbrauch anschliefend ein Luciferin, was zu einem Lumineszenzsignal fiihrt.

Wird die Reaktion von SOS mit RAS gehemmt, so kommt es zu einem Abfall des
Lumineszenzsignals, da weniger GDP freigesetzt wird. Auf diese Weise lassen sich
Inhibitoren der RAS-SOS1-Wechselwirkung finden. Zudem kann aus einer erstellten Kurve

des Messsignals in Korrelation mit der Ligandenkonzentration die halbmaximale
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inhibitorische Konzentration (ICs;-Wert) direkt bestimmt werden. Umgekehrt kénnen auch
Aktivatoren und der daraus resultierende AC;-Wert bestimmt werden, wenn die GDP-
Konzentration durch Zugabe des Liganden im Vergleich zum Referenzexperiment ohne

Liganden steigt.''®

Da héufig Mehrfachbestimmungen durchgefithrt wurden, werden die Daten dieses Assays
teilweise zugunsten der Anschaulichkeit mit ihrem Mittelwert angegeben. Diese Werte
sind jedoch entsprechend gekennzeichnet. Bei der Berechnung wurden Ausreiferwerte

zudem ausgeschlossen.

3.3.4 Zellassays

Fiir Zelltests wurden Assays zur Zellviabilitdt verwendet, darunter der sogenannte CTG-
Assay (engl. CellTiter-Glo®) bei LDC. Bei diesem Assay wird ein Reagenz zugegeben, das
zunachst zur Zytolyse, der Auflosung oder Schéadigung der Zellmembran, fiihrt.
Anschlieflend wird mit Hilfe eines Lumineszenzfarbstoffes die Menge an vorhandenem ATP
gemessen. Dabei wird die Lumineszenz des Farbstoffs, &hnlich wie beim RAS-SOS-
Austauschassay, durch eine Umsetzung unter ATP-Verbrauch mit Hilfe einer Luciferase
induziert. Da die ATP-Menge direkt proportional zur Anzahl der in der Kultur
vorhandenen lebensfiahigen Zellen ist, kann iiber eine Quantifizierung eines gemessenen
Lumineszenz-Signals die Zellproliferation oder das Absterben von Zellen vor und nach
Zugabe einer zu testenden Substanz verglichen werden. So kénnen zum Beispiel, wie bei

den Tests der Firma LDC, IC;-Werte fiir die Proliferation bestimmt werden.

Ein zweiter seltener eingesetzter Assay ist der XTT-Assay, der ebenfalls die Zellviabilitat
tiberpriift. Im Unterschied zum CTG-Assay ist dabei keine Zytolyse der Zellen noétig,
wodurch die gleichen Zellen zu mehreren Zeitpunkten untersucht werden konnen. Als
Farbstoff werden Tetrazolium-Verbindungen eingesetzt, die zu farbigen Formazanen

reduziert werden. Die durch die Reduktion auftretende Farbénderung ist dabei ein Maf}
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fir den Metabolismus lebensfihiger Zellen. Daher konnen sowohl Effekte auf die
Proliferation als auch auf den Metabolismus selbst in diesem Assay-System beobachtet

werden.'® Dieser Assay wurde am Universititsklinikum in Essen durchgefiihrt.
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4 Zielsetzung

Angelehnt an die Vorarbeiten der Arbeitsgruppen SCHERKENBECK und STOLL war es Ziel
dieser Arbeit, zunéchst weitere Struktur-Wirkungs-Beziehungen fiir die Familie der

5102103 Thjege sollten fiir eine Optimierung

Bisphenole als K-RAS4B-Liganden zu ermitteln.
genutzt werden, sodass trotz der literaturbeschriebenen Pseudo-Aktivierung des K-RAS-
Proteins die Funktion der GTP-gebundenen aktiven Form allosterisch inhibiert wird. Ein

besonderer Fokus wurde dabei auf die Inhibition des SOS-vermittelten

Nukleotidaustauschs gelegt.

Bekannt war, dass die Blockierung der Hydroxygruppe von unsubstituierten Bisphenolen
zum Bindungsverlust fithrt. Auch die zuvor durchgefiihrten Variationen des verbriickenden
Elementes hatten nicht bindende Derivate ergeben. Somit waren fiir die Erstellung von
weiteren Derivaten die Variation des verbriickenden Elementes und der Hydroxygruppen
der Phenol-Ringe besonders interessant. Das verbriickende Element sollte ausgehend von
4,4-Dihydroxybenzophenon (DHBP) variiert werden. Diese Verbindung war in dem ersten
NMR-Screening der Bisphenole als Ligand des Rheb-Proteins identifiziert, jedoch nie an
K-RAS getestet worden. Die Hydroxygruppen der Liganden sollten hingegen durch
Aminogruppen ersetzt werden. So hétten die Liganden einen Ankniipfungspunkt fiir
Derivatisierungen durch Erweiterung des Grundkorpers, da auch ein sekundédres Amin

weiterhin in der Lage ist, wuchtige Wechselwirkungen wie Wasserstoftbriicken auszubilden.

Weiterhin sollten die Bisphenolfragmente entsprechend zu groieren und potenziell besseren
Liganden erweitert werden. Den Ausgangspunkt fiir diese Strategie sollten Docking-Studien
mit den Kristallstrukturen von FESIK ef. al. darstellen, welche die von dieser

Forschungsgruppe beschriebene erweiterte Bindetasche abbilden.™

Unter Verwendung von in stlico Methoden sollten weitere von Bisphenolen ausgehende,
aber abgewandelte Liganden identifiziert und fiir eine biochemische Charakterisierung

beziiglich der Wirkung auf K-RAS synthetisiert werden.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Derivatisierung des schwefelverbriickten Bisphenol-

Derivats BPS

Zu Beginn der Arbeiten wurden zunichst einige einfache Derivate von Bisphenol S (BPS,
102) getestet, das in den vorangegangenen Arbeiten der Arbeitsgruppe Scherkenbeck
(Kapitel 2.3) als K-RAS-Ligand identifiziert wurde und mit einer Dissoziationskonstante
von 5.4 mM an die GDP-gebundene Form von K-RAS4B bindet. Der Austausch der
phenolischen Hydroxygruppen durch Amine hin zum Bisanilin Dapson (105), das als
antibiotische und entziindungshemmende Verbindung bekannt ist, fiihrte zu einer héheren
Affinitat an die GDP-gebundene Form von K-RAS.'™ Die Dissoziationskonstante verringert
sich durch diese Modifikation fiir den Wildtyp des Onkoproteins um das Fiinffache auf
einen Wert von 1.1 mM (Tabelle 2), wihrend keine herausragende Diskriminierung im
Vergleich zu den Mutanten G12V und G12D auftritt. Die Affinitdt an die Mutanten liegt
mit 1.2 mM und 1.3 mM im gleichen Konzentrationsbereich. Im STD-Experiment war
zudem eine Bindung des Liganden an die aktive sowie die inaktive Form von K-RAS zu

erkennen.

Tabelle 2: Uber das NMR-bestimmte Dissoziationskonstanten an verschiedene Mutanten von

K-RAs4B (GDP), sowie Bindungsstudien tiber STD-Messungen an beiden Nukleotidformen von K-RasWT.

NMR-Daten
. Kp [mM] Bindung im STD fiir
Verbindung . ) WT
'H-"N-HSQC K-RAS
—
WT G12V G12¢ GDP GDP
0 0

N/

S
105 /©/ \©\ 1.1 403 1.2 +0.2 1.3 +04 bindet bindet
H,N NH

2
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Die Daten des RAS-SOS-Austausch-Assays zeigen, dass das Dapson trotz der hoheren
Affinitdt den GEF-vermittelten Nukleotidaustausch weniger stark inhibiert als das
Bisphenol S (Tabelle 3). Auch im durchgefithrten CTG-Assay zeigten sich bei
Verabreichung von Dapson keine nennenswerten inhibitorischen Effekte bei den Zelllinien

Capan-1 und NCI-H358.

Da die Affinitédtssteigerung im Vergleich zum BPS aber ein erster Erfolg war, wurden
weitere schwefelverbriickte Derivate getestet. Dabei waren sowohl ein sulfonverbriicktes
Analogon zum BPNH, (106) und sulfidverbriickte Analoga von BPS und Dapson (107
und 108) wie das Dapson kéuflich erhéltlich. Das Sulfon 106, sowie das
Bisphenolsulfid 108 binden im gleichen Konzentrationsbereich. Mit 3.3 mM fiir
Verbindung 106 und 3.5 mM fiir Verbindung 108 ist die Assoziation an K-RAS deutlich
schwécher als fiir das Dapson, weshalb keine weiteren Messungen dieser Derivate
durchgefiihrt wurden. Das Dapson-Analogon, bei dem das Sulfon durch eine Sulfidbriicke
substituiert ist (Verbindung 107), bindet mit einem Kp-Wert von 1.0 mM dagegen dhnlich
gut wie Dapson selbst. Daraus lasst sich schlieBen, dass fiir die schwefelverbriickten
Verbindungen eine Substitution der phenolischen Hydroxygruppen durch Amine zu einer

hoheren Affinitét fithren, unabhéngig von der Oxidationsstufe des Schwefelatoms.

Als erstes Syntheseziel wurde das Sulfoximin 109 gewéhlt, da es aufgrund seiner
isoelektronischen Eigenschaften im Vergleich zum Dapson und hinsichtlich der bisher
aufgestellten Struktur-Wirkungsbeziehungen eine dhnlich gute Bindung versprach. Zudem
bestand die Hoffnung, dass die Bereitstellung einer Wasserstoffbriickendonor-Funktion
durch den Imin-Teil des Sulfoximins zu einem Zugewinn an Bindungsenthalphie durch
Bildung weiterer Wasserstoffbriicken sorgt. Die Verbindung zeigte nach Fertigstellung in
den biochemischen Untersuchungen jedoch mit einem Kp-Wert von 5.0 mM eine deutlich
schwéchere Bindung an GDP-gebundenes K-RAS, wiahrend auch die Inhibition des SOS-

vermittelten Nukleotidaustauschs nicht verstiarkt wurde.
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Weiterhin wurde der von XIE et al. beschriebene Ligand 91 synthetisiert, der laut

Literatur mit einem Kp-Wert von 92 pM an K-RAS binden soll.” Diese Verbindung sollte

als Benchmark-Verbindung mit &hnlichen strukturellen Eigenschaften, wie die bisher

beschriebenen Verbindungen dienen. Unter den Bedingungen des 'H-"N-HSQC-

Experiments sowie des Nukleotidaustauschassays konnte weder eine Assoziation an RAS

noch eine Inhibierung der SOS-vermittelten GDP-Freisetzung festgestellt werden.

Tabelle 3: Dissoziationskonstanten an K-Ras™" (GDP) und halbmaximale inhibitorische Konzentration fiir

den RAS-SOS-Austausch zu den BPS-abgeleiteten Strukturen.

Biochemische Daten

Ko [mM] ICs0 [uM]
Verbindung "H-"N- RAS-SOS-Austausch-Assay
HSQC
WT WT WT neu WT neu G19D G19v
(GDP) %] (Jan. 2020)  (Feb. 2020)
Q.0
S
102 @\ 58 4 0.7 911 2631 _ _ _
HO OH
o0
S
105 \©\ 1.14+03  >2913 >3000 - - _
HoN NH,
0 0
H,N s NH,
106 j©/ C[ 3.3+ 0.1 - ; ) ) _
HO OH
s
107 ©/ \Q 1.0 +0.03  >3000 - - >3000  >3000
H,N NH,
s
108 /©/ @\ 3.5+ 06 - ; _ ] ]
HO OH
Q. NH
S
109 /©/ \©\ 5.0+ 1.6 >3000 - - >3000 >3000
HoN NH,
Cl

gelost,

S S
91 e \©\ keine 3751 - - -
N NH, Bindung
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5.1.1 Synthese des Sulfoxrimins 109

Die Synthese wurde ausgehend von Bis(4-aminophenyl)sulfid (107) ohne groere Probleme

analog zu einer Literaturvorschrift von C. BOLM et al. durchgefithrt (Schema 1).'*

Das 4,4 -Diacetamidodiphenylsulfid (110), welches im ersten Schritt hergestellt wurde, fiel
unter den in der Literatur beschriebenen Bedingungen der Aufarbeitung aus. Wahrend in
der Literatur eine Extraktion mit Dichlormethan angegeben war, lief§ sich das Produkt mit
diesem Losungsmittel nur zu sehr geringem Anteil in die fliissige organische Phase
liberfithren. Daher wurde es stattdessen abfiltriert und durch Waschen mit
Natriumhydrogencarbonatlosung und anschlieBende Umnkristallisation in einem Ethanol-
Wasser-Gemisch gereinigt. So konnte auf die in der Literatur beschriebene

sdulenchromatographische Trennung verzichtet werden.

NHZCN \
CHzClz AcHN NHAc D'V'F 0°C-RT  AcHN NHAc
93% 60% 111
mCPBA O N-CN o NH
MeOH AcHN NHAc EtOH HoN NH,
73% 34% 109

Schema 1: Synthese des Sulfoximin 109 als isoelektronisches Analogon zu Dapson (105).

In einer ersten Durchfithrung der Oxidation mit Diacetoxyiodbenzol zum Sulfilimin 111
wurde das nach erfolgloser Saulenchromatographie mit den literaturbeschriebenen
Losungsmitteln erhaltene Gemisch aus Ol und Feststoff durch Waschen mit Acetonitril
getrennt und der erhaltene Feststoff als gewiinschtes Produkt identifiziert. Dabei wurde
mit 45% eine dhnliche Ausbeute wie in der Literatur (47%) erzielt. In einer zweiten

Durchfithrung des Experiments wurde das Rohprodukt nach Extraktion und Trocknung
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mit Ethylacetat versetzt, wodurch das Produkt ausgefillt und abfiltriert werden konnte.

Auf diese Weise wurde sogar eine Ausbeute von 60% erreicht.

Bei der anschlieBenden Oxidation zum geschiitzten Sulfoximin 112 war wieder ein
Loslichkeitsproblem des Produkts zu beobachten. Bei der Extraktion mit dem in der
Literatur verwendeten Dichlormethan blieben grofle Mengen weilen Feststoffs ungelost,
weshalb dieser abfiltriert wurde. Wéahrend durch die Extraktion rund 80 mg Rohprodukt
gewonnen werden konnten, wurden 290 mg Feststoff durch Filtration erhalten, welcher
sich als das gewiinschte Produkt herausstellte. Jedoch waren 14% Verunreinigung durch
das Edukt im '"H-NMR-Spektrum zu erkennen, wodurch sich eine Ausbeute von 73% ergibt

(Lit.: 78%).

Das saubere Endprodukt (109) wurde erst nach zweifacher Chromatographie im Anschluss
an die saure Entschiitzung erhalten. Dadurch kam es zu einer geringen in Ausbeute (34%),

wahrend die Literaturstelle eine Ausbeute von 85% beschreibt.
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5.1.2 Synthese der Benchmark-Verbindung 91

Die Verbindung wurde ausgehend von 1,2-Dichlornitrobenzol (114) durch nukleophile
aromatische Substitution mit 2-Mercaptobenzothiazol (113) als Nukleophil und
anschlieBende Reduktion der Nitrogruppe hergestellt. Dabei wurden Base und
Losungsmittel fiir die Substitutionsreaktion einer Veréffentlichung von SAFONOVA et al.

2L wihrend fiir die Reduktion klassische Lehrbuchbedingungen verwendet

entnommen,
wurden. In Bezug auf die Ausbeute, hétten die Bedingungen weiter optimiert werden
miissen. Die Menge des mit 10% Ausbeute erhaltenen Produktes reichte jedoch fiir die
biochemischen Test vollkommen aus, weshalb auf diesen Mehraufwand verzichtet wurde.
©[S>:S . Cl K2003 \,/ Zn/HCI \,/
N CI: j “NO, DMF @ MeOH/HZO Q/
RT - 60 °C Reflux

113 114 72% 10%

Schema 2: Synthese der Benchmark-Verbindung 91, die als K-RAS-Ligand mit einem Kn-Wert von 92 uM

beschrieben wurde.

Die Gruppe um XIE beschreibt ihre FErgebnisse zu der von ihnen als ,,0375-0604¢
bezeichneten Verbindung (91) ausgehend von Docking-Studien.” Die Assoziation an
K-RAS wurde mittels Biolayer-Interferometrie ermittelt und ansonsten wurden in vivo
Tests durchgefiihrt, um den inhibitorischen Einfluss der Verbindung auf die Proliferation
bei K-RAS-mutierten Zellen von nicht kleinzelligem Lungenkrebs zu zeigen. Auch
beschreiben XIE et al. eine Inhibierung der Bildung des K-RAS-GTP-Komplexes und der

% Somit sollte davon

Downstream-Aktivierung von K-RAS in vivo durch die Verbindung 91.
auszugehen sein, dass die Verbindung 91 an GDP-gebundenes K-RAS binden sollte. An

der Ruhruniversitdt Bochum durchgefithrte NMR-Untersuchungen widerlegten jedoch eine

Assoziation an inaktives K-RAs4B (Tabelle 3).

In einer weiteren Publikation, die erst nach dieser Nachsynthese Beachtung fand, werden

Derivate dieser Verbindung von MILIK et al. beschrieben, die beziiglich ihrer Inhibitor-
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Eigenschaften gegeniiber dem EGF-Rezeptor analysiert wurden.'”? Da dieser Rezeptor
einen Upstream-Effektor des RAS-Proteins darstellt, ldsst das die Vermutung zu, dass die
in vivo Ergebnisse von XIE et al. eventuell gar nicht auf einer Inhibierung von K-RAS

beruhen, sondern auf Off-Target-Effekte zuriickzufithren sind.

5.1.3 Betrachtung der berechneten Bindungsmodi der schwefelverbriickten

Bisarylverbindungen

Obwohl die untersuchten Verbindungen eine stiarkere Assoziation an K-RAS ausweisen als
das BPS (102), inhibieren sie den SOS-vermittelten Nukleotidaustausch schlechter als
diese Ausgangsverbindung. Da sich die Verbindungen in ihrer Gréfie kaum von BPS
unterscheiden, ist eine unzureichende Grofle fiir die Inhibition von PPIs als Grund fiir die

geringen Effekte im Austauschassay ausgeschlossen.

Aus diesem Grund wurden die aus Bochum erhaltenen NMR-Verschiebungen verwendet,
um Rahmenbedingungen fiir eine Berechnung moglicher Bindungsmodi mit Hilfe der
Haddock-Software zu liefern. Bei den Ergebnissen wird als Kenngrofie der Haddock-Score,
der eine energetische Bewertung der einzelnen Cluster beinhaltet, neben der Zahl der
Clustermitglieder, dem RMSD-Wert (Root-mean-square deviation) und einer Energie
(restraints violation energy, RVE) fiir nicht eingehaltene Rahmenbedingungen
angegeben (vgl. Kapitel 3.1.3). Der angegebene RMSD-Wert, ist dabei eine Grofle, die die
Abweichung der Atompositionen des Proteins im Unterschied zur energiedrmsten
Proteinstruktur bezeichnet. In den Abbildungen der Haddock-Ergebnisse folgt die
Clusterbezeichnung der Zahl der Clustermitglieder, wiahrend die Sortierung der Cluster

dem Haddock-Score folgt.
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Proteinoberflache

u Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen groRer als 1o

. Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen groRer als 20

I Cluster2 [18.3+2.7,34,05+0.1,1.7 £0.8]
[ Cluster1 [-15.7+0.7,66,0.8 + 0.2, 1.4 + 0.6]
|| Cluster8 [11.8+3.2, 51.2%0.1,09%03]
|| Cluster3 [-10.3+1.4,28,1.0+0.1,1.8+0.9]
|| Cluster5 [ -94#1.7,12,04+0.1,1.5%0.3]
I Cluster4 [ -7.4+15,14,1.1+0.1,04+0.1]
[l Cluster9 [ -64+3.0,569+10.7,4.2+0.4]
|| Cluster10 [ -45+21, 4,1.2+0.3,0.9+0.4]
[ Cluster7 [-2.4+1.0,5,0.7 +0.0,10.1 + 15.1]
i Cluster6 [ -2.2+0.8, 8,0.7+0.1,0.9%0.6]

+ < Haddock-Score — =

Abbildung 43: Darstellung der durch Haddock 2.4 unter Beriicksichtigung der NMR-Restraints berechneten
Cluster fiir die Bindung von Dapson (105) an GDP-gebundenes K-Ras4dBY' (PDB:6MBT); dabei [Haddock-
Score, Zahl der Clustermitglieder, RMSD-Wert, RVE]; der weile Pfeil kennzeichnet die Lage der SI/II-
Bindestelle.

Fiir das Dapson (105) zeigen die Ergebnisse der Rechnung bereits mehrere mogliche
Cluster an verschiedenen Positionen der Proteinoberfliche (Abbildung 43). Dabei liegen
die beiden energiegiinstigsten und gleichzeitig groften Cluster nahe der SI/II-Bindestelle,
weshalb angenommen werden kann, dass der Ligand tatsédchlich in der adressierten Region
gebunden wird. Trotz der dhnlichen Gréfle und des dhnlichen Bindungsmodus weist
BPS (102) eine besser erkennbare Inhibition des SOS-abhingigen Nukleotidaustauschs
auf. Die Ursache hierfiir bleibt ungeklért, wobei die Vermutung naheliegt, dass durch die
Aminogruppen &hnliche Wechselwirkungen mit SOS moglich bleiben wie ohne den

Liganden.

Die bessere Bindung des Diarylsulfids 108 in Verbindung mit der nicht zu beobachtenden
Inhibition des Nukleotidaustauschs fithrt bei dieser Erkldrung jedoch zunédchst zur
Verwunderung. Bei Betrachtung der Haddock-Ergebnisse ldsst sich aber eine mogliche

Erklarung dieses Phédnomens finden.
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Proteinoberflache

[_] Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen gréRer als 10

- Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen groRer als 20

[ Cluster 1  [-23.340.8,86,0.240.1,452+ 18.7]
[0 Cluster2 [200%0.9,52,22%1.9, 28+ 1.1]
|| Cluster3 [-19740.7,25 13400, 1.1+ 05]
[ | Cluster4 [-18.3%0.8,13,0.3£0.1,51.5%15.0]
| | Cluster5 [-90+15 810401, 21+ 1.0]
[ Cluster6 [ -87%09, 413201, 09+ 04]

+ <« Haddock-Score — =

Abbildung 44: Darstellung der durch Haddock 2.4 unter Beriicksichtigung der NMR-Restraints berechneten
Cluster fiir die Bindung des Diarylsulfids 108 an GDP-gebundenes K-RAsdBVT (PDB:6MBT); dabei [Haddock-
Score, Zahl der Clustermitglieder, RMSD-Wert, RVE]; der weie Pfeil kennzeichnet die Lage der SI/II-
Bindestelle.

Bei dieser Berechnung fallt auf, dass der grofite und gleichzeitig energiegiinstigste Cluster
nun eher in der Region der SIIP-Bindestelle liegt. Eventuell fiithrt die Abwesenheit der
Sulfon-Sauerstoffatome zu einer leichteren Einpassung in diese Protein-Bindestelle, was die
fehlende inhibitorische Wirkung im RAS-SOS-Austauschassay erklaren wiirde. Es darf aber

auch nicht vernachlissigt werden, dass der zweitgiinstigste und gleichzeitig zweitgrofite
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Cluster wieder in der SI/II-Bindungsregion liegt, wihrend die NMR-Verschiebungen besser
zu diesem zweiten Cluster passen. Das ist an der deutlich héheren RVE fiir den ersten
Cluster zu erkennen. Die Verschiebungen, die zu einer Berechnung des Cluster 1 gefiihrt
haben, kénnten auch allosterischer Natur sein und durch eine Bindung in der SI/II-Region
induziert werden. Diese Art der Wechselwirkung wird von Haddock nicht entsprechend
beriicksichtigt. Folglich wire der Verlust der inhibitorischen Wirkung nur noch durch die
elektronische Natur und die GroBe der verbriickenden Gruppen zu erkldaren, da das Sulfon

sterisch anspruchsvoller ist und elektronenziehend auf die aromatischen Ringe wirkt.

Die analoge Verbindung 107, bei der nur die Hydroxy-Gruppen gegen Aminogruppen
ausgetauscht wurden, weist eine dhnliche Clusterstruktur auf (Abbildung 45). Wieder
liegt der energiegiinstigste Cluster in der SIIP-Bindungsregion, wéahrend der zweit-
giinstigste Cluster in der adressierten SI/II-Bindestelle liegt. Bei dieser Rechnung liegen
die Energien fiir die Bewertung der Restraint-Verletzungen jedoch sehr dicht beieinander,
wéihrend Cluster 1 mehr Mitglieder beinhaltet. Zusétzlich ist zu beriicksichtigen, dass sehr
viele Aminosduren auf der Proteinoberflaiche Differenzen der NMR-Verschiebungen
aufwiesen, die grofler sind als die zweifache Standardabweichung sind. Dieser Effekt kann
auftreten, wenn viele Aminosduren durch den induzierten allosterischen Effekt der
Verbindung eine Anderung der chemischen Umgebung erfahren oder wenn die Verbindung
in mehreren verschiedenen Regionen des Proteins bindet. Leider konnen diese beiden Félle
an dieser Stelle nicht unterschieden werden, weshalb nicht zu klaren ist, woher der Verlust
der inhibitorischen Wirkung im Vergleich zum BPS (102) kommt. Weiterhin kénnen aber
sowohl die Griinde, die fiir das Dapson (105) aufgefithrt wurden, als auch der Unterschied
in sterischer und elektronischer Natur wie bei dem Diphenolsulfid 108 fiir diesen Effekt

verantwortlich sein.
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Proteinoberflache

|_| Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen gréRer als 1a

- Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen groRer als 20

I Cluster 2
[ Cluster 1
|| Cluster8
|| Cluster7
|| Cluster4
[H Cluster5
1 Cluster 3
|| Cluster6

+ <«— Haddock-Score — =

[-16.1+1.0,56,0.3+0.2, 99.9+157]
[-149+1.1,92,1.14£0.0, 97.7+37.0]
[ 6.6+£3.8 5 45£6.0, 145.6 £29.1]
[-54+51, 529+25, 120.0+30.7]
[-5.2+41, 6,1.7£0.1,143.1£29.0]
[-41£19, 6,23£0.1, 89.2+25.0]
[ -27+36, 7,20+0.2, 97.1+28.9]
[ 21%6.1, 5,40£4.9, 132.8+53.4]

Abbildung 45: Darstellung der durch Haddock 2.4 unter Beriicksichtigung der NMR-Restraints berechneten
Cluster fiir die Bindung des Diarylsulfids 107 an GDP-gebundenes K-RAsdBVT (PDB:6MBT); dabei [Haddock-
Score, Zahl der Clustermitglieder, RMSD-Wert, RVE]; der weiBe Pfeil kennzeichnet die Lage der SI/II-

Bindestelle.

Am wenigsten zu begriinden bleiben die deutlichen Unterschiede der inhibitorischen
Wirkung fiir die beiden Verbindungen 106 und 109. Fiir diese Verbindungen weisen die
Haddock-Ergebnisse sowie die Verschiebungen der NMR-Signale aus dem 'H-*N-HSQC

aus Bochum deutlich darauf hin, dass die Verbindungen in der adressierten SI/II-Region

binden (Abbildung 46 und Abbildung 47).
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Proteinoberflache

|_j Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen groRer als 10

Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen gréRer als 20

[ Cluster1 [-18.7£1.9,110,6.6+11.0,29+1.2]
[l Cluster2 [-12.2+15, 23,0.7+0.1,1.3+0.8]
|| Cluster6 [10.2+15, 6 ,1.4+0.1,0.90.3]
|| Cluster3 [ -8.7+1.4, 17,0.6+0.1,1.2+0.5]
|| Clusterd [ -7.8+12, 16,0502 3719
[ Cluster5 [-57+12, 9,1.0£03,1.4+0.4]

+ <«— Haddock-Score — =

Abbildung 46: Darstellung der durch Haddock 2.4 unter Beriicksichtigung der NMR-Restraints berechneten
Cluster fiir die Bindung des Sulfons 106 an GDP-gebundenes K-RAs4BY' (PDB:6MBT); dabei [Haddock-
Score, Zahl der Clustermitglieder, RMSD-Wert, RVE]; der weile Pfeil kennzeichnet die Lage der SI/II-
Bindestelle.

Fiir das Sulfon 106 liegen die beiden energiegiinstigsten und grofiten Cluster genau in der
SI/1I-Bindestelle, wahrend sich die schlechter bewerteten Cluster in der direkten
Nachbarschaft hierzu befinden. Diese Beobachtung deutet aber trotzdem auf eine Bindung
in der SI/II-Bindestelle hin. Obwohl auch fiir dieses Derivat eine bessere Bindung an GDP-
gebundenes K-RAS festgestellt wurde als fiir BPS (102), ist diese schwécher als fiir das
Dapson (105). Aus diesem Grund wurde die inhibitorische Wirkung von Verbindung 106

nicht im RAS-SOS-Austauschassay untersucht.

Bei dem synthetisierten Sulfoximin 109 als isoelektronisches Derivat von Dapson (105)
konnte die zusétzliche Imin-Funktion wie beschrieben keine Verbesserung der Affinitét
herbeifithren. Dabei liegt die Affinitdt dieser Verbindung im gleichen Bereich wie die des
BPS (102). Auch weisen die Ergebnisse der NMR-Experimente auf eine Bindung in der

SI/II-Bindestelle hin, wie die Haddock-Rechnung zeigt (Abbildung 47).
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Abgesehen von Cluster 1 kommen die energiegiinstigsten Cluster in genau dieser Region
zu liegen. Cluster 1 kann aber auf eine allosterische Konformationsdnderung der Switch-
Regionen zuriickgefithrt werden, die durch eine Bindung an die SI/II-Bindestelle bedingt
sein konnen. Aus der Analyse der Bindungssituation mit Hilfe der Haddock-Software wird
daher keine Begrindung fiir den Affinitatsverlust im Vergleich zum Dapson (105)

ersichtlich.
O NH

N1/

oL
H,N NH

Proteinoberflache

Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen groRer als 10

2

- Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen gréRer als 20

I [ Clusterd [24.0:16,1503+02 16+ 1.0]
¢|u Cluster 1 [-17.6+0.6, 60, 1.4 + 0.2, 33.4 + 18.9]
5 [ Cluster2 [142£01,42,1.1£02, 08% 0.5]
(‘,):’ L{ Cluster9 [120%19, 504+01, 23+ 1.3]
% |Cluster3 [115£10,22,21£02, 12+ 0.1]
8 [ Custer6 [11.1£10, 820201, 21t 16]
® L Cluster5 [ -7.4+08,11,07£02, 07+ 1.0]
T i cCusterto [-53£19 4,07%01, 08+ 03]
+ [il Cluster8 [ -50+12, 52201, 7.8+11.3]
4 [ Custer7 [-22:19, 7,07+0.1, 1.6+ 1.1]

Abbildung 47: Darstellung der durch Haddock 2.4 unter Beriicksichtigung der NMR-Restraints berechneten
Cluster fiir die Bindung des Sulfoximins 109 an GDP-gebundenes K-Ras4BVT (PDB:6MBT'); dabei [Haddock-
Score, Zahl der Clustermitglieder, RMSD-Wert, RVE]; der weie Pfeil kennzeichnet die Lage der SI/II-
Bindestelle.
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5.2 Austausch der Hydroxygruppen bei kohlenstoffver-

briickten Bisphenolderivaten

Da der Austausch der phenolischen Hydroxygruppen fiir die thioverbriickten Bisaryle zu
einer Affinitéatssteigerung gefiithrt hatte, wurde diese Variation auch fiir BPA (101) und
BPAF (103) getestet. Fiir beide Félle zeigte sich eine Verschlechterung der
Bindungsaffinitdt an GDP-gebundenes K-RAS. Dabei bleibt die Bindung nur fiir das BPA-
Derivat 116 in der gleichen GréBenordnung, wihrend fiir das BPAF-Derivat 117 keine

Assoziation mehr festzustellen ist.

Da zudem bekannt war, dass bereits eine einseitige Alkylierung der Bisphenolverbindungen
zum Bindungsverlust fithrt, stand als Option fiir eine Derivatisierung nur die verkniipfende
Position zur Verfiigung. Da hierfiir vor allem das 4,4‘-Dihydroxybenzophenon (DHBP,
118) ein gutes Edukt darstellt, wurde dieses auch vorab getestet. Ebenso wurde das Amin-
Derivat dieser Verbindung (119) untersucht, wobei fiir dieses keine Bindung festzustellen
war. Somit beschrinkt sich der positive Effekt der Substitution der phenolischen

Hydroxygruppen durch Amine auf die schwefelverbriickten Bisarylverbindungen.

Das DHBP (118), welches bei weiteren Derivatisierungen als Grundbaustein diente, zeigte

allerdings mit einem Kp-Wert von 9.1 mM eine recht geringe Assoziation an K-RAS4B.
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Tabelle 4: Testergebnisse zu Amin-Derivaten von zuvor gefundenen K-RAs-Liganden.

Biochemische Daten

Kp [mM] ICs0 [nM]
Verbindung HLN-HSQC RAS-SOS-Austausch-Assay
WT WT
wr (cpp) W7 et BN G1ep qlav
) (Jan. 2020)  (Feb. 2020)
101 0.6 + 0.2 1440 >3000 - - 1879
HO OH
116 1.1 4+04 >3000 - - >3000 >3000
H,N NH,
F5C CF3
103 0.4+ 0.1 1272 - - >3000 2259
HO OH
gel6st, keine
117 Bindung i i i i i
H,N NH,
0
118 9.1+ 3.9 807 2631 - ; -
HO OH
o)
gelost, keine
119 Bindung i i i i i
H,N NH,
5.2.1 Betrachtung der berechneten Bindungsmodi der kohlenstoffverbriickten

Diarylverbindungen

Fiir die beiden bindenden Derivate 116 und 118 wurden erneut Haddock-Rechnungen

anhand der 'H-YN-HSQC-Daten durchgefithrt. Da die Verbindungen beide zu einer

Verdnderung der chemischen Verschiebung fiir viele Aminosduren von K-RAS fithrten,

zeigen die Ergebnisse mehrere Cluster. Dennoch liegen bei beiden Rechnungen die grofiten
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und gleichzeitig energetisch giinstigsten Cluster in der SI/II-Bindetasche. Sowohl fiir das
Amin-Analogon  von  Bisphenol A  (Abbildung 48), als auch fir das
DHBP (Abbildung 49) liegen in der Switch-Region um die Nukleotidbindestelle Cluster
vor. Diese wurden vermutlich aufgrund einer allosterischen Konformationsidnderung mit

einhergehender Anderung der Aminosiureverschiebung im NMR-Experiment berechnet.

H,N ‘ ‘ NH,

Proteinoberflache

[_l Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen gréRer als 10

. Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen groRer als 20

[ Cluster1 [-4.9%3.1,81,1.2£0.0,200.4 +48.9]
[l Cluster2 [-1.4+5.4,63,04+0.2,256.4 +40.9]
|| Cluster3 [-3.1+4.4,14,1.7 £0.1,303.9 + 72.3]
| | Cluster6 [4.2+34, 6,04+0.1,3424+67.5]
| | Cluster4 [4.7+5.3,11,1.0+0.0,247.4 +99.5]
[ Cluster7 [10.2£3.4, 5,1.3£0.1, 306.4 £ 49.2]
|| Cluster5 [155+1.8, 9,2.2+0.1,322.8+12.1]

+ <« Haddock-Score — =

Abbildung 48: Darstellung der durch Haddock 2.4 unter Beriicksichtigung der NMR-Restraints berechneten
Cluster fir die Bindung des BPA-Derivats 116 an GDP-gebundenes K-RAS4BW' (PDB:6MBT); dabei
[Haddock-Score, Zahl der Clustermitglieder, RMSD-Wert, RVE]; der weifle Pfeil kennzeichnet die Lage
der SI/1I-Bindestelle.
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0]

HOOH

Proteinoberflache

|_l Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen gréRer als 1o

. Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen groRer als 20

[ Cluster1  [-16.8+1.5,121,03+0.2, 71.1+454]
[0 Cluster2 [-13.4%26,17,1.2£0.2, 113.2 + 29.4]
[ ] Cluster3 [10.4+1.7,15, 1.1+0.1, 93.5+27.9]
[ | Cluster5 [-96%32 8 1301, 111.1+446]
[ | Cluster4 [ -89%42 10,06%0.1,109.9+33.5]
[H Cluster6 [ -3.9436, 6,2.1+0.1, 117.0 + 26.1]
[11 Cluster7 [ 1.0£13, 4,1.0£0.1,124.3 £ 30.6]

+ -<-— Haddock-Score — =

Abbildung 49: Darstellung der durch Haddock 2.4 unter Beriicksichtigung der NMR-Restraints berechneten
Cluster fiir die Bindung des DHBPs (118) an GDP-gebundenes K-RAs4BYT (PDB:6MBT); dabei [Haddock-
Score, Zahl der Clustermitglieder, RMSD-Wert, RVE]; der weie Pfeil kennzeichnet die Lage der SI/II-
Bindestelle.

Fiir beide Verbindungen ist anhand der NMR-Verschiebungen kein Unterschied im
Bindungsmodus im Vergleich zum Bisphenol A (101) festzustellen. Somit bleibt fiir die
Amin-Verbindung 116 nur der Unterschied in der elektronischen Struktur, wéhrend bei
Verbindung 118 auch der Winkel zwischen den beiden Aromaten verdndert vorliegt. Der

Winkel von 109.5° am tetraedrischen Kohlenstoff des BPA (101) scheint dabei giinstiger
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zu sein als der 120°-Winkel des DHBPs (118). Jedoch kénnte auch der elektronenziehende
Effekt der Carbonylgruppe seinen Teil zum Verlust an Affinitét gegeniiber dem K-RAS-

Protein beitragen.

5.3 Hydrazonderivate von DHBP als K-RAS-Liganden

5.3.1 Suynthesen und erste biochemische Daten

Bei der Derivatisierung des DHBPs zeigte sich, dass durch Kondensation mit aromatischen
Hydrazinderivaten zu den entsprechenden Hydrazonen eine Steigerung der Affinitat im
Vergleich zum DHBP zu erreichen war. Die Idee hinter dieser Derivatisierung kam durch
eine Verdffentlichung zur anticancerogenen Wirkung des Dinitrophenylhydrazons 125
zustande. Dabei wurde dieses Hydrazon in Phase I der klinischen Testung als

Antikrebsmedikament getestet, ohne dass ein Wirkmechanismus beschrieben wurde.'*

Da die urspriinglich von MORGAN et al. wegen seiner Isosterie zu Tamoxifen® als
Antioestrogen entwickelte Verbindung das Bisphenol-Motiv aufwies,'” bestand die
Vermutung, dass es sich bei der beschriebenen Verbindung eventuell um einen Liganden
von K-Ras4B handeln konnte. Im NMR-Experiment der Bochumer Arbeitsgruppe wurde

eine Assoziation des Dinitrophenylhydrazons 125 an GDP-RAS aber widerlegt.

Parallel wurden aber bereits weitere Derivate der Verbindung durch Kondensation von
Arylhydrazinen oder deren Hydrochloridsalzen mit DHBP unter sauren Bedingungen
hergestellt. Dabei diente entweder Essigsidure oder Schwefelsiure als Katalysator.'*'2* ITm
Gegensatz zu den Angaben in der Publikation von MORGAN et al. konnten die Hydrazone
nicht allein durch Umkristallisation in sauberer Form erhalten werden, da auch nach den

Aufreinigungsversuchen immer Spuren des DHBPs vorhanden waren.
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Tabelle 5: Darstellung der synthetischen Methoden und Ausbeuten der DHBP-Hydrazonderivate sowie erster
zugehoriger Kp- und ICs-Werte. Dabei sind die Derivate von oben nach unten mit abnehmender

Elektronendichte im Aromaten sortiert.

Biochemische Daten

Chemische Daten

Kp [mM] ICs0 [uM]
'H-"N-HSQC RAS-SOS-Austausch-Assay
Aus- WT WT WT
Verbindung " W (GDP) ne N qep arev
beute 1] (Jan. 2020)  (Feb. 2020)
R :-H
120 R« ..p 79% 1.3 4 0.1 1697 >3000 § 2150 1214
X : CH
R :-Cl
121 Rpe..p 46%® 1.6 + 0.3 1578 1806 932 1667 1929
X : CH
R :-F
122 R« . g 36% 1.0 4+ 0.1 1466 >3000 : 2542 2325
X : CH
R :-CF; 165t kei
123 R« ..H 98% ) ge];_St‘(’i e 98y 1266 - - -
indung
X : CH
R¢ :-H P
124 e ogrge  ECOSLKONC T ae - - . .
X N Bindung
R' :-NO:
125 ‘ keine keine 242 (falsch
R“ : -NO»  51% _ 2050, 361* o - -
X . CH Bindung Kurve* positiv)*

(a) 0.7 Aq. DHBP, 2 — 3 Aq. AcOH, MeOH, 50 °C; (b) ArNHNH.-HCI, 2 — 3 Aq. AcOH, MeOH, 50 °C; (¢) ArNHNH,-HCI,
0.7 Aq. DHBP, 3.6 Aq. H2SO4, MeOH, 50 °C.
* auffillig im GDP-Glo-Kontroll-Assay
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Selbst durch saulenchromatographische Trennung lie sich das DHBP bei einigen
Derivaten nur sehr schwer abtrennen, da diese Produkte sehr dhnliche Retentionszeiten
aufwiesen, wie diese Edukt. Die Ausbeute an reinen Hydrazonen wurde daher haufig durch

den Erhalt von Mischfraktionen verringert.

Die Hélfte der Verbindungen zeigte eine Affinitdt gegeniiber der inaktiven Form von
K-RAS4B, wie die Ergebnisse der 'H-"N-HSQC-Experimente zeigen. Somit scheint der
zusétzliche aromatische Rest eine Affinititssteigerung zu bewirken. Dennoch konnte die
Variation des elektronischen Charakters dieses aromatischen Restes keine Kklaren
Aufschliisse iiber eine Struktur-Wirkungsbeziehung an dieser Position liefern, da die
bestimmten Werte in der gleichen Groflenordnung liegen. Fiir das Dinitroderivat 125 ist
anzumerken, dass diese Verbindung farbintensiver war als die anderen Hydrazone und
daher mit der Farbindikation des Austauschassays interferierte. Dadurch kam es

vermutlich zu einem falsch-positiven Ergebnis.

5.3.2 Versuche zur Reduktion der Hydrazone

Da die Maoglichkeit besteht, dass das DHBP (118) durch seine sp>Hybridisierung des
verbriickenden Kohlenstoffatoms schwécher bindet als das sp’verbriickte BPA (101),
wurden einige erfolglose Versuche unternommen, die bindenden Hydrazone zu den
entsprechenden Hydrazinen zu reduzieren. Um die Gefahr moglicher Nebenreaktionen zu
verringern, wurden diese Reaktionen zunéchst fiir das phenylsubstituierte Hydrazon 120

durchgefithrt (Tabelle 6).

Der einzig vielversprechende Versuch war dabei die Reduktion mit Hilfe von Palladium
auf Kohle unter Wasserstoffatmosphére mit Toluol als Losungsmittel. Bei dieser Methode
war bei einem ersten Versuch eine polarere Verbindung entstanden, die jedoch aufgrund

der geringen Ansatzgrofie fiir die Durchfithrung von NMR-Experimenten nicht in
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ausreichender Menge gewonnen werden konnte. Aus diesem Grund wurde der Ansatz in

groBerem MaBstab wiederholt, wobei zunéchst lange keine andere Verbindung entstand.

Tabelle 6: Getestete Reduktionsmethoden fiir die Hydrazone.

N‘,NH
HOOH
120

¢

Reduktion

e ——

N

Hn-NH
JoH

HO ‘ ‘ OH
12

6

Methode

Ansatzgrifie/Beobachtung

a) 5 Aq. Magnesium,
MeOH'>

b) 1.5 Aq. LiAlH,, THF'*

¢) 3 Aq. LiAlH,, THF'®

d) Hs, Pd/C, Toluol

e) 3 Aq. NaBH,, 3 Aq. LiCl,
Dowex 50WX2 (H'),
THF'

f) 5 Aq. NaBH(OAc)s,
3 Aq. AcOH, MeOH,
0°C - R

5 Aq. NaCNBH;,
3 Aq. AcOH, MeOH,
0°C-RT™

o
~

150 mg Ansatz

150 mg Ansatz

30 mg Ansatz:

30 mg Ansatz:

30 mg Ansatz

300 mg Ansatz:

30 mg Ansatz:

30 mg Ansatz:

30 mg Ansatz:

nach Verbrauch des Magnesiums war die Produktmasse
nicht nachzuweisen

Produktmasse nicht in LCMS nachzuweisen
polareres Produkt in HPLC nachzuweisen aber
weiterhin Edukt vorhanden, Produktmasse in LCMS
nicht vorhanden

keine Veranderung des HPLC-Chromatogramms iiber

mehrere Tage

polareres Signal, kaum Eduktsignal (HPLC und DC),
NMR wegen zu geringer Menge nicht moglich
zunéchst lange gleichbleibend, dann unpolarere Spots
auf der DC-Platte; iitber NMR als Anilin und Bis(4-

hydroxyphenyl)methanol identifiziert

nur Edukt-Signal im HPLC-Chromatogramm/auf der
DC, wéhrend zwei verschiedene NaBHs-Chargen
ausprobiert wurden

nur Eduktsignal im HPLC-Chromatogramm/auf der
DC

nur Eduktsignal im HPLC-Chromatogramm/auf der
DC

Nach langerer Zeit wurden {ber

Diinnschichtchromatographie zwei unpolarere

Verbindungen ausgemacht, welche sdulenchromatographisch gereinigt und iiber NMR-
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Experimente charakterisiert wurden. Dabei sind sowohl Anilin als auch das
Reduktionsprodukt von DHBP, Bis(4-hydroxyphenyl)methanol, als die zwei Produkte
identifiziert worden. Somit scheint zunfchst das Hydrazon zerfallen zu sein, wobei

anschlieend das Arylhydrazin und das Benzophenon reduziert worden sind.

5.3.8 Nahere biochemische Betrachtung einiger Hydrazone von DHBP

Zwei der Hydrazone, die Verbindungen 121 und 122, wurden fiir eine Priifung im weniger
durchsatzstarken MST-Assay in Dortmund ausgewédhlt. Dabei wies das Chlorphenyl-
Derivat 121 eine schwache Bindung im MST auf, wihrend das Fluorphenylhydrazon 122
niedrige Dissoziationskonstanten beim Wildtyp-Protein sowie der G12D-Mutante aufwies.
Sowohl fiir die inaktive GDP-Form als auch fiir die GTP-Form, welche unter Verwendung
des hydrolysestabilen ~GTP-Derivats GppNHp nachgestellt wurde, wies die
Verbindung 122 im MST Affinitdten im mikromolaren Bereich auf (Tabelle 7). In
Zellassays beim Lead Discovery Center zeigte die Verbindung ebenfalls eine betréchtliche

Wirkung.

Tabelle 7: Daten des MST- und Cell-Titer-Glo-Assays fiir das Fluorphenylhydrazon 122.

Ko [pM] ICs0 [nM]
MST Cell-Titer-Glo-Assay
Al N
Verbindung
NCI-
WT WT G12D G12D HCT15  H358 441 SNU-1
GDP GppNHp GDP GppNHp (G13D) (G120) (G12V) (G12D)
F
1.1 1.3
N H 1.4 2.9 17.6 33.7 24.7 23.7

l ! l 0.84 0.51
HO OH

122
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Auch in weiteren CTG-Ergebnissen zeigt sich die Verbindung wieder als eine der
inhibitorisch wirksamsten aus ihrer Substanzklasse, wobei sich die GréBenordnung mit den
bereits zuvor angegebenen Werten einiger dieser Zelllinien bestétigt. Auch die
Trifluormethyl-Verbindung 123 zeigt gute Ergebnisse, jedoch war diese Verbindung in
bisherigen Bindungsstudien an K-RAS nicht als K-RAS-Ligand identifiziert worden,

weshalb der zellulare Effekt vermutlich andere Ursachen hat.

Tabelle 8: Weitere CTG-Daten fiir die Substanzklasse der Hydrazone von DHBP.

Verbindung ICs0 [uM]
R Cell-Titer-Glo-Assay
]
XS A g
N"NH A549  Capan-l  DLDI1 HCT13 K562 MolgM' H358 }\15411 SNU-1
(G128)  (G12V)  (G12D)  (G13D) (WT) W) (G120) (C12v) (G12D)
HO OH
R :-H
120 R« ..g 35.5 80.7 34.7 22.5 5.01 15.6 37.6 27.7 24.4
X : CH
R :-Cl
121 Rpe« .. 35.0 741 29.1 60.6  28.0 548 402 693 748
X : CH
R :-F
122 R« ..y
X : CH
R :-CF;
123 R« ..H
X : CH
R¢ :-NO»
125 R« ..NO,
X : CH

Die Dinitroverbindung 125 zeigt ebenfalls gute Werte in den CTG-Assays, wobei auch hier
bisher keine Bindung an K-RAS nachgewiesen werden konnte und die Verbindung zu farbig

war, um im Austauschassay relevante Ergebnisse zu liefern. Auch im MST-Assay ist diese
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Verbindung vermutlich nicht auf eine Assoziation an RAS zu priifen, da auch hier eine

fluoreszenzbasierte Messung erfolgt.

Neben einer zweistellig mikromolaren Inhibition in den Zellassays war die Verbindung 122
zusitzlich in der Lage die ERK-Phosphorylierung zu senken. Die EC;-Werte fiir
verschiedene Zelllinien mit K-RAS-Mutation lagen zwischen 146.0 und 303.5 pM, wobei die
K-RAS-Abhéngigkeit dieser Zellen aber nicht vollstandig geklért ist. Die Suche rein K~-RAS-
abhéngiger Zellen ist daher Gegenstand weiterer Forschungsarbeiten. Dennoch verspricht

diese Verbindung ein gewisses Potenzial als Leitstruktur fiir weitere SAR-basierte Ansétze.

5.3.4 Diskussion des Fluorophenylhydrazon 122 als K-RAS-Ligand

An dieser Stelle soll nun nur die Haddock-Rechnung fiir das herausstechendste
Hydrazonderivat des DHBPs diskutiert werden. Fiir die zwei weiteren Hydrazone 120 und
121, die ebenfalls im 'H-"N-HSQC-Eperiment eine Affinitat zu GDP-RAS aufweisen, sind

die Haddock-Rechnungen im Anhang dargestellt.

Die in Abbildung 99 dargestellten Cluster der gedockten Posen fiir das Fluorphenyl-
hydrazon 122 liegen sowohl in der Region der SI/II-Bindestelle als auch in Regionen der
Schleifen, die an der Nukleotidbindung beteiligt sind. Da der Cluster 1, welcher die SI/II-
Bindestelle exakt abdeckt, den grofiten und energiedrmsten Cluster darstellt und zudem
einen geringen Wert der Strafenergie fiir Restraintverletzungen aufweist, liegt nahe, dass
die Verbindung auch wirklich in dieser Region bindet. Die Verénderungen der chemischen
Umgebung der Aminosduren im Bereich der Nukleotidbindestelle sind dabei eventuell auf
Konformationsdnderungen der katalytischen Doméne bei Assoziation des Liganden
zuriickzufiihren. Dies wiirde auch die Zelleffekte und die Regulierung der ERK-
Phosphorylierung erkldren, da durch den Konformationswechsel Interaktionen mit

Downstream-Effektoren gestort sein konnten.
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N,NH
jsae!
HO O O OH

Proteinoberflache

Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen gréRer als 10

Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen groRer als 20

[ Cluster 1 [-24.7+1.7,102,21.9+12.6, 3.0 + 1.6]
[0 Cluster2 [-21.0%2.3, 55,29.2+0.0, 26.8 + 14.6]
[l Cluster4 [-15.0+3.1, 7,29.2+0.0, 15.8 +22.0]
[ | Cluster5 [ -83%6.1, 4,180+2.1,127+21.0]
| | Cluster3 [ -83+23, 8292+00, 41t 43|
[H Cluster8 [ -8.2+3.8, 4,29.3+0.0, 9.9+12.0]
[l Cluster7 [ -6.3+0.7, 4,29.2+0.0,10.1%155]
|| Cluster6 [ -3.3+1.9, 4,29.2+0.0,67.0+38.6]

4+ <-— Haddock-Score — =

Abbildung 50: Darstellung der durch Haddock 2.4 unter Beriicksichtigung der NMR-Restraints berechneten
Cluster fiir die Bindung des Hydrazons 122 an GDP-gebundenes K-RAas4BYT (PDB:6MBT); dabei [Haddock-
Score, Zahl der Clustermitglieder, RMSD-Wert, RVE]; der weiBe Pfeil kennzeichnet die Lage der SI/II-
Bindestelle.

Der zellulare Effekt scheint dabei nicht durch die Inhibierung der Wechselwirkung von
RAS mit dem Upstream-Effektor SOS hervorgerufen zu werden, da die zellulare Wirkung
deutlich stérker ist, als die halbmaximalen inhibitorischen Konzentrationen des RAS-SOS-
Austauschassays nahelegen. Weiterhin bleibt zu iiberpriifen, ob die zellulire Wirksamkeit
auf der Bindung an K-RAS beruht, da die im MST-Assay und im "H-"N-HSQC-Experiment
bestimmten Affinitéten sich in ihrer Gréflenordnung stark unterscheiden und nur die MST-
Daten von ihrer GroBenordnung mit den Zelldaten iibereinzubringen sind. Auflerdem
miisste der Ligand hinsichtlich seiner Selektivitdt gegeniiber einzelnen K-RAS-Mutanten
oder wenigstens im Vergleich zum WT-Protein verbessert werden. Die aktuelle leichte
Selektivitdat gegeniiber dem WT-Protein, welche in den Zellassays sichtbar ist, miisste

umgekehrt und verstiarkt werden.
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5.4 Sulfonylhydrazone aus DHBP als K-RAS-Liganden

5.4.1 Synthese und biochemische Daten

Da die Variation der verbriickenden Einheit der zwei Phenolringe iiber eine Kondensation
des DHBPs mit Arylhydrazinen bereits verhéltnisméflig gute Liganden von K-RAS ergeben
hatten, wurden weitere solcher Variationen angestrebt. Aus diesem Grund wurden diverse
Sulfonylhydrazide mit dem DHBP kondensiert. Hierzu mussten einige der
Sulfonylhydrazide zundchst durch Umsetzung des entsprechenden Sulfonsdurechlorids mit
Hydrazin-Monohydrat analog zu einer Vorschrift von LIU et al. hergestellt werden.'® Dabei
wurden die Sulfonylhydrazide nach Abfiltrieren und Waschen in reiner Form erhalten

(Tabelle 9).

Tabelle 9: Synthese der notwendigen Sulfonylhydrazide.

R' R’
NH,NH,+H,0 o /©/
[e) » \Y
~ 0=8

0=$ THF, 0°C ‘
& N
127 - 138
Chemische Daten
Verbindung Ausbeute
127 R* :-Cl 95%
128 R : -OCF; 98%
129 R :-CN 85%
130 R* : -NO2 92%

Die Synthese der Sulfonylhydrazone 131 — 138 erfolgte anschlieflend durch Kondensation
der Sulfonylhydrazide mit dem DHBP unter Saurekatalyse durch p-Toluolsulfonsiure.
Diese  Experimente  wurden analog zu einer  Vorschrift von  XIA et al.

durchgefithrt (Tabelle 10)."*°



Tabelle 10: Darstellung der synthetischen Methoden und Ausbeuten der DHBP-Sulfonylhydrazonderivate

sowie erster zugehdriger Kp- und 1Cs-Werte. Dabei sind die Derivate von oben nach unten mit abnehmender
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Elektronendichte im Aromaten sortiert.

131 -138

Chemische Daten

Biochemische Daten

Kp [mM] ICs0 [uM]
'H-"N-HSQC RAS-SOS-Austausch-Assay
N
Aus- WT WT neu WT neu
Verbind WT (GDP G12D G12V
crbmaung beute (GDF) @ (Jan. 2020) (Feb. 2020)
131 R :-OMe 19%@®  8elost, keine 1939 1626 - - :
Bindung
132 R :-Me 95%®  gelost, keine 1973 - 1197 1076 878
Bindung
133 R :-H 69%® 2.0 +£ 0.7 1359 1327 - 2427 1793
134 R : -Br 10%® 1.5 4+ 0.5** 993 2122 - 1515 1031
135 R :-Cl 10%® 1.4 + 0.7
136 R : -OCF; 34%® 1.4 + 0.5* 1303 1574 - 2427 2064
137 R :-CN 66%® 1.0 + 0.5% 1443 - 1229 1919 1629
138 R : -NO2 78% 3.5+ 1.6

101

(a) 1 Aq. DHBP, 1mol% p-TsOH-H:0, EtOH, 85 °C; (b) Synthese des Sulfonylhydrazins in situ: 2.5 Aq. NHoNHa - H20,

1 Aq. Sulfonsiurechlorid, THF, 0 °C; anschlieBend Methode (a).

*

** STD fir GDP- und GTP-Form unklar

#

bindet im STD an GDP- und GTP-Form

STD zeigt Bindung an GDP-Form, fir GTP-Form unklar

Der Literatur folgend, wurden die Reaktanden &quimolar eingesetzt, was jedoch zu

teilweise unvollstdndigen Umsétzen fiihrte. Zudem gestaltete sich die Aufreinigung der

Produkte schwierig, da auch hier die Produkte eine dhnliche Polaritit aufwiesen wie das
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DHBP. Nach sdulenchromatographischer Trennung waren héufig mehrfache

Umbkristallisationen notwendig, wodurch die Ausbeuten stark reduziert wurden.

Der Grofiteil der so erhaltenen Sulfonylhydrazone zeigt im NMR-Experiment eine
Assoziation an GDP-gebundenes K-RAS in der gleichen Groflienordnung wie die Hydrazone.
In den Daten des  Nukleotid-Austauschassays zeigen vor allem  das
Chlorphenyl-Derivat 135 und das Nitrophenyl-Derivat 138 eine inhibitorische Wirkung
auf die Interaktion von RAS und SOS. Die halbmaximalen inhibitorischen Konzentrationen
liegen dabei etwas niedriger als bei den Hydrazonen. Im Gegensatz dazu ist in den
Ergebnissen der Zellassays im Vergleich zu den Hydrazonen eine Verschlechterung zu

beobachten (Tabelle 11).

Tabelle 11: CTG-Assay-Daten fiir die Sulfonylhydrazone des DHBPs.

Verbindung ICs0 [nM]
R Cell-Titer-Glo-Assay
%
N/NH MOLM NCI
{ A549 Capan-1 DLD1 HCT15 K362 ) 13 H358 H44i SNU-1
G128 Gl12v G12D G13D WT ) G12C G12D
- OA® I G (GED)(GID) (WD) gy (G20 gy (G12D)

131 R* :-OMe 177.0 272.0 178.0  215.0 107.0 109.0 161.0 2270 134.0

133 R* :-H 105.0 130.0 112.0  112.0 84.8 73.3 109.0  122.0 88.7
134 R* :-Br 96.4 122.0 98.5 95.5 47.3 67.0 82.3 99.7 76.0
135 R :-Cl

136 R :-OCF; 117.0 179.0 109.0  112.0 76.2 88.0 104.0  146.0  100.0
137 R':-CN >29.9 >29.9  >299 >29.9 >27.8 >299 >299 >29.9 >29.9

138 R :-NO:

Der Trend des inhibitorischen Effekts im Ausstauschassay spiegelt sich dennoch in der
Wirksamkeit im CTG-Assay wider. Auch hier haben sowohl das Nitro- als auch das Chlor-

substituierte Derivat die besten inhibitorischen Figenschaften. Dieser Effekt ist hingegen
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in den 'H-"N-HSQC-Ergebnissen nicht wiederzuerkennen. Laut diesen Daten ist die
Nitroverbindung 138 der schwichste Ligand fiir das GDP-gebundene K-RAS. Da die
Verbindung auch im MST-Assay nur eine schwache Bindung aufweist, spricht dies fiir
einen alternativen Wirkmechanismus. Die Moglichkeit, dass es sich bei Verbindung 138
um einen Liganden einer anderen RAS-Konformation handelt, ist nicht ausgeschlossen. Da
der Nukleotidaustausch durch die Verbindung inhibiert wurde und die GTP-Form erst
nach dem Nukelotidaustausch auftritt, kann es sich dabei nicht um die GTP-Form von
RAS handeln. Diese Annahme wird auch durch das MST-Experiment mit GppNHp-
gebundenem K-RAS unterstiitzt. Beispielweise kénnte die Verbindung aber an den
RAS-SOS-Komplex binden und einen unproduktiven terndren Komplex mit den beiden

Proteinen bilden.

Auch wenn das Chlor-substituierte Derivat 135 einen etwas besseren Kp-Wert im NMR-
Experiment aufweist und zudem in der Lage ist die ERK-Phosphorylierung in SNU-1- und
RKo-Zellen zu vermindern, liegen die Dissoziationskonstanten aus den HSQC-
Untersuchungen und die IC;-Werte aus dem Austausch-Assay in einem hoheren
Konzentrationsbereich als die Zell-Daten. Dies ist fiir alle Sulfonylhydrazone der Fall.
Daher muss diese Substanzklasse iiber einen alternativen Mechanismus auf die Zellen
wirken. Die Moglichkeit eines unproduktiven terniren Komplexes wurde dafiir bereits
diskutiert. Durch eine derartige Komplexbildung wiirde auch die Wechselwirkung mit
Downstream-FEffektoren verhindert, da diese in der gleichen Region von RAS binden wie
SOS. Die Regulierung der pERK-Konzentration durch das Sulfonylhydrazon 135 kénnte
auf diese Weise erkldart werden. Dennoch werden weitere Studien bendtigt, um den

Mechanismus fiir die Wirkung dieser Substanzklasse aufzuklaren.
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5.4.2 Diskussion der Haddock-Rechnungen zu den Sulfonylhydrazonen von DHBP

Da die Substanzklasse der Sulfonylhydrazone mit sechs im NMR-Experiment bindenden
Liganden sehr viele Haddock-Rechnungen bedingte, diese sich jedoch in Hinsicht auf die
Clusterverteilung &hneln, werden lediglich die zwei bereits nédher diskutierten
Verbindungen in Bezug zu den anderen Rechnungen erdrtert. Die Abbildungen zu allen
weiteren Rechnungen sind im Anhang zu finden, da sie den Umfang des Kapitels sprengen

wirden.

In den wenigsten Rechnungen zu den Sulfonylhydrazonen kommt es dazu, dass der
energiegiinstigste Cluster in der SI/II-Bindestelle liegt. Wie in Abbildung 51 fiir die
Chlor-substituierte Verbindung 135 zu erkennen, wurden die Signale eines erheblichen

Anteils der Aminosduren auf der Proteinoberflache signifikant verschoben.

Cl
S/©/
O:‘\

N
i

HO OH

Proteinoberflache

|_| Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen gréRer als 1a

Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen groRer als 20

[E Cluster1 [ 9.4+34,5813+0.2,416.4+103.4]
1] Cluster3 [10.8+5.2,49,0.3+0.2,431.3¢ 63.3]
|| Cluster2 [18.8+1.7,57,0.9+0.1,460.8+ 52.3]
|| Cluster5 [25.8+3.4, 6,9.7+15.0,421.6+39.9]
| | Cluster4 [326+5.7, 7,1.2£0.2,457.2+ 16.4]

+ -<«— Haddock-Score — =

Abbildung 51: Darstellung der durch Haddock 2.4 unter Beriicksichtigung der NMR-Restraints berechneten
Cluster fiir die Bindung des Sulfonylhydrazons 135 an GDP-gebundenes K-RAs4BWT (PDB:6MBT); dabei
[Haddock-Score, Zahl der Clustermitglieder, RMSD-Wert, RVE]; der weifle Pfeil kennzeichnet die Lage
der SI/1I-Bindestelle.
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Dieser Sachverhalt war fiir alle Sulfonylhydrazone zu beobachten. Dieses Phinomen kann
mehrere Ursachen haben. Zum einen konnen die Anderungen durch allosterische Effekte
und damit einhergehenden Konformationsinderungen zusammenhéingen, andererseits

kénnten diese Daten auf eine unspezifische Bindung an der Proteinoberflache hindeuten.

NO,
0 O
O=g

i
NH

N
o0
HO O O OH

Proteinoberflache

‘_] Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen gréRer als 10

. Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen gréRer als 20

[ Cluster 1 [-24.1+3.3,84,04+0.3, 96.7+50.7)]
[l Cluster2 [-17.4+57,35 13402, 107.7 +38.4]
|| Cluster3 [14.9%4.2,17,1.1£0.1,136.9+353]
|| Clusterd [-12.5437,12,1.840.1,122.9439.9]
| | Cluster5 [-11.6+28,11,20201,111.32537]
[ Cluster7 [ -55+3.5, 5 1.1+0.1,193.2+39.0]
[l Cluster6 [ -22%17, 7,07£0.2 162.4 +52.6]
|| Cluster8 [ -21+4.0, 4,21+0.1,174.6+28.6]

+ -<«— Haddock-Score — =

Abbildung 52: Darstellung der durch Haddock 2.4 unter Beriicksichtigung der NMR-Restraints berechneten
Cluster fiir die Bindung des Sulfonylhydrazons 138 an GDP-gebundenes K-RAS4BY' (PDB:6MBT); dabei
[Haddock-Score, Zahl der Clustermitglieder, RMSD-Wert, RVE]; der weifie Pfeil kennzeichnet die Lage
der SI/II-Bindestelle.
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Diese Erklédrung wiirde die Abweichungen zwischen Bindungsstéirke und zelluldrer Wirkung
erkldren. Andererseits konnte beispielsweise die Bildung des bereits vorher vorgeschlagenen
terndren Komplexes eine Erklarung fiir die Differenz der Werte sein, wihrend die Anzahl
der Aminosiuren, deren Anderung der chemischen Verschiebung grofier oder gleich der
zweifachen Standardabweichung ist, durch die schwache Bindung zustande kommt.
Verschieben sich viele Aminosiduren durch eine konformative Anderung und ist die
Assoziation der Verbindung dagegen schwach, sind die an die Verbindung bindenden
Aminosduren im Verhéltnis zu anderen Aminosduren des Proteins weniger signifikant

verschoben.

Ob der zelluldre Effekt aber tatséichlich einem alternativen Mechanismus geschuldet ist,
der eine Assoziation an RAS beinhaltet, oder ob es sich um Off-Target-Effekte handelt,

bleibt naher zu untersuchen.

5.5 Weitere Kondensationsprodukte von DHBP, die an

K-RAS binden

Aufgrund der bisherigen Erfolge der Derivatisierung der Carbonylfunktion des DHBPs
wurde als weiteres Derivat ausgehend von O-Benzylhydroxylamin (139) das entsprechende

Oxim 140 nach Vorschrift von TOSCANO et al. hergestellt.'

o (@
\ NaOAc

+ _— > N/O
T Y e \
HO OH HoN
HO OH
118 139 140

Schema 3: Synthese des Oxims 140 aus O-Benzylhydroxylamin (139) und DHBP (118).

Ebenfalls wurde das N-Benzoylhadrazon 142 fiir die biochemische Testung bereitgestellt,

wobei dieses nach einer Vorschrift von L1 et al. synthetisiert wurde (Schema 4)."? Bereits

nach einfachem Waschen des kristallisierten Produkts mit kaltem Ethanol konnte dabei
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die saubere Verbindung gewonnen werden. Vermutlich kam es hier aufgrund einer gewissen

Restloslichkeit des Produktes zu Ausbeuteverlusten.

74%

‘ . 0Y© ACOHiat _NH

L - i -

EtOH, refl \

HO OH N b O O

HO OH
118 141 142

Schema 4: Synthese des N-Benzoylhydrazons 142 aus Benzhydrazid (141) und DHBP (118).

5.5.1 Diskussion der biochemischen Daten

Beide Verbindungen zeigen eine deutliche Affinitit gegeniiber GDP-gebundenem
K-RAs4B, wihrend nur das Oxim 140 den SOS-katalysierten Nukleotidaustausch

inhibiert.

Tabelle 12: Auflistung der biochemischen Daten aus den 'H-"’N-HSQC-Experimenten und dem RAS-SOS-
Austauschassay fiir die DHBP-Derivate 140 und 142.

Biochemische Daten

Ko [mM] ICs0 [pM]
Verbindung HN-HSQC RAS-SOS-Austausch-Assay
7 WT WwT
wr (cpp) W7 et UG qlav

> (Jan. 2020)  (Feb. 2020)

1079

N"O 0.4+ 0.1 (min: 1489 - 1899 1772

"
HO OH
o L
42 N‘,NH

*im STD nur Bindung an GDP-Form

140

1 0.9 + 0.1* >3000 - - - -
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Das Oxim 140 zeigt im NMR-Experiment die hochste Affinitéit der bisher in dieser Arbeit
untersuchten Bisphenol-Derivate. Durch die Modifikation der Carbonylgruppe mit dem
alkylierten Hydroxylamin erreicht die Verbindung eine Affinitdt, die dem BPAF aus
Voruntersuchungen nahekommt, ist aber eine wesentlich einfacher auf andere

Verbindungen zu iibertragene Modifikation des verbriickenden Kohlenstoffatoms.

Gemél den ersten guten FErgebnissen wurden weitere Studien zur Bindung und
Wirksamkeit des Oxims 140 durchgefiihrt. Dabei scheint die Verbindung, abgeleitet von
den Dissoziationskonstanten aus den MST-Messungen, mit einer gewissen Selektivitdt an
die GDP-gebundene Form von K-RAS4B zu binden. Zudem scheint sie an der G12D-

Mutante selektiver zu binden als am Wildtyp-Protein.

Tabelle 13: MST-Daten zum Oxim 140.

Kp [pM]

Verbindung MST

WT (GDP) WT (GppNHp) G12D (GDP)  G12D (GppNHp)

Oxim 140 148.0 >1000 89.2 >1000

Die Verbindung 140 konnte auch in den Ganzzellassays ihre Wirksamkeit unter Beweis
stellen, wobei die 1C;-Werte etwas niedriger liegen als bei den Sulfonylhydrazonen, aber
hoher sind als bei dem Fluorphenylhydrazon 122. Zudem ist in den Zelldaten keine

signifikante Diskriminierung des Wildtyp-Proteins gegeniiber den Mutanten zu erkennen.

Tabelle 14: Ergebnisse der CT'G-Assays von Oxim 140.

ICso [uM]
Cell-Titer-Glo-Assay
Verbindung
_ 3 _ MOLM NCL- .
A549 Capan-1 DLD1 HCT15 K362 13 H358 Hadl SNU-1
G128 G12vV G12D G13D WT ) Gl12C G12D
(GLS)  (GI2V) (GIED) (QBD) (WD) G (G120) o (GID)

Oxim 140 56.1 111.0 50.9 43.9 54.0 48.3 58.6 59.9 41.7
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Lediglich die G12V-mutierten Zellen sind gegeniiber dem Oxim 140 etwas

unempfindlicher.

5.5.2 Diskussion der Haddock-Erqgebnisse der Verbindungen 140 und 142

Fir die Verbindung 140 liegen die Aminosduren mit signifikant verédnderten
Verschiebungen im Bereich um die SI/II-Bindestelle. Jedoch gibt es auch hier weitere
verschobene Bereiche, die im Falle einer Bindung an dieser Stelle auf allosterische

Konformationséanderungen zuriickzufiihren wéren.

NI/O

HO OH

AT e Proteinoberflache

‘_I Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen groRer als 10

Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen gréfer als 20

[H Cluster 1 [-22.7+2.5,66,0.4+0.2, 152.5+59.7]
[2 Cluster3 [-14.9+2.1,43,1.4+0.2 102.9+26.0]
[ Cluster2 [-11.4 + 1.6, 50, 1.7 + 0.0, 145.0 + 28.0]
[ Clusterd [ -9.7+2.3,18,1.0£0.1, 115.8 + 57.4]
| | Cluster5 [ -7.5+2.1, 9,1.3+0.0, 168.1+48.2]
[ Cluster6 [ 6.7£8.1, 4,1.6£0.1,212.567.1]

+ <«— Haddock-Score — =

Abbildung 53: Darstellung der durch Haddock 2.4 unter Beriicksichtigung der NMR-Restraints berechneten
Cluster fiir die Bindung des Oxims 140 an GDP-gebundenes K-Ras4BYT (PDB:6MBT); dabei [Haddock-Score,
Zahl der Clustermitglieder, RMSD-Wert, RVE]; der weifile Pfeil kennzeichnet die Lage der SI/II-
Bindestelle.

Zu Dberiicksichtigen ist fiir die Bindungssituation zudem, dass weder der in seiner
Mitgliederzahl grofite Cluster noch der Cluster mit dem besten Haddock-Score in dieser

Bindefurche zu liegen kommt. Der Cluster, der diese beiden Grofien vereint, liegt in der
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SITP-Bindestelle, welche vor allem in der GDP-gebundenen Form vorhanden ist. Erst durch
die fehlende Koordination der Aminosduren Threonin 35 und Glycin 60 durch das
v-Phosphats wird der Bereich dieser Bindetasche flexibel genug fiir die Assoziation eines
Liganden. Aus diesem Grund konnten Cluster an der SIIP-Bindestelle in Haddock-
Rechnungen mit der GSP-gebundenen Struktur der 4DSO-Kristallstruktur nicht
beobachtet werden, obwohl eine Bindung der Liganden in diesem Bereich im NMR-
Experiment mit GDP-RAS durchaus denkbar ist. Zwar ist der Cluster, welcher in der SI/II-
Bindestelle liegt der zweitgiinstigste und einer der drei Gréfiten Cluster, wihrend er die
Restraints am wenigsten verletzt, dennoch ist diese Rechnung Grund genug fiir eine
Uberlegung, ob die Verbindung 140 nicht eher in der SIITP-Region binden kénnte. Dafiir
wiirde auch die Beobachtung sprechen, dass im MST-Assay bessere Affinitdten fiir die
GDP-Form des Proteins gefunden wurden. Vollstdndig geklart kann diese Fragestellung
vermutlich nur durch den Erhalt einer Kristallstruktur des zugehorigen Protein-Ligand-

Komplexes.

Die Haddock-Rechnung zum N-Benzoylhydrazon 142 (Abbildung 54) ist dagegen noch
uneindeutiger. Diesmal liegen die Aminosduren, die durch Hinzufiigen des Liganden starke
Verdnderungen der chemischen Umgebung erfahren, auf der entsprechenden Gegenseite
des Proteins in Bezug zur SI/II-Bindestelle. Somit ist die Beobachtung, dass der SOS-
katalysierte Nukleotidaustausch durch die Verbindung nicht inhibiert wird nicht
verwunderlich, da die SOS-Interaktionsfliche von RAS nicht beeintrachtigt ist. Da aber die
Aminosduren um die SIIP-Bindestelle eine deutliche Verdnderung der chemischen
Umgebung erfahren, wie es durch das 'H-""N-HSQC-Experiment belegt ist, konnte es auch
hier sein, dass die Verbindung 142 stattdessen an dieser Stelle bindet. Allerdings sind die
Haddock-Scores und die hohen Energien fiir die Restraint-Verletzungen im Allgemeinen
sehr schlecht und legen eine gewisse Unwahrscheinlichkeit der berechneten Bindungsmodi

nahe. In diesem Fall ist keineswegs ersichtlich, woher die starke Affinitdt im NMR-
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Experiment kommt, wenn die schlechten Scoring-Werte des Dockings mit Hilfe der

Haddock-Software beriicksichtigt werden.

_NH

N
|

HO OH

Proteinoberflache

|_| Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen gréRer als 1o

. Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen groRer als 20

+ -«— Haddock-Score — =

[ Cluster 1
[l Cluster2

|_| Cluster3
|| Cluster5
[ Cluster6
.1 Cluster 9
|| Cluster 8
11 Cluster 4
I Cluster 7

[-5.7+1.7,91,0.4£0.3,277.1£70.2]
[-4.6+1.2,42, 1.840.1,213.0 £ 36.3]
[] Cluster 10 [ 1.5£3.2, 4,0.30.0,341.9 £ 27.1]
[ 3.7+45,12,2.1+0.1,229.0 £ 63.0]

[40+34,
[ 6.9+386,
[82%35,
[10.3:7.86,
[13.2£5.0,
[15.8+57,

8,0.8£0.1,315.9+44.1]
5,1.9+0.1,340.1 £ 53.3]
4,1.8x0.0,305.2 £ 26.3]
4,1.2+0.0,364.8 +67.4]
8,2.110.1,288.3174.4]
4,1.3+0.1,393.8 £ 24.5]

Abbildung 54: Darstellung der durch Haddock 2.4 unter Beriicksichtigung der NMR-Restraints berechneten
Cluster fiir die Bindung des N-Benzoylhydrazons 142 an GDP-gebundenes K-RAs4BYT (PDB:6MBT); dabei
[Haddock-Score, Zahl der Clustermitglieder, RMSD-Wert, RVE]; der weifile Pfeil kennzeichnet die Lage

der SI/II-Bindestelle.



112

5 - ERGEBNISSE UND DISKUSSION

5.6 Entdeckung eines neuen K-RAS-Liganden durch

SAR-basiertes Docking

5.6.1 Der computerqestiitzte Entwicklungsprozess der Verbindung 144

Da aus den vorangegangenen FErgebnissen eine Vielzahl an Moglichkeiten fiir die
Verbriickung zweier Arylfragmente hervorgeht und dabei sowohl Bisaniline als auch
Bisphenole Wirkung gezeigt hatten, wurde eine Substanzbibliothek entsprechend dieser
Kenntnisse aufgebaut. Da die literaturbekannten Verbindungen zudem héufig
Benzimidazol- und Indol-Motive aufweisen, wurden auch Heterozyklen als
Arylsubstituenten beriicksichtigt, die dann mit Amino- und Hydroxygruppen versehen
wurden. Durch die Kombination von Fragmenten, wie sie in Abbildung 55 dargestellt
sind, wurde mit Hilfe der Software CombiGlide aus dem Schrodinger-Paket eine virtuelle

Bibliothek mit 360.000 Verbindungen erstellt.

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Abbildung 55: Combi-Glide Fragmente; oben: verbriickendes Element mit Ankniipfungspunkten in griin;
unten: Arylsubstituenten mit Ankniipfungspunkten in griin; blau gekennzeichnet sind die Positionen, an denen

entweder eine Hydroxy- oder eine Aminogruppe angekntipft wurde.

Die so erhaltenen Strukturen wurden an die 4DSO-Kristallstruktur gedockt, wobei die

Wassermolekiile zuvor aus der Bindestelle entfernt wurden. Dies ist notig, da der in der
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PDB-Datei vorhandene Ligand sehr klein ist und somit grofie Teile der Bindetasche mit
Wasser ausgefiillt sind. Ohne diesen Schritt hatten gedockte Liganden keinen Platz in der
Bindestelle. Fiir den Docking-Prozess wurden die Verbindungen zunichst in vier gleich
grofle in silico Hochdurchsatz-Screenings aufgeteilt. Die besten 2.500 Posen aus jedem der
vier Durchldufe und somit insgesamt 10.000 Posen wurden zusammen in einem Docking-
Lauf des Standardprézisionsmodus gedockt. Zur endgiiltigen Bewertung wurden die besten
1000 der erhaltenen Posen iiber den extra prézisen Modus von Schrédinger neu gedockt.
Aus der erhaltenen Sammlung an Posen wurden zwei Verbindungen ausgewéhlt, die
synthetisch zugéngliche Strukturen aufwiesen und dadurch aus den anderen Verbindungen

hervorstachen (Abbildung 56).

% K5 \
X

X,
,,",Qx \
~ U psg \
& S39 : »%
’) 2 \ -
Py & M
_.k(ﬁ k\ >
NH,
®
\N’H
— 0 H
HO 0 N (0]C)
HN OH l \
j@[ HN
NH, ®
143 144
-7.412 -6.301

Abbildung 56: Darstellung der beiden ausgewéihlten Hits der CombiGlide-Bibliothek, wobei die Liganden mit
den zugehorigen Docking-Scores unter den Protein-Ligand-Komplexen der besten erhaltenen Posen des

jeweiligen Liganden an GSP-gebundenem K-Ras (PDB:4DSO) dargestellt sind.

Des Weiteren wurden fiir diese beiden Strukturen Ahnlichkeitssuchen in den Datenbanken

von REYMOND et al. durchgefithrt. Sowohl die 970 Millionen Verbindungen grofie

113
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Datenbank GDB-13 als auch die 166 Milliarden Verbindungen grofie Datenbank GDB-17
wurden nach verwandten Strukturen fiir die zuvor ausgewéhlten Verbindungen
durchsucht.’®* Die 24.000 Verbindungen, die die Ahnlichkeitssuche ergab, wurden
zusammen mit den initialen Hits erneut einem Docking-Zyklus unterzogen. Bei der
Bewertung des Docking-Laufes lagen die Posen der initialen Hits unter den besten
insgesamt (Docking-Score der Carbonylverbindung 144 bei -6.945 und fir die Amin-
verbriickte Verbindung 143 -6.707). Durch ihre virtuelle Konstruktion haben viele der
Strukturen aus den REYMOND-Datenbanken schwer zugingige Oxidationszustidnde,
wihrend zudem Chiralitdtszentren einen hohen Aufwand bei der Synthese versprechen
(Abbildung 57). Daher hoben sich die beiden initialen Verbindungen erneut durch ihre

synthetisch leichtere Zugingigkeit ab.

H Hﬁ \ N
RN |®NLN\T %/j NH N\OH HN._S
mﬁ NS % "NH, I
Hzg ® N
-7.152 -7.496 -6.738 -6.713 -6.731

Abbildung 57: Verbindungen der REYMOND-Datenbanken zu den besten Posen des XP-Docking-Laufes an
K-RAs (PDB:4DSO) mit den Docking-Scores der besten zugehorigen Posen.

Letzten Endes wurde die Carbonylverbindung als zu synthetisierende Verbindung
ausgewihlt, da die Struktur der anderen Verbindungen ein elektronenreiches Isochinolin
sowie ein ortho-Aminophenol aufweist. Diese beiden Strukturmotive sind leicht zu

oxidieren und daher vermutlich unzureichend stabil.

5.6.2 Syntheseplanung der in silico erhaltenen Verbindung

Bei retrosynthetischer Betrachtung der Carbonyl-Verbindung 144 ist zunéchst ein Schnitt
an der Carbonylgruppe hin zum Benzimidazolrest zu setzen. Die 2-Position des
Benzimidazols 149 lisst sich nach entsprechender Schiitzung der anderen protischen

Positionen leicht mit Butyllithium in die entsprechende lithiierte Verbindung iiberfiihren.
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Es wird somit ein Anionenédquivalent generiert. Dieses Anion kann dann nukleophil an
einem Carbonsiurederivat angreifen. Um eine Uberalkylierung zu vermeiden, sollte dabei
auf der Seite des Benzofurans das Weinreb-Amid 145 eingesetzt werden, da so das Keton
zuganglich ist. Dieses Weinreb-Amid kann aus der entsprechenden S&ure 146 durch
Umsetzung mit N,O-Dimethylhydroxylamin hergestellt werden. Die Séure wird durch
Reaktion des in 3-Position geschiitzten 2,3-Dihydroxybenzaldehyds (147) mit einem
o-Bromessig-saureester (148) unter basischen Bedingungen und anschliefilende Verseifung
synthetisiert. Da das Benzimidazol-Derivat nicht kduflich zu erhalten ist, wird dieses durch
Reduktion und anschlieBende Kondensation mit einem Formaldehydéquivalent aus 2-

Amino-3-nitrophenol (151) gewonnen.

==
i>

@f*@ o -
A z@ @

Schema 5: Retrosynthetische Zerlegung des in silico ermittelten K-RAS-Liganden 144.

5.6.3 Synthese der heteroarylischen Bisphenolverbindung 144

Fir die Umsetzung der retrosynthetisch geplanten Synthese musste zunéchst die
Phenolfunktion in 3-Position des 2,3-Dihydroxybenzaldehyds (147) in eine geschiitzte
Form iiberfiithrt werden. Die para-Methoxybenzyl-Schutzgruppe (PMB) wurde ausgewéhlt,
da sie sowohl unter basischen als auch unter den meisten sauren Reaktionsbedingungen
stabil ist. Die reduktive Entfernung einer Benzylschutzgruppe gelingt nur unter reduktiven
Bedingungen, die moglicherweise zur Zerstorung der Carbonylfunktion fithren. Grund fiir
diese Befiirchtung ist die stark positive Partialladung dieser Carbonylgruppe im

Wunschprodukt 144.
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Die selektive Monoalkylierung des Dihydroxybenzaldehyds gelang durch die vollstandige
Deprotonierung der beiden phenolischen Hydroxygruppen mit zwei Aquivalenten
Natriumhydrid. Langsames Zutropfen eines Aquivalents des Alkylierungsreagenzes
para-Methoxybenzylchlorid fithrte zur selektiven PMB-Schiitzung des nukleophileren
Phenolats in der meta-Position in Bezug zur Aldehydfunktion. Der nukleophilere Charakter
kommt dadurch zustande, dass die negative Ladung des Phenolats nicht wie in 2-Position
iiber den Aldyhyd mesomeriestabilisiert ist. Bei nur einem Aquivalent Natriumhydrid
wiirde dies zur Alkylierung an der Phenolgruppe in 2-Position erfolgen, da dieser Effekt zu
einer hoheren Aziditat des entsprechenden Protons fiihrt.

HO OH NaH, PMBCI PMBO OH

/O /O
DMSO, 0 °C - RT

147 22-80% 152

Schema 6: Schiitzung des 2,3-Dihydroxybenzaldehyds durch selektive Monoalkylierung in 2-Position.
Die Durchfithrung des Experiments wurde den Vorschriften von CHEN et al. und
CARREIRA et al. nachempfunden.” ¥ Nachdem die Aufarbeitung optimiert worden war,

wurde der geschiitzte Aldehyd 152 so in guten Ausbeuten erhalten.

Nun wurde dieser Aldehyd zunidchst nach Vorschrift von MAGGI et al. mit dem
tert-Butylester der o-Bromessigsdure (155) in einer RAP-STOERMER-Reaktion zum

entsprechenden Benzofuran-Derivat 153 umgesetzt."’

o) o)
PMBO  OH 155 ,Cs,CO; PMBO o J< TFA PMBO o
po /" 5 o o
DMSO, 100 °C CH,Cl, 0 °C

152 67% 153 154

Br\)iok

155

Schema 7: Erster Versuch der Synthese der Benzofurancarbonséure 154.
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Beim Versuch diese Verbindung mit Hilfe von TFA sauer zu verseifen, entstand jedoch ein
Produktgemisch aus einigen Zersetzungsprodukten. Aus diesem Gemisch lieff sich die
Carbonséure 154 nicht isolieren und es zeigte sich, dass unter den gewahlten Bedingungen
die PMB-Schutzgruppe abgespalten wird, bevor die tert-Butylgruppe sauer verseift werden

kann.

Aus diesem Grund wurde der Aldehyd 152 wunter den Bedingungen der zuvor
durchgefiihrten RAP-STOERMER-Reaktion alternativ. mit o-Bromessigsidureethylester
umgesetzt. Der auf diese Weise eigentlich erwartete Ethylester sollte dann im Folgeschritt
unter stérker basischen Bedingungen verseift werden. Es stellte sich jedoch heraus, dass
bereits die von MACGGI et al. beschriebenen Reaktionsbedingungen ausreichend basisch
waren, um den Ester in situ zu spalten, sodass auf direktem Wege die Carbonsiure 154

zugénglich war.

Die erhaltene Benzofurancarbonsaure 154 wurde im Folgeschritt mit Hilfe einer STEGLICH-
analogen Amid-Kupplung unter EDCI/DMAP-Katalyse nach einer Vorschrift von
MEGCERS et al. mit N,O-Dimethylhydroxylamin-Hydrochlorid umgesetzt."*® So wurde das
gewlinschte Weinreb-Amid 156 nach sdulenchromatographischer Trennung erhalten.

(0] MeNHOMe-HCI (0]

PMBO OHO 157, Cs,CO4 PMBO o on NEts, EDCI, DMAP PMBO o N
/)
OJ DMSO, 100 °C / CH,Cl, / o
46 - 86% 25%
152 154 156
o)
B
I‘\)’LO/\
157

Schema 8: Synthese des fiir die Herstellung der Carbonylverbindung 144 benétigten Weinreb-Amids 156.

Die Ausbeute lieBe sich eventuell durch alternative synthetische Methoden verbessern. Zum
Beispiel konnte das Séurechlorid (SCHOTTEN-BAUMANN-Methode) oder das gemischte

Anhydrid der Pivalinsdure fiir eine Kupplung mit dem N, O-Dimethylhydroxylamin-
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Hydrochlorid verwendet werden, wobei der Weg iiber das Pivaloylanhydrid die deutlich
mildere Methode darstellt. Auch denkbar wére eine Kupplungsreaktion mit anderen

Reagenzien wie HATU oder HBTU.

Nach der erfolgreichen Synthese des Weinreb-Amids (156), wurde der zweite Baustein, der
dem Benzimidazol-Derivat entspricht, synthetisiert. Wie retrosynthetisch
geplant (vgl. Schema 5), wurde dabei 2-Amino-3-nitrophenol (151) als Edukt verwendet.
Laut einer Publikation von SHEN et al. ldsst sich das entsprechende Produkt der
Nitroreduktion von Verbindung 151 nach Isolierung nicht mehr zum gewiinschten
Benzimidazol 158 umsetzen.' Aus diesem Grund wurde die von den Autoren beschriebene
reduktive Zyklisierung durchgefiihrt. Als Formaldehydéquivalent wird bei dieser Vorschrift
Triethylorthoformiat  unter  essigsaurer  Katalyse  direkt —mit dem  unter
palladiumkatalysierter =~ Hydrogenolyse  umgesetzten  2-Amino-3-nitrophenol (151)
kondensiert. Eine anschlieBende MEM-Schiitzung der protischen Positionen lieferte
aufgrund der Tautomerie des Benzimidazols ein Regioisomerengemisch aus den Isomeren
159 und 160, welche mit dem Weinreb-Amid 156 zur geschiitzten Form des

Zielproduktes 144 umgesetzt wurden.

Hy, 10% Pd/C

NO
L L2 HCOEY,AcoH oy QM MEMCIDIPEA  MEM  QMEM MEM\NQ
2 N N +
MeOH S ]ij THF, 0 °C - RT Q ]ij ls
Hoﬁj N \ N OMEM
51% 81% 46% 35%
151 158 159 160

Schema 9: Reduktive Zyklisierung zum Benzimidazol 158 und anschlieBende MEM-Schiitzung zu den
Isomeren 159 und 160.

Das entstandene Isomerengemisch wurde dazu zunéchst in einer Metallierungsreaktion mit
n-Buthyllithium umgesetzt. Zu den entstandenen Lithiumorganylen wurde dann eine
Losung des Weinreb-Amids 156 getropft. In dieser Reaktion nach einer Vorschrift von
MEGGERS et al. wurden erneut zwei Isomere (161 + 162) mit einer Gesamtausbeute von

85% erhalten.'®
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Diese Isomere wurden jedoch in der folgenden Entschiitzung wieder in Tautomere
iiberfithrt. Fiir diesen letzten Schritt war nun geplant, mit TFA alle Schutzgruppen
gleichzeitig abzuspalten. Die Durchfithrung wurde analog zu einer Vorschrift von
YAN et al. durchgefithrt,” wobei sich nach kurzer Reaktionszeit ein deutlicher
Produktspot bildete. Allerdings zeigte sich nach massenspektrometrischer Analyse des
chromatographierten Produkts, dass nur die PMB-Schutzgruppe entfernt worden war. Die
erhaltene Substanz wurde somit ohne nahere Charakterisierung weiter umgesetzt, wobei
die MEM-Schutzgruppen mit Chlorwasserstoff in einer Losung aus Ethanol und Dioxan
unter Riickfluss entfernt wurden. Nach einer normalen sdulenchromatographischen
Trennung und einer praperativen HPLC wurde die Carbonylverbindung 144 sauber
erhalten. Die geringe Ausbeute ist an dieser Stelle durch die mehrmaligen Aufarbeitungs-

und Aufreinigungsprozesse zu erkléren.

(o] MEM
PMBO
PMBO o N 159+160 n- BuL| PMBO OMEM
[ 6\ THF 78 °C \O
156 85% MEMO
24% 52%
161 162
1) 10% TFA in CH,Cl,
2) 1:1 EtOH:4M HCl in Dioxan, o
reflux HO o H OH
RS
N
19% 144

Schema 10: Verkniipfung des Weinreb-Amids 156 mit den beiden Benzimidazol-Derivaten 159 und 160 mit
anschlieBender Entschiitzung zum Zielprodukt 144.

5.6.4 Darstellung und Diskussion der biochemischen Daten zu Verbindung 144

Die Bisheteroarylverbindung 144 stellt eine Alternative zum DHBP dar, wobei sie im
NMR-Experiment wesentlich besser an die inaktive Form von K-RAS bindet. Mit einer
Dissoziationskonstante von 0.5 £ 0.1 mM weist sie sogar eine bessere Affinitét auf als das

Bisphenol A mit 0.6 + 0.2 mM. Dabei scheint diese Verbindung ebenfalls an die GTP-
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Form von RAS zu binden, wie die &hnlichen Dissoziationskonstanten aus den MST-
Experimenten fiir die inaktive und aktive Form zeigen. Diese Annahme wird auch durch
ein weiteres 'H-"N-HSQC-Experiment untermauert, bei der eine Verdnderung von
Aminoséureverschiebungen bei GTP-gebundenem K-RAS beobachtet werden konnte, wenn
der Ligand 144 zugegeben wurde. Jedoch reichten die daraus erhaltenen Daten nicht aus,

um eine Dissoziationskonstante fiir diesen Fall zu bestimmen.

Tabelle 15: Uber NMR- und MST-Experimente bestimmte Dissoziationskonstanten fiir die Verbindung 144.

o 13715 l 1 / /
o o o o H-"N-HSQC [mM] MST [uM]
e
N
WT (GDP) WT (GDP) WT (GppNHp)
Kb 0.5+ 0.1% 59.1 34.4
*im "H-"N-HSQC der GTP-Form waren ebenfalls Verschiebungen zu erkennen, die auf eine Bindung hinweisen

Die Inhibition des SOS-katalysierten Nukeleotidaustauschs durch diesen Liganden ist

hingegen &hnlich gering wie fiir viele bisher betrachtete Verbindungen auch.

Tabelle 16: [Cs-Werte fiir die inhibitorische Wirkung von Verbindung 144 auf den SOS-vermittelten

Nukleotidaustausch.
o RAS-SOS-Austausch-Assay
HO o N on
| |
N\G WT WT neu WT neu
G12D G12V
[0} (Jan. 2020) (Feb. 2020)
ICso0 [nM] 13413 1360 2620 2100
50 [ (min: 560) i

Dennoch deuten die Werte darauf hin, dass die Bindung des Liganden an der

Interaktionsflache zu SOS erfolgt.

Da die halbmaximalen inhibitorischen Konzentrationen in den Ganzzellassays jedoch in
der Grofenordnung deutlich niedriger liegen, ist zu vermuten, dass nicht die Inhibition der

RAs-Aktivierung durch SOS den zelluldren Effekt bedingt. Trotzdem scheint es sich nicht
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um direkte Off-Target-Effekte zu handeln, da die IC;-Werte der CTG-Assays in der
gleichen Groflenordnung liegen, wie die Dissoziationskonstanten der MST-Tests. Diese

unterscheiden sich aber um eine Gréenordnung vom Ergebnis des NMR-Experiments.

Tabelle 17: ICs0-Werte fiir die inhibitorische Wirkung von Verbindung 144 auf verschiedene Ganzzelltypen

mit unterschiedlicher K-RAs-Mutation.

Cell-Titer-Glo-Assay

(@]
HO o) H OH .
’ r\}\@ A549 Capan-l  DLDI  HCT15 K562 Mf) LM g ELII SNU-1
(G128)  (CG12V)  (GI2D) (G13D)  (WT) WT) (G12C) (C12V) (G12D)
ICs0 [nM] 45.2 53.3 46.3 37.7 29.2 16.5 37.7 47.3 34.5

Dennoch weisen alle Daten bisher auf eine A-RAS bedingte Inhibition im Zellassay hin.
Auch die Eigenschaft der Verbindung, die ERK-Phosphorylierung zu vermindern legt dies

nahe, da es sich bei ERK um einen Downstream-Effektor von RAS handelt.

Bei nédherer Betrachtung der Daten aus dem 'H-N-HSQC-Experiment lassen sich
deutliche Verédnderungen im Bereich der SI/II-Bindestelle, sowie um die
Nukleotidbindestelle herum, erkennen. In einer Haddock-Rechnung kommt der
energiegiinstigste Cluster in der adressierten Bindestelle zwischen Switch I und Switch 1T
zu liegen (Abbildung 58). Dennoch berechnet die Software die meisten Posen fiir eine
Position auf der Proteinberfliche neben der Nukleotidbindestelle. Zu beachten ist aber,
dass es nicht zu einer Clusterbildung in der SIIP-Bindestelle kommt. Da eine stérkere
Wechselwirkung mit der SI/II-Bindestelle wahrscheinlicher ist, wie auch der Haddock-
Score  besagt, wird der Bindungsmodus der von Schrodinger kalkulierten
Pose (Abbildung 56) der Realitdt vermutlich am néchsten kommen. Die dabei
augenscheinlich wechselwirkenden Aminosduren oder deren benachbarte Aminoséure sind
im NMR-Experiment ebenfalls verschoben, wodurch dieser Bindungsmodus als relevant
betrachtet werden kann. Die Aminosdureverschiebungen, aus denen die weiteren Cluster

der Haddock-Rechnung resultieren, sind vermutlich einer Konformationsdnderung des
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Proteins zuzuschreiben. Die oben ertrterten Daten deuten darauf hin, dass durch eine
solche Anderung der Ligand eine Konformation erzwingt, aus der heraus einer deutlich
schlechterte Wechselwirkung mit den Downstream-Effektoren des MEK-Signalwegs
resultiert. Trotz dieser zunichst vielversprechenden Ergebnisse bleiben Optimierungen
notig, da die Verbindung bisher auch an das Wildtyp-Protein bindet, das nicht inhibiert
werden soll. Und auch die Stérke der Assoziation muss fiir einen potenten Inhibitor weiter

verbessert werden.

HO 0 H OH

Proteinoberflache

I_I Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen gréRer als 10

Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen gréfRer als 20

[ Cluster2 [18.3+2.7,34,05+0.1,1.7 £+ 0.8]
1 Cluster1  [-15.7+0.7,66,0.8 0.2, 1.4 £ 0.6]
|| Cluster8 [-11.8+3.2, 5,1.2+0.1,0.9%0.3]
[ | Cluster3 [-10.3+1.4,28 1.0£0.1,1.8+0.9]
| | Cluster5 [ -94+17,12,04+0.1,15+0.3]
[l Cluster4 [ -7.4+1.5,14,1.1+0.1,0.4£0.1]
[l Cluster9 [ -6.4+3.0,5,6.9210.7,42+0.4]
|| Cluster10 [ -45+2.1, 4,12+0.3,0.9+0.4]
[l Cluster7 [-2.4£1.0,5,0.7 £0.0,10.1 £ 15.1]
I Cluster6 [ -22+08, 8,0.7+0.1,0.9+0.6]

+ <«— Haddock-Score — =

Abbildung 58: Darstellung der durch Haddock 2.4 unter Beriicksichtigung der NMR-Restraints berechneten
Cluster fiir die Bindung der Carbonylverbindung 144 an GDP-gebundenes K-RAs4BYT (PDB:6MBT); dabei
[Haddock-Score, Zahl der Clustermitglieder, RMSD-Wert, RVE]; der weifle Pfeil kennzeichnet die Lage
der SI/II-Bindestelle.

5.6.5 Derivatisierung der Verbindung 144 zu einem Oxim-Derivat

Da sowohl das Benzyloxim 140 als auch die Verbindung 144 zu den besten K-RAS-Bindern

in den 'H-"N-HSQC-Experimenten zihlen, lag es nahe, eine Hybrid-Verbindung der beiden
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Strukturen herzustellen. Die Kondensation von O-Benzylhydroxylamin mit der Carbonyl-

funktion von Verbindung 144 bietet dafiir eine gute Moglichkeit.

Die zwei Abspaltungsschritte ausgehend vom Isomerengemisch von 161 und 162 fir die
PMB- und MEM-Schutzgruppen verliefen mit einer Gesamtausbeute von 50% iiber beide
Schritte besser als zuvor. Da Verbindung 140 nicht ausreichend in Essigsdure 16slich war,
mussten neue Bedingungen fiir die Oximbildung gewihlt werden. Daher wurde eine
Reaktion in Pyridin mit drei Aquivalenten des O-Benzylhydroxylamins durchgefiihrt, was
nach praperativer HPLC 12 mg Gesamtmenge lieferte. Dabei wurden, wie erwartet, zwei
Isomere erhalten. Leider war diese Menge fiir die erforderliche Vollanalytik zu gering, da
bereits mit maximaler Messzeit nicht alle Kohlenstoffatome im NMR-Spektrum sichtbar
wurden. Somit war eine vollstdndige Zuordnung nicht moglich. Dennoch konnten in den
'H-Spektren sowohl fiinf zusétzliche Protonen im aromatischen Bereich, sowie zwei
Protonen im typischen Bereich fiir die benzylische Methylenbriicke gefunden werden. Da
zudem beiden Signalen der LCMS-Spektren die Produktmasse zugeordnet werden konnte,
wurde das Isomerengemisch fiir biochemische Untersuchungen nach Dortmund gegeben.

: . L

HO 0o H OH O-Benzylhydroxylamin

/ l\}\@ Pyridin, 70 °C
W @ W s Y

144

Schema 11: Synthese des Benzyloxims 163 zu Verbindung 144, wobei zwei Isomere entstehen.
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5.6.6 Darstellung und Diskussion der biochemischen Daten zu Oxim 163

Die Bindung der Bisheteroarylverbindung 144 konnte durch die Derivatisierung leicht

verbessert werden, wie die MST-Experimente des LDCs zeigen (Tabelle 18).

Tabelle 18: Uber MST-Experimente bestimmte Dissoziationskonstanten fiir das Isomerengemisch von

Oxim 163.
K© MST

N‘o
| H
Ho 0 Y OH WT (GDP) G12D (GDP)
N
Kb [nM] 23.3/289.0 26.1

Auch die Werte der inhibitorischen Wirkung, sowohl in Bezug auf den SOS-katalysierten
Nukleotidaustausch als auch auf die ganzen Zellen, die im CTG-Assay untersucht wurden,
sind fiir das Gemisch der beiden Oximisomere im Vergleich zur Ausgangsverbindung

insgesamt etwas verbessert.

Tabelle 19: ICs;-Werte fiir die inhibitorische Wirkung des Isomerengemischs von Oxim 163 auf den SOS-

vermittelten Nukleotidaustausch und verschiedene Ganzzelltypen mit unterschiedlicher K-RAs-Mutation.

K@ RAS-SOS-Austausch-Assay

N
| H WT neu WT neu
HO o N OH G12D G12v
] |\® wT (Jan. 2020) (Feb. 2020)
N
ICso0 [nM] 958 1234 823 - -
K@ Cell-Titer-Glo-Assay
,0
N‘ N A349 Capan-1 DLD1 HCT15 K362 MOLM H358 NCT- SNU-1
HO 0 N OH ) apar- 5 5 13 358 Hadl SNU-

| r\}\@ (G128)  (G12V)  (GI2D) (C13D)  (WT) (W) (G12C) (C12v) (G12D)

ICso [uM] 31.9 38.8 26.6 25.3 22.0 31.2 31.3 41.6 30.5
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Dabei passen die CTG-Werte in ihrer Gréflenordnung zu den Dissoziationskonstanten aus
dem MST-Assay, sodass eine K-RAS abhéngige Inhibition angenommen werden kann.
Dabei ist aber wieder ein alternativer Mechanismus zur Verhinderung einer GTP-Beladung
durch Inhibition der Protein-Protein-Wechselwirkung zwischen RAS und SOS anzunehmen.
Fiir diese Verbindung zeigte sich kein Effekt auf die Konzentration von phosphoryliertem
ERK. Unklar bleibt, ob die Verbindung stattdessen einen Einfluss auf andere Signalwege

von K-RAS haben konnte.

Insgesamt war aus den vorherigen Daten ein groferer Anstieg der Affinitdt und Erhalt der
Wirkung auf die ERK-Phosphorylierung erwartet worden. Der eventuell unterschiedliche
Bindungsmodus der beiden zu diesem Hybridmolekiil verschmolzenen Struktur koénnte
dabei die Ursache sein, warum diese Erwartungen nicht erfiillt wurden. Falls das Oxim des
DHBPs (140) tatséchlich in der SITP-Bindestelle binden sollte, lige diese Vermutung nahe.
Auflerdem weist die Carbonylgruppe der Bisheteroarylverbindung 144 in die
SI/II-Bindetasche hinein (Abbildung 56), sodass eine Erweiterung der Verbindung in
dieser Richtung zu Uberlagerungen mit der Proteinoberfliche und eventuell ungiinstigen
Kontakten fithren koénnte. Eine dadurch nétige Anderung der Lage des Liganden konnte
mit einer Verhinderung positiver Wechselwirkungen einhergehen. Insgesamt koénnten
positive Bindungsbeitriage, durch die Erweiterung mit dem bindenden Oxim-Baustein, und
negative Bindungsbeitrdge, durch die unglinstigen Kontakte oder wegfallende
Wechselwirkungen, so zu einer insgesamt nur unwesentlichen Anderung der

Assoziationsenthalpie gefithrt haben.
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5.7 Fragmenterweiterung fiir BPNH-

FESIK et al. beschrieben in ihrer Publikation von 2012 bereits Liganden, bei deren Bindung
in der bereits vorher von MAURER et al. beschriebenen Bindestelle eine erweiterte
Bindefurche entsteht, da sich das Tyrosin 71 der a2-Helix der SWII-Region aus der
Bindestellenregion herausdreht.”* Aus diesem Grund wurde versucht, eben diese

erweiterte Furche mit grofleren Liganden auszufiillen.

5.7.1 In Silico Suche nach geeigneten Liganden

Bereits in Vorarbeiten wurden basische Fragmente aus der ZINC-Datenbank an die 4EPY-
Kristallstruktur von K-RAS gedockt, welche von FESIK et al. publiziert wurde und die
erweiterte Bindefurche aufweist (vgl. Abbildung 35). Dabei wurde das Grid im Bereich
neben der bisher verwendeten kleinen Bindefurche aus der MAURER-Kristallstruktur
(PDB:4DSO) festgelegt. Die aus diesem Docking stammenden basischen Fragmente

wurden hinsichtlich ihrer Ausrichtung in der Bindetasche betrachtet (Abbildung 59).

Abbildung 59: Beispielhafte Darstellung zweier Basenfragmente mit moglichen Ankniipfungspunkten (gelbe
Pfeile), gedockt an der FESIK-Kristallstruktur (PDB:4EPY).
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Entsprechend ihrer Ausrichtung gegeniiber der verkleinerten SI/II-Bindetasche wurden
Ankniipfungspunkte flir Linker zum bis dahin besten eigenen K-RAS-Liganden, dem

BPNH; (104), gesetzt.

Anschliefend wurden diese Fragmente mit Hilfe von CombiGlide iiber unterschiedlich
lange Methylenlinker mit einer der Aminfunktionen des BPNH, verbriickt. Die Kettenldnge
reichte dabei von einer bis hin zu sieben Methyleneinheiten. Dieses initiale Docking
entspricht einer in silico angewandten Fragment-Merging-Methode. Dabei war das
Screening urspriinglich nur als eine Methode gedacht, die ungefihr benétigten Linkerléngen

abzuschétzen und ein leicht anzubauendes Fragment auszuwéhlen.

@@ sPNH, (Fragment 1)

A Linker

(©) basisches Fragment 2

Abbildung 60: Prinzip des umgesetzten Fragment-Merging-Ansatzes flir die erweiterte SI/II-Bindestelle von

K-RAS4B (PDB:4EPY).

Da  die  resultierenden  Verbindungen  aber  sehr  hohe  Docking-Scores
aufwiesen (vgl. Abbildung 61), wurde hier entschieden eine der Verbindungen erst
einmal zu synthetisieren. Dabei fiel die Wahl auf die Verbindung 164, die aufgrund
verschiedener Parameter zwischen den anderen Verbindungen herausstach. Da die
Freiheitsgrade des Liganden durch frei bewegliche Elemente, wie die Alkyllinker, stark
erhoht sind und eine Bindung an ein Protein mit einem Verlust an Freiheitsgraden

einhergeht, sind kurze Linker aus entropischer Sicht giinstiger (vgl. Kapitel 3.2.2).
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Abbildung 61: Verbindungen der besten Zehn Posen aus dem initialen in silico Screening zu den Second-

Site-Liganden mit sowohl den besten (negativsten), als auch den schlechtesten (positivsten) Docking-Scores;

weiterhin sind die zu der entsprechenden Pose gehorigen Glide-Emodel-Werte (in Klammern) angegeben.
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Der gewihlte Ligand zeichnet sich dabei durch eine im direkten Vergleich zu den anderen
Verbindungen kurze Alkylkette aus. Weiterhin wurde die Differenz zwischen maximalem
und minimalem Docking-Score betrachtet, wobei fiir Verbindung 164 eine der kleinsten

Spannweiten der Werte festzustellen war.

Zudem weisen die Posen der Verbindung 164 sehr negative Glide-Emodel-Werte auf.
Dieser Wert beschreibt die innere Energie des Protein-Ligand-Komplexes fiir die jeweilige
Pose. Die Werte sprechen somit ebenso wie eine fehlende Abweichung von Docking- und
Glide-Score fiir eine realistische Pose des Liganden. Bei anderen Verbindungen
unterschieden sich die beiden Scoring-Werte, wobei dieser Unterschied durch im Docking-
Score beriicksichtigte Strafen fiir unrealistische Ladungszustinde entsteht. Das bedeutet
im Umkehrschluss, dass Verbindung 164 in den berechneten Posen einen realistischen

Ladungszustand annimmt.

Bevor die Synthese dieses grofleren Liganden gestartet wurde, wurden Variationen in silico
gescreent, um eventuell eine weitere Optimierung zu erzielen. Hierfiir wurde das
2,4-substituierte Methylimidazol, welches in dem ausgewidhlten Liganden 164 die
verbriickende Einheit darstellt, durch verschiedenste fiinfgliedrige Heteroaromaten
(darunter Oxazole, Tetrazole, Triazole, Thiazole, Imidazole, Pyrrole etc.) mit jeweils allen
moglichen Ankniipfungspunkten ersetzt. Die so entstandene Bibliothek wurde an den
beiden Kristallstrukturen 4EPY und 4EPX gescreent. Die beiden besten Verbindungen,
die in beiden dieser Laufe &ahnlich hervortraten, stellten die 2,5-substituierte

Thiazolverbindung und die 1,4-substituierte Imidazolverbindung dar.

Um eventuell synthetisch leichter zugingliche Derivate zu erhalten, wurden nun die
Methylenlinker variiert, indem Carbonylgruppen auf der Seite des BPNH, eingebaut
wurden oder die Position des sekundiren Amins auf der Seite des Pyridylthioamids

verdndert wurde (Abbildung 62).
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Abbildung 62: Im zweiten n silico Optimierungs-Screening verwendete Linker-Fragmente fiir die

Verbriickung des BPNH: und des Pyridylthioamidbausteins.

Auch diese Strukturen wurden an die beiden zuvor verwendeten Kristallstrukturen
gedockt, wobei die vorher ausgewéhlten, nicht optimierten Verbindungen ebenfalls
beriicksichtigt wurden. Fiir diese kleineren Screenings konnte dann eine grafische

Auswertung der FErgebnisse erfolgen, da viele Posen fiir die Liganden ausgeschrieben

wurden.
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Abbildung 63: Auftragung der im zweiten Optimierung-Schritt erhaltenen Docking-Werte der jeweiligen
Posen, aufgetragen gegen die Nummerierung der Verbindungen. Der Farbgradient représentiert die Glide-
Emodel-Werte, wobei rot markierte Posen die positivsten Glide-Emodel-Werte annehmen und die blauen Posen

die negativen Werte.
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Fiir die Verbindungen 10 und 11 aus Abbildung 63 war dabei zu erkennen, dass ihre
Posen in beiden Kristallstrukturen nur in einem sehr giinstigen Docking-Score-Bereich
streuen. Zudem nehmen die Glide-Emodel-Werte negative Werte an. Diese Kriterien
fithrten zur Auswahl der beiden Verbindungen, wobei die Verbindung 10 der
Verbindung 164 aus dem initialen Screening entsprach. Bei der zweiten Verbindung, die
mehr Posen mit guten Docking-Scores aufwies, handelte es sich hingegen um das iiber ein
1,4-substituiertes Imidazol verbriickte Konstrukt 165. Aufgrund der schlechten
Kompatibilitat des Thioamids mit allgemeinen Wirkstoffeigenschaften wurde die Synthese
fiir das entsprechende Amid 166 entworfen.

X

HoN
N ON-NH N x=s 165
_ S W FsC CFs
\N_~_N . P ' NH, x=0 166
HO ‘ ‘ OH

Abbildung 64: Darstellung des aus dem zweiten Optimierungsschritt resultierenden Liganden 165 und dessen

Amid-Analogon 166, welches letztlich synthetisiert wurde.

5.7.2 Test-Alkylierungen und -Acylierungen von BPNH,

Vor der retrosynthetischen Zerlegung dieser Verbindung, soll aber auf kleine Testversuche
zur Auswirkung der Alkylierung oder Acylierung der Anilin-Gruppen des BPNH, auf die
Assoziation an RAS beschrieben werden, da diese im Zuge der in silico Optimierung des
Liganden durchgefithrt wurden. Die Synthese des eigentlichen Liganden (166) wird dann

ab Kapitel 5.7.3 beschrieben.

Die Derivatisierungen des BPNH, wurden durchgefiihrt, weil bisher nur bekannt war, dass
eine Substitution an den Phenol-Gruppen von BPA die Assoziation an K-RAS verhindert.
Somit héatte auch eine einseitige Substitution der Aniline des BPNH, zu einem
vollstédndigen Verlust der Bindungseigenschaften fithren konnen, selbst wenn es die

in silico Ergebnisse anders nahelegen. Bei den Optimierungsschritten der Screenings
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wurden die Aniline sowohl in Amide als auch sekundédre Amine als verbriickende Einheit
iiberfithrt. Deshalb wurden auch fiir die Testverbindungen beide Stoffgruppen hergestellt.
Als sich dann abzeichnete, dass das alkylierte Produkt hergestellt werden sollte, wurde
zudem das BPNH,-Derivat 170 hergestellt, das einen Alkylrest mit der Lénge des Linkers
von Verbindung 166 trigt, um auch den Einfluss weiterer Methylengruppen einschétzen
zu koénnen. Die Durchfiihrung dieses Experiments lehnte sich an eine Vorschrift von
GONCALVES et al. an.'*!

3C F3C CF3

CFs
NHMe AcHN“NHAC
167
T— F4C CF4 4‘[
H2N
JE n e
FsC CFs FsC CFs  H
“NHAC H2NN\/\/OH
H H
o Y170 T ©°

a) 1.1 Ag. Mel, 1.05 Aq. NaHCOs, DMF, RT, 41%; b) 1.05 Aq. Ac;O, THF,
50°C, 15%; c) 2.6 Ag. Ac,O, THF, 50 °C, 77%; d) 3-Brompropanol, EtOH,
65 °C, 21%.

Abbildung 65: Synthesen von alkylierten und acylierten BPNHy-Analoga.

Die Alkylierung mit Methyliodid zum monomethylierten BPNHy-Derivat 167 wurde den
Bedingungen einer Alkylierungsreaktion von KOUROUNAKIS ef al. nachempfunden,'*
wobei neben dem gewiinschten Produkt auch mehrfach alkylierte Produkte anfielen, genau
wie es fiir das Derivat 166 der Fall war. Dadurch sind die Ausbeuten fiir beide Derivate
verringert. Fiir die Monoalkylierung mit 3-Brompropanol kommt zudem die Bildung von
Nebenprodukten durch die Alkylierung der aliphatischen Hydroxygruppe in Frage. Bei der
Monoacylierung, die an eine Vorschrift von COOK et al. angelehnt war,'*® wurde ebenso
eine Reaktion beider Anilingruppen beobachtet. Dabei wurde in der ersten Reaktion aber
nur das monoacylierte Produkt 168 isoliert, wihrend das zweifach acylierte Produkt 169

in einer zweiten Reaktion mit mehr Aquivalenten des Essigsiureanhydrids hergestellt

wurde. Die geringe Ausbeute der Monoacylierung ist auf die iiberwiegende
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Doppelacylierung zuriickzufiihren, wéhrend das Edukt ebenfalls in grofien Anteilen

wiedergewonnen werden konnte.

Bei den Messungen zur Affinitdt der Verbindungen im 'H-**‘N-HSQC-Esperiment zeigte
sich, dass eine Monomethylierung, wie bei Derivat 167, weitgehend toleriert wird, wahrend
sowohl die Monoacylierung als auch die zweifache Acylierung zu einem deutlichen Verlust
an Bindungsenthalpie einhergeht. Zwar verschlechtert sich die inhibitorische Wirkung auf
den GEF-katalysierten Nukleotidaustausch, wie die IC;-Werte aus Tabelle 20 zeigen,
aber sie bleibt erhalten. Die zu beobachtende Verschlechterung der Affinitét durch den
langeren Alkylrest von Verbindung 170 ist nachvollziehbar, da dieser ohne weiteren

angefiigten Rest kaum zu weiteren Wechselwirkungen fithren sollte.

Tabelle 20: Im NMR-Experiment bestimmte Dissoziationskonstanten und ICs-Werte des RAS-SOS-

Austauschassays fur die einfachen BPNH2-Derivate.

Biochemische Daten

Verbindung

Kp [mM] ICs0 [uM]
. FsC_CFs ) "H-"N- RAS-SOS-Austausch-Assay
RR HSQC
HO OH WT WT WT neu WT neu G19D G12v
(GDP) & (Jan. 2020)  (Feb. 2020)
104 R -NH2 R*“: -NHa2 0.4 + 0.1 316 - - 488 286
167 R -NH2 R*“: -NHMe 0.5 + 0.2 1464 - - 1498 929
168 R -NH2 R*: -NHAc 3.8 +1.7 1647 - - 2495 1858
169 R -NHAc R*“: -NHAc¢ unléslich >3000 >3000 - - -
R‘: -NH:
170 > 2.0 919 - - >3000 >3000

R¢: -NH(CHs);OH

Dadurch kommen nur die bereits beschriebenen entropisch ungiinstigen Beitrige dieses

Restes zu tragen. Bei dem angestrebten Liganden ist dies nicht zu erwarten, da das
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Basenfragment, das iiber den Alkyllinker angefiigt werden soll, weitere giinstige

Wechselwirkungen verspricht.

Neben den Bindungsdaten wurden auch Stabilitdtsdaten fiir die einfachen BPNH,-Derivate
erhoben. Dabei war festzustellen, dass die alkylierten Derivate abseits des sauren Milieus
relativ schnelle Zersetzungsreaktionen einzugehen scheinen. Eine zu hohe Stabilitdt von
Wirkstoffen im Korper ist jedoch ebenfalls nicht erwiinscht. Aus diesem Grund wurde die

Synthese des Liganden 166 fortgesetzt.

Tabelle 21: Ergebnisse der Stabilitdtsmessungen der monoalkylierten und -acylierten Derivate, wobei der

Restgehalt an Zielverbindung nach 24 Stunden bei drei verschiedenen pH-Werten angegeben ist.

Verbindung
R LGSR pH =1 pH = 7.4 pH =9
S CL,
167 R‘: -NH: R*“: -NHMe 98% 15% 2%
168 R -NH. R“: -NHAc 88% 61% 47%
R : -NH:
170 100% 46% 6%

R¢: -NH(CHs);OH

Die Haddock-Rechnungen, die zu diesen Verbindungen gemacht wurden, sprechen dabei
nicht eindeutig fiir einen bestimmten Bindungsmodus. Ein Cluster, der sich in der Region
der SI/II-Bindestelle befindet, taucht bei allen drei Strukturen, die mit Hilfe von Haddock
an GDP-RAS gedockt wurden, unter den drei bestbewertesten Clustern auf. Der
bestbewerteteste Cluster liegt jedoch bei den Verbindungen 167, 168 und 170 nie in dieser

Region.
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F3C CFj
H,N NHMe
HO OH
Proteinoberflache

|_| Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen grofer als 10

- Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen groRer als 20

[ Cluster1  [-25.3%1.6,127,02+0.2, 55.9+17.8]
[ Cluster2 [-17.5£2.8, 19,1.1£0.1, 29.0+27.3]
[ Cluster7 [-125%+5.0, 5,1.2+0.1,107.0+21.6]
[ | Cluster3 [11.1£0.7, 13,1.1£0.1, 784 +456]
| | Clusterd [10.0+2.9, 10,0.9+0.2, 60.5+12.7]
[ Cluster5 [-100£4.3, 6 0901, 284 +47.5]
[l Cluster6 [ -5.2+21, 5,08%0.1,102.7 +29.6]

+ -« Haddock-Score — =

Abbildung 66: Darstellung der durch Haddock 2.4 unter Beriicksichtigung der NMR-Restraints berechneten
Cluster fiir die Bindung des monomethylierten BPNH2-Derivats 167 an GDP-gebundenes K-Ras4BW!
(PDB:6MBT); dabei [Haddock-Score, Zahl der Clustermitglieder, RMSD-Wert, Verletzungsenergie fiir
Restraints]; der weiBe Pfeil kennzeichnet die Lage der SI/II-Bindestelle.

F3C CF,4
HyN “N HAc
HO OH
Proteinoberflache

Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen gréRer als 10

- Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen groRer als 20

[H Cluster2 [-19.5+1.9, 53,0402, 114.3 £ 22.0]
[I1 Cluster1 [-17.3+0.8,75, 1.7+ 0.1, 104.9 + 11.8]
|| Cluster3 [-15.6+1.0,23,1.4+0.2, 17.5+21.9]
| | Cluster4 [ -7.2+14,18,1.4£00,119.1+ 4.9]
| | Cluster5 [ -7.0+3.0, 9,47+52, 758+21.3]
[ Cluster6 [ -1.4+55 4,20£02, 80.1+46.0]

+ <«— Haddock-Score — =

Abbildung 67: Darstellung der durch Haddock 2.4 unter Beriicksichtigung der NMR-Restraints berechneten
Cluster fiir die Bindung des monoacylierten BPNH2-Derivats 168 an GDP-gebundenes K-RAs4BWT
(PDB:6MBT); dabei [Haddock-Score, Zahl der Clustermitglieder, RMSD-Wert, Verletzungsenergie fiir
Restraints]; der weifle Pfeil kennzeichnet die Lage der SI/II-Bindestelle.
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Stattdessen liegen bei zwei der Verbindungen die Cluster mit dem hochsten Haddock-Score
in der SIIP-Bindestelle (Abbildung 67 und Abbildung 68), wihrend er fiir das dritte
Derivat an der Proteinoberfliche auf der anderen Seite der Nukleotidbindestelle
liegt (Abbildung 66). Der Cluster, der in der SI/II-Bindestelle liegt, weist fiir das
Derivat 168 zumindest die niedrigsten Strafenergien fiir die Verletzung der
Rahmenbedingungen auf, die aufgrund der experimentellen Daten aus den NMR-Spektren
gewahlt wurden. Fiir die beiden anderen Strukturen sprechen Clustergrofie, Haddock-Score
und diese Strafenergien eher fiir eine Assoziation an einer alternativen Stelle. Ob die
Verdnderungen der Aminosédureverschiebungen, die bei dieser Rechnung beriicksichtigt
wurden, durch eine allosterische Konformationsdnderung zu erklaren ist, kann nicht geklart

werden. Hierfiir miisste man den Ligand-Protein-Komplex kristallographisch untersuchen.
F3C CF3 H
H2NN\/\/OH
HO OH
Proteinoberflache

LI Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen gréRer als 10

. Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen grofer als 20

I Cluster1 [-24.2+2.4,89,0.2+£0.1,138.7 £ 27.5]
1] Cluster2 [-15.8+1.2,35,1.3£0.1,113.4£27.2]
|| Cluster4 [12.5+2.1,18,1.5+0.1,132.6 + 13.9]
| | Cluster3 [ -9.3+1.6,20,1.7+0.1, 76.0+ 19.6]
| | Cluster5 [ -8.3+4.0, 9,0.8+0.1,149.3 +59.2]
[0l Cluster6 [ -1.9:22, 8,08=0.3, 129.5%29.3]

+ <.— Haddock-Score — =

Abbildung 68: Darstellung der durch Haddock 2.4 unter Beriicksichtigung der NMR-Restraints berechneten
Cluster fiir die Bindung des alkylierten BPNHa-Derivats 170 an GDP-gebundenes K-RAs4BY' (PDB:6MBT);
dabei [Haddock-Score, Zahl der Clustermitglieder, RMSD-Wert, Verletzungsenergie fiir Restraints]; der
weiBle Pfeil kennzeichnet die Lage der SI/II-Bindestelle.
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5.7.3 Retrosynthetische Betrachtung des durch Docking erhaltenen Second-Site-

Liganden 166

Bei Betrachtung von Verbindung 166 unter einem retrosythetischen Gesichtspunkt lassen
sich drei wesentliche Bausteine erkennen. Am deutlichsten ist der BPNH,-Baustein
(Abbildung 69: grau), welcher iiber eine seiner Anilin-Funktionen mit dem
verbriickenden Imidazol-Baustein (Abbildung 69: blau) verbunden ist. Das BPNH; ist
schwer aufzubauen und daher als fertiger Baustein vorgegeben. Die Verkniipfung mit dem
Alkyllinker am blau dargestellten Imidazol-Baustein kann dabei iiber eine Monoalkylierung
oder eine reduktive Aminierung erfolgen, wenn der Alkohol des Imidazol-Bausteins vorher
in einen Aldehyd iiberfithrt wird. Der dritte Baustein ist ein Pyridincarboxamid
(Abbildung 69: orange), welches mit dem Imidazol-Baustein verbunden werden muss.

Dabei bestehen zwei Moglichkeiten fiir einen retrosynthetischen Schnitt.

oder

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Abbildung 69: Retrosynthetische Zerlegung des Liganden 166 in drei wesentliche Bausteine.
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Entweder wird eine entsprechende Amin-Verbindung auf Seiten des Carboxamids durch
eine reduktive Aminierung mit dem Aldehyd des Imidazol-Bausteins verkniipft oder ein
Amin-Analogon des Imidazol-Bausteins wird zum Beispiel durch nukleophile aromatische
Substitution an ein Derivat des Pyridincarboxamid-Bausteins gekuppelt, welches eine
Abgangsgruppe in der 4-Position tragt. In beiden Féllen kann der Imidazol-Baustein durch
Alkylierung von 1H-Imidazol-4-carbaldehyd hergestellt werden, da die Aldehyd-Funktion

theoretisch leicht in ein Amin zu Uberfithren ist.

5.7.4 FErster Versuch der Synthese von Verbindung 166 dber reduktive

Aminierung des Pyridin-Bausteins

Fiir einen ersten Syntheseversuch wurde der Weg {iber die reduktive Aminierung des
substituierten Imidazol-4-carbaldehyds gewahlt, da hierfiir die Substrate am schnellsten
zuginglich waren. Die Synthese des Pyridin-Bausteins verlief dabei in zwei Schritten
problemlos. Sowohl bei der Cer(IV)oxid-vermittelten Hydrolyse des 4-Nitro-
picolinonitrils (171) nach Vorschrift von TAMURA et al.'* als auch bei der darauffolgenden
Nitroreduktion mit Platin(IV)oxid-Katalyse nach einem Patent von LOVERING et al.'*
fand ein quantitativer Umsatz statt, wodurch es ausreichend war, die festen Katalysatoren

iiber Celite abzufiltrieren.

N CN
N 2o CeO, H2 PtO, N NH,
= \
T T
95% NO, 98% NH,
171 172 173
Schema 12: Darstellung ~ der  Synthese  von  4-Aminopicolinamid (173) ausgehend  von

4-Nitropicolinonitril (171).

Da fiir die reduktive Aminierung keine Schiitzung des Alkohols am Imidazolderivat notig
war, wurde der 1H-Imidazol-4-carbaldehyd zunéchst mit 3-Chlorpropanol alkyliert, wobei

die Entstehung zweier Substanzen mit der erwarteten Produktmasse zu beobachten war.
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Diese zwei Verbindungen sollten den beiden dabei zu erwartenden Isomeren entsprechen,
welche durch die Alkylierung der Tautomere des Imidazols entstehen. Nach anfanglichen
Aufarbeitungsschwierigkeiten aufgrund der hohen Wasserloslichkeit, konnte das
Isomerengemisch durch Abfiltrieren des als Base eingesetzten Caesiumcarbonats und
Evaporieren des DMSO gewonnen werden. Jedoch wurde das Produktgemsich nie
vollstédndig charakterisiert, da eine Trennung der Isomere zu diesem Zeitpunkt nicht
gelang,.

032003

P P
N AN . N N

Z | OH \f

[y v © DMSO O\/[ L)

174 175 \ \
OH OH
176 177

Schema 13: Alkylierung von 1H-Imidazole-4-carbaldehyd (174) mit 3-Chlorpropanol (175) fiihrt

vermeintlich zu den beiden Isomeren 176 und 177.

Trotzdem wurde das Isomerengemisch in Testreaktionen mit dem Pyridinderivat 173
umgesetzt. Dabei wurden der substituierte Imidazol-4-carbaldehyd und das
4-Aminopicolinamid (173) zunéchst unter Standard-Bedingungen der reduktiven
Aminierung umgesetzt (Schema 14). Die literaturbekannten Methoden mit
Natriumtriacetoxyborhydrid und Natriumcyanoborhydrid wurden als Erstes getestet.
Dabei zeigte sich aber in beiden Féllen kein Umsatz, weshalb eine Aminierung mit
Natriumtriacetoxyborhydrid noch einmal ohne die Anwesenheit von Essigsaure
durchgefiihrt wurde. Jedoch konnte auch hier kein Umsatz beobachtet werden, vermutlich
aufgrund einer zu geringen Loslichkeit des Pyridin-Derivates. In Loslichkeitsexperimenten
fiir das Picolinamid 173 zeigte sich, dass die deutlichste Loslichkeit in Pyridin zu erkennen
war. Dementsprechend wurde eine Vorschrift fiir eine reduktive Aminierung in Pyridin
gesucht. Eine Methode von BOMANN et al.'® mit Pyridin-Boran-Komplex in THF wurde
dahingehend abgewandelt, dass der vorhandene Boran-THF-Komplex verwendet wurde,

wéahrend frisch getrocknetes und destilliertes Pyridin als Losungsmittel diente. Aber auch

139
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bei diesen Bedingungen war keine Reaktion zu erkennen, da sich das Picolinamid 173

weiterhin als zu unloslich erwies.

0
NH,
N—
o N
Ho [
O\/[ g))\ l % HZNJH/\j/N\/[N>
ﬁ \ NH, > oH
176 177 173 OH
178 179

a) NaBH(OAc);, DCE, AcOH; b) NaCNBHjs, 'PrOH, AcOH, Molsieb; ¢) NaBH(OAc)s, DCE; d) BH3 THF, Pyridin.

Schema 14: Versuche zur reduktiven Aminierung zur Verknlpfung von Picolinamid 173 mit den

regioisomeren Imidazol-Derivaten 176 und 177.

5.7.5 Versuche  zur Verkniipfung  mit  dem  Imidazol-Baustein  tber

Substitutionsreaktionen am Pyridin-Baustein

Aus dem Grund der schlechten Léslichkeit des Picolinamids 173 musste nach Alternativen
fiir die Synthese gesucht werden. Dabei wurde nun der alternative Ansatz gewahlt, fiir den
das Amin des Imidazolbausteins benotigt wird. Aus diesem Grund wurde der 1 H-Imidazol-
4-carbaldehyd (174) mit dem kéauflichen Benzyl-3-brompropanol angelehnt an einer
Vorschrift von L. A. REITER alkyliert."*” Nachdem auch hier zunéichst keine Trennung der
Regioisomere gelang, wurde letztendlich mit einer geeigneten fliissigen Phase eine
Trennung erreicht. Dieses Laufmittelgemisch setzte sich aus Ethylacetat, m-Butanol,
Wasser und Essigsdure zusammen. Durch den Wasseranteil war keine standardmaéfBige
Saulenchromatographie als Trennmethode geeignet, weshalb auf die Methode der DCVC

(Dry column vacuum chromatography) zuriickgegriffen wurde.
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7 7
Cs,CO,
N AN _ c °® . N N
Z/N» e NP S Z/N»

H 87%
174 180 \ \
OBnN OBn
181 182

Schema 15: Alkylierung von 1H-Imidazol-4-carbaldehyd (174) mit Benzyl-3-brompropanol (180) fiihrt zu

den zwei Regioisomeren 181 und 182.

Aufgrund der erfolgreichen Trennung der Isomere, wurden die folgenden Synthesen
zundchst ausgehend vom 1,5-substituierten Isomer 181 getestet, da dieses nicht fiir den
angestrebten Liganden verwendet wird. Somit wére ein Substanzverlust durch einen

Fehlschlag der Synthese nicht so gravierend gewesen, wie fiir das gewiinschte Derivat.

N N N N
o. [/ HO / 1) SOCl,, reflux N 7 H,N /
\/(N» \/(N» 2) NaN3,2 DMF, 50 °C 3\/[[\]) H2, Pd/C 2 \/[N»

NaBH,

MeOH \ MeOH \
OBn  82% OBn 82% OBn  71% OBn
181 183 184 185

OH N3
N N
%» 1) SOCl,, reflux %»
N N

NH,
N
I
NaBH, 2) NaN3, DMF, 50 °C Hp, Pd/IC N

- B
MeOH KL MeOH KL

O
<(
N
!
N
OBn 93% OBn 88% OBn 25% OBn

182 186 187 188

Schema 16: Getrennte Synthese der isomeren Amine 185 und 188 aus den Regioisomeren des substituierten

Imidazolcarbaldehyds.

Die Syntheseroute wurde einer Vorschrift aus einem Patent von D. DE ROULET und
R. DEVITA nachempfunden.'*® Die Reduktion der Aldehyde 181 und 182 erfolgte
standardgem&fl mit Natriumborhydrid. Bei beiden Regioisomeren wurden die
entsprechenden Alkohole nach der Extration in sauberer Form erhalten. Mit Hilfe von
Thionylchlorid wurden die Alkohole 183 und 186 anschliefiend in die jeweiligen Chloride
iiberfithrt. Nach vollstdndigem Entfernen des Thionylchlorids durch Destillation und
Evaporieren im Hochvakuum, wurden die erhaltenen Ole in DMF aufgenommen und das

Chlorid durch Agzid substituiert. Im abschlieBenden Schritt wurden die Azide
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hydrogenolytisch unter Pd-Katalyse reduziert. Dabei wurde das Azid 184 wesentlich
schneller umgesetzt als das entsprechende Regioisomer 187, obwohl beide Verbindungen
in reiner Form unter gleichen Bedingungen umgesetzt wurden. Augenscheinlich wurde der
Pd-Katalysator durch die Verbindung 187 bzw. das entsprechende Amin 188 vergiftet, da
nach einiger Zeit kein erkennbarer Umsatz mehr stattfand. Erstaunlicherweise blieben die
Benzyl-Schutzgruppen beider Regioisomere auch wéhrend der langeren Reaktionsfithrung

der Hydrogenolyse vollstédndig erhalten.

Mit den beiden erhaltenen Aminen wurden Experimente zur Verkniipfung des Amins 185
mit 4-Chlorpicolinamid (189) durchgefiihrt. Dabei wurde zunéichst versucht, das Chlorid
in einer nukleophilen aromatischen Substitution auszutauschen. Jedoch konnte bei den drei
verwendeten Methoden die Produktmasse nicht {iber LCMS nachgewiesen werden. Nach
diesen ersten Misserfolgen wurden zahlreiche Bedingungen fiir eine BUCHWALD-HARTWIG-
Aminierung des Pyridylchlorids 189 getestet, jede davon ohne nachweisbaren Umsatz zum

gewiinschten Produkt (Schema 17).

N N
H,N /A o)
Q 2 \/q) a-i H\/[\>
HoN o+ . H,N N N
N‘/ KL N~ \\\\
OBn
185

189

OBn
190

a) NEts, DMF, 100 °C;**® b) AlMes, THF, -78 °C — RT; c) Dioxan, 100 °C;*° d) Pd,(dba)s,
K3PO,, BINAP, DMF:Dioxan 1:10, 100 °C, MW;*! e) Pd,(dba)s;, NaO'Bu, BINAP, Dioxan,
reflux;! f) Pd,(dba)s, Cs,COs, XPhos, Dioxan, 100 °C;'*° g) Pd(dppf)Cl,, NaO'Bu, Toluol,
100 °C; h) Pdy(dba)s, LIHMDS, BINAP, Toluol, 100 °C; i) Pd-PEPPSI-Pr, NaO'Bu, THF,
80 oC.152

Schema 17: Versuche zur Substitution des Chlorids am Picolinamid-Derivat durch das Amin, wobei sowohl
nukleophile aromatische Substitutionen (Methoden a —c), als auch BUCHWALD-HARTWIG-Aminierungen
getestet wurden (Methoden d - i).

Nachdem diese Versuche allesamt gescheitert waren, wurde ein Literaturexperiment der
nukleophilen aromatischen Substitution des Chlorids von 4-Chlorpicolinamid (189) durch
Pyrrolidin zur Kontrolle nachgestellt. Bei dieser Synthese nach der Vorschrift von

GOBIS et al. bildete sich aber das gewiinschte Produkt 191."" Nun wurde zunéchst
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Benzylamin als Modellverbindung fiir das Imidazolderivat umgesetzt. Statt jedoch das
Chlorid zu substituieren, bildete sich das benzylierte Amid-Derivat 192. Sowohl die
Produktmasse und die signifikante Isotopenverteilung des Chlors, sowie die Verringerung
der Integration vorhandener Amid-Signale sprachen dabei fiir das Produkt 192. Die

nachfolgende NMR-Untersuchung bestéitigte diese Annahme.

o)
N
Pyrrolidin - ‘ NH,
A R
55% N
o)
/N‘ NH,  8Aq.Amin
X 1,4-Dioxan 191
& 110 °C o
N
189 BnNH, Z NHBn
40%
cl
192

Schema 18: Test des Literaturreaktion und Ubertragung auf Benzylamin als Modellverbindung.

Um diese ungewiinschte Reaktion zu unterdriicken, die massenspektroskopisch auch in
einem Experiment mit Dibenzylamin als analoges sekundéres Amin nachgewiesen werden
konnte, wurde nun der Pyridin-Reaktand gewechselt. Anstelle des Picolinamids wurde das
entsprechende Picolinonitril gewéahlt, wobei das bromierte Derivat 193 kauflich erhéltlich
war. In der Literatur wurde eine ligandenfreie kupferkatalysierte Aminierung von
Heteroarylhaliden gefunden.'” Diese Vorschrift von BOLM et al. wurde zunachst wieder
mit Benzylamin als Modellverbindung getestet.

BnNH,, Cu H\/@
CsOA
NC._~_Br sOAc NC._~_N

| T |

Ny DMSO, 110 °C Ny
193 194

Schema 19: Vermutete Produktbildung bei der kupferkatalysierten Aminierung des
4-Brompicolinonitrils (193).

Die LCMS-Ergebnisse zeigten diesmal die Entstehung der gewiinschten Produktmasse,

wahrend auch das Isotopenmuster des Chlors nicht mehr zu beobachten war. Nach
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saulenchromatographischer Trennung wurden die erwarteten Signale im ‘H-NMR-
Spektrum nachgewiesen, wobei die Substanz noch verunreinigt war. Aufgrund eines
experimentellen Fehlers bei der darauffolgenden préiparativen HPLC-Trennung konnte das
Produkt mnicht in reiner Form erhalten werden. Stattdessen wurden die

Reaktionsbedingungen fiir das Amin 185 getestet (Schema 20).

N N
N c 0 I
NC ‘ N Br . N CsOAc NC ‘ N N N
N~ DMSO, 110 °C N~
OBn 6% OBn
193 185 195

Schema 20: Erste erfolgreiche Verkniipfung eines Imidazol-Bausteins mit einem Picolinséure-Derivat durch

kupferkatalysierte Aminierung.

Das gewiinschte Produkt 195 wurde isoliert, jedoch wurde die Ausbeute durch die vielen
entstandenen Nebenprodukte stark limitiert. Aus diesem Grund sollten entsprechend
groflere Mengen des Amins 188 hergestellt werden, das dem anderen Regioisomer und
somit dem fiir die Synthese des eigentlichen Liganden nétigen Baustein entspricht. Bei
dieser Nachsynthese konnte jedoch noch weniger Azid zum Amin reduziert werden, als in
der ersten Druchfithrung. Auflerdem brachte auch eine STAUDINGER-Reduktion mit
Triphenylphosphin  keinen  gréfleren  FErfolg, da  hier die Abtrennung des
Triphenylphosphanoxids misslang. Aus diesem Grund wurde die Synthesestrategie ein

weiteres Mal geéndert.

5.7.6 Weitere Versuche zur Verkntpfung der Bausteine iber reduktive

Aminierung

Unter der Pramisse, wenigstens ein Derivat der angestrebten Verbindung 166 herzustellen,
das anstelle des Pyridinrings einen Benzolring tragt, wurden noch einmal literaturbekannte
Bedingungen einer reduktiven Aminierung des 1 H-Imidazol-4-carbaldehyds (174) getestet.

Bei der von STALDER et al. in einem Patent beschriebenen Reaktion wurde
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3-Aminobenzonitril (196) als Amin-Komponente verwendet und nach Bildung des Imins
mit dem 1H-Imidazol-4-carbaldehyd (174) mit Natriumborhydrid reduziert.'™ Diese
Reaktion konnte ohne Probleme reproduziert werden und zudem auf das
3-Aminobenzamid (198) {ibertragen werden.

CN
CN 0 1) MeOH, 60 °C
| 2) NaBH,4, RT
K(\

+ _ NH

; _NH
NH, N= 52 - 75%
(] / N

196 174 HN—

197
(o]
2 o 1) MeOH, 60 °C Q)LNHZ
NH, | 2) NaBH,, RT
Q)L : H/\NH - NH
N=/ 64%

NH, AN

198 174 HN—
199

Schema 21: Reproduktion der literaturbekannten Aminierungsreaktion zwischen 3-Aminobenzonitril (196)

und dem Imidazolcarbaldehyd 174 und deren Ubertragung auf das 3-Aminobenzamid (198).

5.7.7 Konkretisierung der Syntheseplanung

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde eine erneute Recherche zur Synthese des Second-Site-
Liganden 194 durchgefiihrt. In der resultierenden neuen Syntheseplanung sollte die
Verkniipfung des Imidazol-Bausteins mit dem BPNH, iiber eine reduktive Aminierung
erfolgen (Schema 22), da diese effizienter sein sollte als eine Monoalkylierung einer der
BPNH,-Anilinfunktionen. Daher wurde der 1H-Imidazol-4-carbaldehyd (174) mit einer
Alkylkette versehen, die in der entsprechenden Position ein Acetal trug, das nach
Entschiitzung den gewilinschten Aldehyd freigeben wiirde. Fiir die Anwendbarkeit dieses
Derivates musste eine Methode gefunden werden, das Nitril unter entsprechend
schutzgruppenfreundlichen Bedingungen zum Carboxamid zu hydrolysieren. Klassische
Methoden verwenden saure Bedingungen fiir diese Hydrolyse, wobei vor allem HCI, H,SO,

und andere anorganische Sduren gebrauchlich sind. Zusatzlich zu der sauren
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Acetalspaltung kann bei diesen Reaktionen schnell eine Uberhydrolyse zur Carbonsiure
stattfinden. Daher wurde diese Option ausgeschlossen. Auch homogene Metallkomplex-
Katalyse wird eingesetzt, um Nitrilverbindungen zu Carbonsdureamiden zu hydrolysieren.
Die Katalysatoren sind aber schwer abzutrennen und koénnen durch koordinierende

Gruppen (wie Pyridine und Imidazole) leicht vergiftet werden.'*>1%

CN CN
N= N=
;) 1) 207 ,MeOH, \ / \ /
N reflux
0 Br %N o1 Y 2)NaBH,, NH N—Boc
! K»COj, KI 3 N 0°C-RT Boc,0
B o L ° — N/ "
. o DMF, RT j N) N)
H \_/ o° o
o D! D!
174 200 o Mo o o
201 202 [ /
203 204
o}
NH,
N=
o o \ 7/
NH, NH, NH
N= N=
\ / \ 1) 104, NaBH(OAc)s, N
Boc MeOH, RT N»
CeO, 10 mol% lod N-Boc 2) TFA KL
— N N
EtOH/H,0, 70 °C Iy Aceton, RT B »
N N
HO
\ Cﬂ CF,
o o So CFs
\_/
205 206 O
NH,
OH
194
N__CN FsC CF;
g J
NH, HO OH
207 104

Schema 22: Syntheseplanung fiir Verbindung 194 nach erneuter Recherche, wobei von der Verkniipfung von

Imidazol- und Pyridin-Baustein iiber eine reduktive Aminierung ausgegangen wurde.

Fiir die Hydrolyse von 4-Aminopicolinonitril (207) und verwandten Strukturen sind laut

Literatur Reaktionen bekannt, bei denen Wasserstoffperoxid in Kombination mit einer
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Base eingesetzt wird."”""* Dies ist fiir Benzonitrile eine sehr milde und recht selektive
Methode der Nitrilhydrolyse, sollte bei Pyridinen jedoch zur Bildung von N-Oxiden
fithren." Dies wiirde mit einer entsprechend erforderlichen Reduktion des N-Oxids einen

weiteren Syntheseschritt bedeuten.

Weiterhin werden Metalloxide fiir eine heterogene Katalyse dieser Reaktionen eingesetzt.
Zu finden ist dabei auch die bereits eigens fiir die Synthese des
4-Nitropyridncarboxamids (172) angewandte Methode der Hydrolyse iiber CeO,-
Katalyse.'™ Diese hat eine deutliche Selektivitdt gegeniiber Heterozyklen mit
Nitrilsubstituenten in 2-Position zum Heteroatom, da das Heteroatom fiir eine
Vorkoordination an der Oberflache des heterogenen Katalysators benétigt wird und das

formal iibertragene Wasser laut Mechanismusvorschlag im anschlieenden Schritt von der

Oberflache aus iibertragen wird.

Fiir die spétere Spaltung des Dioxolans des geschiitzten Aldehyds 205, wurde eine sehr
milde Methode gewahlt. Bei dieser Methode ist die Acetalspaltung mit elementarem Iod
moglich, das eine Transferreaktion mit dem als Loésungsmittel verwendeten Aceton
katalysiert.'® Fiir die Entschiitzung ist alternativ auch eine Methode mit TES-Triflat und
2,6-Lutidin oder auch Collidin anwendbar. Diese ist so selektiv, dass Acetale sogar trotz

der sonst schwierigen Diskriminierung vor Ketalen gespalten werden.'®*

5.7.8 Erste Synthesen nach der neuen Route scheitern

Die bei der erneuten Alkylierung des 1H-Imidazol-4-carbaldehyds (174) erhaltenen
Regioisomere konnten nur sehr schwer voneinander getrennt werden, da das fiir die
benzylgeschiitzten Derivate 181/182 verwendete Losungsmittel aufgrund der wéssrigen
Essigsdure im Gemisch nicht verwendet werden konnte. Stattdessen bewéhrte sich fiir eine
Antrennung der Isomere ein Losungsmittelgemisch, dem wéssrige Ammoniak-Losung

zugesetzt wurde. Das {iblicherweise als Basenzusatz verwendete Triethylamin eignete sich
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in diesem Fall nicht. Die erhaltene Menge der reinen Isomere war zu gering fiir eine
synthetische Anwendbarkeit dieser Trennmethode, machte es aber moglich, dass beide

Verbindungen vollumfanglich charakterisiert werden konnten.

0 0
/ o Cs,CO 4

N /> $2L03 N N
Z/ 3T a0 DMF /N» " o%»

N

H

174 208 35-53% j i

o o (O]
/ -/
201 202
Schema 23: Alkylierung des 1H-Imidazol-4-carbaldehyds (174) mit 2-(2-Bromoethyl)-1,3-dioxolan (208).

In den Testreaktionen zur reduktiven Aminierung wurde somit das Gemisch der
Regioisomere eingesetzt. Die reduktive Aminierung wurde zunéchst nach der Methode von
STALDER et al.*”* durchgefiihrt, die vor Planung der Syntheseroute bereits fiir verwandte
Derivate getestet worden war. Im Anschluss wurde als weniger reaktives Reduktionsmittel
Natriumcyanoborhydrid anstelle des Natriumborhydrids eingesetzt. Dennoch wurde in
beiden Fillen die Bildung eines komplexen Produktgemisches beobachtet (Schema 24).
Dabei wurden sowohl die gewiinschte Produktmasse als auch die korrespondierenden

Alkohole und das 4-Aminopicolinonitril (207) im Reaktionsgemisch nachgewiesen.

o}

<( - .
N N NH \_/
N CN O
S /N> X /N» arb NH
= + + —_— /'\)‘ + { +  Nebenprodukte
NH, i
(0]

—

N N—/N
0 o o o o e
\/ \/ <;
fe) (0]
207 201 202 .
203 209

a) 1) MeOH, 60 °C 2) NaBH,; b) Na(CN)BHa, MeOH, reflux.

Schema 24: Erste Versuche zur reduktiven Aminierung des acetalgeschiitzten Imidazol-Bausteins und

4- Aminopicolinonitril unter Entstehung nicht abtrennbarer Nebenprodukte.

Da die Verbindungen sich in ihrem Retentionsverhalten in verschiedensten

Laufmittelgemischen kaum unterschieden, war eine Trennung nicht moglich.
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In einem néAchsten Schritt wurde nun versucht, den 1,4-substituierten
Imidazolcarbaldeyd 201 regioselektiv herzustellen, mit dem Ziel, die Nebenprodukte des
ungewiinschten Regioisomers zu vermeiden und auf diese Weise das Trennproblem zu
vereinfachen. Hierflir wurde eine ringaufbauende Imidazolsynthese gewahlt, die von
Diaminomalonitril und einem entsprechenden Amin ausgeht und zum entsprechenden
5-Aminoimidazol-4-carbonitril fithrt. Durch eine anschlieBende reduktive Deaminierung
mit Isoamylnitrit wird dann das entsprechende Nitril-Derivat von Verbindung 201

erhalten.

Nach einer Vorschrift von SUN et al. wurde zunachst das Formimidat 211 aus

Diaminomalonitril (210) durch Kondensation mit Triethylorthoformiat hergestellt.'®

CN
Ne A HCOEYs nc o
2
NH, Dioxan, reflux NH,
210 60 - 66% 211

Schema 25: Synthese des Formimidats 211 als Baustein fiir die regioselektive Synthese des Imidazol-

Bausteins.

Der anschliefende Ringschluss mit 3-Aminopropanol (212) zum Imidazolcarbonitril 213
wurde ebenfalls gemdfi der Verdffentlichung von SUN et al. durchgefiihrt, wobei der

zugrundeliegende Mechanismus in Schema 26 dargestellt ist.'®

N 1) PhANHECIC EtoH N
2) NaOH 2
NH 98- 99% N~
211 212 213
-oN@
- EtOH -H,0
(N HN

I7AN™>S"on @

~H NC "'H HO NC
) . F}N/\/\OH ) }\(/kN/\/\OH
N

N N H-NY N~

Schema 26: Darstellung der Synthese von Carbonitril 213 und des zugrundeliegenden Mechanismus des

Ringschlusses.
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Da diese Umsetzung problemlos durchzufithren war, wurde das Amin 215 hergestellt, um
ein Derivat des Imidazolcarbonitrils 213 zu erhalten, welches statt der Hydroxygruppe das
Acetal tragt und somit leicht in einen Aldehyd itiberfithrt werden kann. Die Synthese von
Amin 215 wurde tiber zwei Wege durchgefiihrt, wobei die GABRIEL-Synthese im ersten
Versuch deutlich weniger erfolgreich verlief als die Synthese iiber eine STAUDINGER-
Reduktion nach einer Vorschrift von GRIBBLE et al..'® Vor allem die Hydrazinolyse des
Phthalimids 214 nach einer Vorschrift von BOSCH et al. fithrte zu Ausbeuteverlusten.™
216, K o@ NH,NH,+H,0
N
DMF, 70 °C <i\c,)/\/ { MeOH
214

60% 42%

o ey | T

208 215

NaNj o \,/\/Ns PPh,
DMSO </o THF, RT

86% 217 61%

Schema 27: Synthese des Amins 215 iiber die GABRIEL-Synthese (oben) und eine STAUDINGER-Reaktion

(unten).

Das fiir die STAUDINGER-Reaktion bendtigte Azid 217 konnte weder {iber ESI oder APCI
ionisiert werden. Sowohl die NMR-Spektren als auch das IR-Spektrum stimmen jedoch mit
der Literatur iiberein.'™ Da in der STAUDINGER-Reaktion das gewiinschte Amin entstand,

kann davon ausgegangen werden, dass das richtige Azid gebildet worden war.

Der anschlieBende Ringschluss konnte ohne Probleme durchgefithrt werden, wobei jedoch
eine Sdulenchromatographie nétig wurde, die zu Ausbeuteverlusten aufgrund der starken

Wechselwirkung der Imidazole mit dem Kieselgel fiihrte.
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CINC

on 1) PhNHg3 CI~, EtOH o \H
O NH, 2) NaOH 2
&z/\/ * Eto&N)\(CN 28 - 35% OJ\/\N\:%’CN
NH, T =N
215 211 218

Schema 28: Synthese des Imidazolcarbonitrils 218 als Zwischenstufe fiir das gewiinschte Imidazol-Derivat.

Obwohl auf strikten Feuchtigkeitsausschluss geachtet wurde, konnte bei der Durchfithrung

der reduktiven Hydrodeaminierung nach Vorschrift von CRISTALLI et al.'® das gewiinschte
Produkt nicht nachgewiesen werden. Stattdessen wurde die Molekiilmasse und im
'H-NMR-Spektrum passende Signale des entsprechenden Carboxamids nachgewiesen. Das

Produkt wurde aufgrund weiterer im Folgenden beschriebenen Ergebnisse nicht weiter

aufgereinigt.
? NH, iso-Pentylnitri <\ Q
- ylnitrit
0)\/\ /g/ , O)\/\
"L Yo THF, reflux N& CN
N N
218 219

Schema 29: Versuch der reduktiven Deaminierung von Imidazolderivat 218.
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5.7.9 Erfolgreiche Synthese von Verbindung 166

Da parallel zu den spéteren Versuchen der regioselektiven Imidazolsynthese ein weiteres
Experiment zur reduktiven Aminierung des Regioisomerengemisches des acetalgeschiitzten
Imidazolbausteins durchgefithrt wurde und erfolgreich war, wurden weitere Experimente
zur reduktiven Deaminierung nicht mehr durchgefiihrt. Beim Einsatz eines Uberschusses
an Natriumtriacetoxyborhydrid und Essigsdure nach der allgemeinen Vorschrift von
ABDEL-MAGID et al. erfolgte nun nicht mehr die Reduktion der Aldehyde 201 und 202.'%
Stattdessen war das Natriumtriacetoxaborhydrid tatsidchlich in der Lage selektiv nur das

gebildete Imin zu reduzieren.

N= CN
O

N NH
K/L DCE, RT Sﬂ
N__N
0 o o o 68% o ~
-/ -/ <;
207 201 202 e °
-/
203 209

l \ / N=
%N o N NH \_7
Ny -CN ®) %/[» NaBH(OAC)s, AcOH
Q)/ + N + %N +
()
NH, N

Schema 30: Erfolgreicher Versuch zur reduktiven Aminierung des acetalgeschiitzten Imidazol-Bausteins und

4-Aminopicolinonitril (207) unter Entstehung nicht abtrennbarer Nebenprodukte.

Die in Schema 30 angegebene Ausbeute bezieht sich dabei nur auf das gewiinschte
Derivat 203, da nur dieses einen deutlich differenzierten Retentionsfaktor aufwies, als die
Edukte und somit gut abzutrennen war. Das erhaltene Produkt wurde dem Syntheseplan
entsprechend mit Hilfe von Natriumhydrid als Base nach einer Vorschrift von
PAWAR et al. mit der Boc-Schutzgruppe versehen.'’” Die darauffolgende Hydrolyse des
daraus entstandenen Carbonitrils 204 sollte zunéchst plangemaf tiber die Cer(IV)oxid-
katalysierte Methode nach TAMURA et al. erfolgen, wobei jedoch kein Umsatz des Eduktes
festzustellen war.'** Daher wurde der riskante Weg einer Hydrolyse mit Wasserstoffperoxid
gewahlt. Mit Hilfe von Diinnschichtchromatographien und einem Massenspektrometer

wurde der Umsatz des Eduktes in einer Testreaktion verfolgt. So wurde festgestellt, dass
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sich bei einer Riihrzeit iiber 30 Minuten ein Peroxid der hydrolysierten Verbindung bildete.
Wurde die Reaktion rechtzeitig gestoppt, wurde das Carboxamid 205 mit ausreichenden

Ausbeuten erhalten.

Der néchste Schritt, die Acetalspaltung, wurde mit den zwei recherchierten Methoden
getestet. Sowohl die lod-katalysierte Transferacetalisierung nach einer Vorschrift von
HU et al. als auch die Spaltung mit Lutidin und einem Trialkylsilyltriflat nach der
160,161

Vorschrift von FUJIOKA et al. fiihrten jedoch nie zur Entschiitzung des Acetals.

Stattdessen wurden Gemische anderer Produkte erhalten.

o) o}
CN CN NH, NH,
N=— N= N= N=
N\ / \ 7/ N\ / N\ /
NH 1) NaH N—Boc N—Boc N—Boc
2) Boc,O a/b c/d
N N _— N —H— N
/ DMF, 0 °C - RT /Y /-y /)
N N N N
77% \
0" o o~ "o o” o S0
_/ _/ _/
203 204 205 206

a) Ce0O,, H,O/EtOH, 0%; b) 3 M NaOH, H,0, (35%), MeOH, 71%; c) 10 mol% l,, Aceton, reflux, 0%; d) 1)
TMSOTT, 2,6-Lutidin, CH,Cl, 0 °C 2) H,0, RT, 0%.

Schema 31: Versuch der Synthese des Aldehyd-Bausteins, der nach reduktiver Aminierung mit BPNH2 und

darauffolgender Entschiitzung die Verbindung 166 geben sollte.

Da die nichste Methode, die fiir die Acetalspaltung getestet werden sollte, sidurekatalysiert
war, wurde die Nitrilhydrolyse des Carbonitrils 203 ohne vorherige Boc-Schiitzung
getestet. Auch hier war die Hydrolyse vor einem Entstehen des entsprechenden Peroxids
moglich. Fiir die Spaltung des Acetals wurde eine Methode von ZDERIC und LIMON
gewahlt.'®™ Als Sdurekatalysator diente dabei 70%ige Perchlorsiure. Diesmal konnte der
Aldehyd 222 massenspektrometrisch nachgewiesen und auch siulenchromatographisch

gereinigt werden.
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NH,
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NH N
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\/ ©
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NH, HO OH
207 104

Schema 32: Finale Synthese des Second-Site-Liganden 194.

Leider wurde jedoch im NMR-Spektrum ein Zerfall deutlich, weshalb der Aldehyd nach
einer zweiten Umsetzung sofort nach der Chromatographie mit dem BPNH, umgesetzt
wurde. Diese reduktive Aminierung musste aufgrund der Loslichkeiten in DMF
durchgefiihrt werden, nachdem ein erster Versuch mit DCE als Losungsmittel gescheitert
war. Dennoch konnte die Zielverbindung 166 letztendlich isoliert werden (Schema 32).
Das '"H-NMR-Spektrum der Verbindung weist sehr breite Signale auf, was am verwendeten
protischen Losungsmittel MeOH liegt. Dieses war das einzige NMR-Losungsmittel, in dem

sich die Substanz loste und das gut zu evaporieren ist. Bei einer Nachsynthese miisste
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dieses NMR-Spektrum noch einmal unter Verwendung von DMSO-ds aufgenommen

werden.

5.7.10 Diskussion der biochemischen Daten

Die durch die sehr negativen Docking-Scores suggerierte starke Bindung von
Verbindung 166 an K-RAS blieb aus. Sowohl in der NMR-Untersuchung, als auch im RAS-
SOS-Austauschassay setzt sie stattdessen die Reihe der alkylierten BPNH,-Derivate fort,
indem die Werte durch den noch gréfleren Substituenten weiter verschlechtert werden

(Tabelle 22).

Tabelle 22: Darstellung der bisher erhobenen biochemischen Messdaten flir Verbindung 166 aus dem NMR-

Experiment und dem RAS-SOS-Austauschassay.

Biochemische Daten

o]

H,N ’,
2 Ag\:\>* Ko [Ilﬂ\n RAS ‘Ig(()j:OAhﬂ\’rﬂ 1
N NH N 197 15 S-00UB-Austausch-
— \—O N PO OFs SO Assay
NN AN NH;  HSQC :
O O N
HO OH WT
(GDP) wT G12D
166
2.6 +0.2 1323 563

Im 'H-""N-HSQC-Spektrum erreicht die Verbindung erst bei einem fiinfzehnfachen
Uberschuss in Bezug auf die Proteinkonzentration eine Séttigung fiir die Verschiebung der
Aminoséureresonanzen, wihrend fiir das freie BPNH, ein fiinffacher Uberschuss
ausreichend ist. Die durch Zugabe der Verbindung 166 entstehenden Verdnderungen im
Spektrum &hneln denen, die bei der Titration von BPNH:; zu beobachten sind
(vgl. Abbildung 70). Diese Anderungen sind aber fiir Verbindung 166 deutlich kleiner.
Insgesamt resultiert ein deutlich hoherer Kp-Wert fiir den erweiterten Liganden im

Vergleich zum BPNH, (Kp = 0.4 mM).
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- 104
166

Verschiebungsdifferenz [ppm]

Aminosaure

Abbildung 70: Vergleich der Verschiebungen von Aminosdureresonanzen von K-RAS bei Assoziation von
a) BPNH: (104) und b) Verbindung 166 (an PDB:4DSO) und die dazugehorigen Balkendiagramme der im

NMR-Experiment ermittelten Resonanzverschiebungen (c).

Auch fiir diese Verbindung wurde mit Hilfe der Aminosiureverschiebungen und der
Software Haddock 2.4 Modelle fiir die Bindung dieses Liganden an GDP-gebundenes
K-RAS4B erstellt. Erhalten wurden dabei verschiedenste Cluster, wobei auch der
energiegiinstigste Cluster eine andere Bindungssituation vorgibt, als beim Docking mit der
Schrodinger-Software ermittelt wurde. Zwar liegt ein Teil der Verbindung fiir diesen
Cluster in der SI/II-Bindestelle, jedoch entspricht dieser Teil nicht dem BPNH,-Baustein.
Eine Aussage zum tatséchlichen Bindungsmodus kann mit Hilfe der Haddock-Rechnung
kaum getroffen werden. Hierfiir existieren zu viele unterschiedliche Cluster, deren
zugehorige Parameter (wie die Zahl der Clustermitglieder oder die Hohe der RVE) auch

keine Hinweise auf den wahrscheinlichsten Protein-Ligand-Komplex bieten.
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o]

N/\ NH

N y  FsC CFs
HO OH

Proteinoberflache

l_] Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen groRer als 10

. Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen groRer als 20

I Cluster 1 [-33.9+1.8,39,0.3+0.2,31.3+28.6]
[ Cluster2 [-31.2+1.0,31,2.1£0.3,19.1  18.4]
|| Cluster3 [28.8+1.9,24,16+0.1,43.1¢ 5.2]
|| Cluster4 [23.4+4.7,19,0.9+0.2,27.3+12.8]
| | Cluster5 [-23.1£2.7,14,1.8+0.3,11.5 16.7]
I Cluster6 [-19.8+4.6,10,1.1+0.2, 7.9+ 8.3]
[l Cluster 11 [-15.6+5.8, 4,1.1£0.1,29.6+17.9]
|| Cluster8 [-13.7+3.4, 6,3.6+3.5 99.4+26.1]
[ Cluster 10 [-11.8+8.3, 5,25+04,43.1+ 2.1]
il Cluster7 [ -9.4+36, 9,06+0.2 157 +21.1]

+ <« Haddock-Score — =

Abbildung 71: Darstellung der durch Haddock 2.4 unter Beriicksichtigung der NMR-Restraints berechneten
Cluster fiir die Bindung der Carbonylverbindung 166 an GDP-gebundenes K-RAs4BYT (PDB:6MBT); dabei
[Haddock-Score, Zahl der Clustermitglieder, RMSD-Wert, RVE]; der weifie Pfeil kennzeichnet die Lage
der SI/II-Bindestelle.

Vergleicht man die Strukturen der in silico erzeugten Verbindungen (Abbildung 72) mit
verschiedenen Rechnungen fiir das BPNH, (Abbildung 73), so erkennt man eine gute

Ubereinstimmung der Lage des BPNH,-Bausteins fiir die beiden ersten Liganden-
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Generationen (Abbildung 72, links und mittig) mit der Pose, die fiir die erweiterte

Bindestelle der 4EPY-Kristallstruktur berechnet wurde.

d.s.: -9.533 . d.s.:-8.215

Abbildung 72: Darstellung der giinstigsten Posen fiir drei Stufen der in silico Suche; von links nach rechts:

Verbindungen 164, 165 und 166 jeweils zusammen mit dem zugrundeliegenden Basenfragment.

Diese Pose unterscheidet sich jedoch von der Pose, die von Mitarbeitern des Arbeitskreises
STOLL iiber Haddock bestimmt wurde. Diese Haddock-Rechnungen wurden mit der
Kristallstruktur 4DSO durchgefiihrt, in der ein GTP-Derivat gebunden ist, wiahrend die
zugrundeliegende NMR-Untersuchung an GDP-gebundenem K-RAS durchgefiihrt wurde.
Die 4EPY-Kristallstruktur liegt hingegen in der inaktiven Form vor und sollte daher

geeigneter sein, den Bindungsmodus vorherzusagen, der dem NMR-Experiment entspricht.

Abbildung 73: Vergleich zwischen Haddock-Struktur (PDB:4DSO) (links) und der durch Docking mit der
Schrédinger-Software erhaltenen Pose fiir die erweiterte Bindestelle (PDB:4EPY) (rechts).



5.7 - Fragmenterweiterung fiir BPNH2

Fiir die dritte und final synthetisierte Liganden-Generation weicht die {iber Schrodinger
berechnete Pose des BPNH,-Bausteins aber deutlich von beiden Posen des BPNH, ab.
Zusammen mit der Tatsache, dass der Alkyllinker durch den entropischen Effekt zu einem
Verlust von Affinitdt fithrt, konnte das die unerwartet schlechte Affinitdt des Liganden
erkldren. Allerdings sprechen die NMR-Ergebnisse gegen eine groie Variation der BPNH»-
Lage, da die Anderung der Resonanzen fiir die gleichen Aminoséiuren in Erscheinung tritt
wie bei freiem BPNH, (vgl. Abbildung 70). Vielmehr spricht das Fehlen zusétzlicher
Verdnderungen im Spektrum dafiir, dass der angefiigte Molekiilteil zu keiner weiteren
Assoziation beitriagt. Dieses Ergebnis wurde durch Studien an Fragmenten dieses

Molektilteils verifiziert. Dabei band keines der Derivate an K-RAS4B.

Daraus folgt, dass in diesem Fall vermutlich die Grenzen des Molecular Modelling erreicht
wurden. Problematisch kénnte dabei die hohe Polaritdt des Bausteins sein, um den das
BPNH, erweitert wurde. Solche Molekiile sind in wéssriger Umgebung von einer
Hydrathiille umgeben, die fiir eine Bindung am Protein aufgebrochen werden muss. Diese
Desolvatation benotigt Energie, die bei Assoziation des Liganden verloren geht. Weiterhin
ist die Beriicksichtigung von wasservermittelten Bindungen am Protein bei der
computergestiitzten Wirkstoffsuche problematisch. Der urspriingliche FESIK-Ligand aus
der 4EPY-Kristallstruktur bindet {iber wasservermittelte Wasserstoffbriicken in der
erweiterten Bindestelle, wihrend diese Moglichkeit in den in silico Rechnungen fiir den
erweiterten BPNH,-Liganden nicht beriicksichtigt wurde. Da Solvatationseffekte und die
Rolle von Wasser bei der Bindung an das Protein so schwer zu berechnen sind, stellen sie

eine klare Grenze des in silico Designs von Wirkstoffen dar.
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5.8 Synthese von intermolekularen Second-Site-Liganden

Eine der Zielsetzungen des Projektes war es, die Wirkung von Liganden durch die
Adressierung einer zweiten Bindestelle zu verbessern. Neben der Synthese des Second-Site-
Liganden 166 mit Erweiterung des BPNH,, sollte ein neuerer Ansatz der medizinischen
Chemie getestet werden. Dabei sollte ein K-RAS-Ligand mit einem zweiten Liganden fiir
ein anderes Protein zu einem sogenannten PROTAC (Proteolysis targeting Chimera)

verbunden werden.

5.8.1 Die Idee hinter PROTACs

Allgemein wird unter dem Konzept der PROTACs die Verkniipfung eines Liganden des
entsprechenden POIs (Protein of interest) mit einem zweiten Liganden iiber ein
Linkerelement verstanden, wobei der zweite Ligand den Abbau des POIs im Proteasom
initialisiert. Der Hauptvorteil dieses Konzeptes liegt darin, dass der Ligand fiir das POI
kein kompetitiver Inhibitor sein muss. Stattdessen muss er eine allosterische
Wechselwirkung eingehen, die ausreichend selektiv ist, um ausschlieflich den
proteasomalen Abbau des POIs zu induzieren. An dieser Stelle kommt ein zweiter Vorteil
zum Tragen, da durch die Linkerlinge und die Art der Abbauinitiation eine weitere
Selektivitédtsebene eingefiihrt wird. Das Ziel des Konzeptes ist es, die Inhibition durch den
fir den PROTAC verwendeten Wirkstoff iiber den Abbau des Proteins deutlich zu
verstiarken. Dadurch eignet es sich gerade fir Inhibitoren von PPIs, da diese als Ligand oft

geringe Inhibitonseffekte hervorrufen.

Fiir die Art der Abbauinitiation gibt es verschiedene Strategien und Liganden, die an einen
PROTAC angebracht werden kénnen. Dabei kann der Ligand des POI beispielsweise einen
Admantylrest tragen (Bsp. Ligand 223), der in der Zelle als denaturiertes Element des
Proteins erkannt wird. Dies geschieht durch die Chaperon-Proteine, welche dann in der

Lage sind, das POI als Substrat der E3-Ligase zu kennzeichnen. Die Aufgabe solcher
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Ligasen ist die Ubiquitinierung. Auf diesem Weg werden in der Zelle Proteine markiert,
die vom Proteasom abgebaut werden sollen. Die Ubertragung der Ubiquitinreste erfolgt,
sobald die Ligase in die rdumliche Ndhe des Substratproteins gelangt. Somit wird das
Protein, welches im Komplex mit dem Liganden vorliegt, der mit dem Adamantylrest

versehen ist, ubiquitiniert und somit vom Proteasom als abzubauendes Protein erkannt.

Die Herbeifithrung der Ubiquitinierung ist auch auf direkterem Wege zu erreichen.
Beispielsweise kann ein Ligand der VHL-Ligase (Van-Hippel-Lindau-Ligase), die zu den
E3-Ligasen gehort, an den Liganden des POls angeheftet werden (Bsp. Ligand 224). Somit
miissen nicht zunédchst Chaperon-Proteine eingreifen, um die Ubiquitinierung einzuleiten.
Stattdessen werden die Ubiquitinreste durch die Ndhe von Ligase und POI iibertragen,
wodurch das POI in der Folge vom Proteasom abgebaut wird.

E

223

224

Abbildung 74: Beispielhafte Darstellung einiger PROTAC-Strukturen mit den Liganden von gewissen

POIls (blau) und Liganden von Proteinen, die den proteasomalen Abbau herbeifiihren kénnen (orange).
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Eine wieder etwas indirektere Adressierung einer Ubiquitin-Ligase kann durch Verwendung
von Thalidomid-Derivaten als zweiter Ligand erzielt werden (Bsp. Ligand 225). Diese
fungieren als Liganden des Cereblon-Proteins (CRBN), das an die substratbindende
Untereinheit einer Ubiquitin-Ligase bindet. Dadurch wird die Ligase wiederum in die
raumliche Néhe des POI gebracht. Nach Ubiquitinierung und Erkennung durch das

Proteasom folgt somit der Abbau des POL

Die drei beschriebenen Varianten der PROTACs haben den vollstdndigen Abbau des
Proteins zur Folge, sodass dieses neu exprimiert werden muss. Das birgt in der Theorie
einen weiteren Vorteil des PROTAC-Ansatzes. Durch den Abbau des Targetproteins wird
der POI-bindende Teil des PROTACs wieder frei und kann in einem néchsten Zyklus zur
Proteolyse eines weiteren POI-Molekiils fiihren. Somit kann der PROTAC theoretisch in
substochiometrischen Mengen eingesetzt werden, die durch die Lebensdauer und die

Affinitaten des PROTAC-Konstruktes bestimmt sind.

Das grofite Problem der PROTACs ist, dass es sich um ein weitgehend empirisches
Konzept handelt, da nicht feststeht, welcher Modus des Proteinabbaus fiir das
entsprechende POI der Richtige ist und mit welcher Distanz die beiden Proteine die besten
Wechselwirkungen eingehen. Somit miissen sowohl die Linkerldnge als auch der Ligand,

der fiir die Proteolyse des POIs zustandig ist, variiert werden.'17

5.8.2 Auswahl der Liganden fir den PROTAC-Ansalz

Da die Affinititen der bis zum Zeitpunkt des Einstiegs in das Thema getesteten
Verbindungen aus eigener Synthese nur im millimolaren Bereich lagen, wurden
entsprechend affine Literaturverbindungen ausgewéhlt, die fiir erste Experimente zum
PROTAC-Design fiir K-RAS geeignet sein sollten. Dabei waren schon zu diesem Zeitpunkt
die kovalenten Liganden 72 und 75 der SII-Bindestelle die wirksamsten Verbindungen fiir

die Inhibition von K-RAS.
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Die wenigen literaturbekannten PROTACs fiir RAS-Proteine basieren ausschlieflich auf
diesen kovalenten Inhibitoren.''™ Der Wirksamkeit dieser Liganden liegt jedoch ein
Mechanismus zugrunde,® der die Anwendung auf das PROTAC-Konzept iiberfliissig macht.
Durch die kovalente Modifikation wird das Protein bereits auf Dauer inaktiviert und muss
somit nicht mehr abgebaut werden. Auflerdem wird der katalytische Effekt der PROTACs

durch die kovalente Bindung vollstandig negiert.

Da zudem der Fokus des Projektes auf der SI/II-Bindestelle lag, kamen nun noch die
Liganden von RABBITTS et al., FESIK et al. und GORFE et al. in Frage. Dabei war der
GORFE-Ligand (98) gerade erst publiziert, weshalb dieser neben der Verbindung 86 von
FESIK als Liganden fiir den PROTAC-Ansatz ausgewédhlt wurde. Die PROTACs fiir die
Strukturen von RABBITTS wurden hingegen in einer parallel durchgefiihrten Dissertation

bearbeitet.

Fiir die Verkniipfung der beiden Liganden wurden die géingigen Ethylenglykol-Linker
gewdhlt, die im Gegensatz zu den alternativen Alkyllinker weniger schnell einem
hydrophoben Kollaps unterliegen. Die Kettenldnge von jeweils vier Ethylenglykoleinheiten
wurde gewéhlt, da die Wechselwirkung beider Ligandenbausteine mit ihrem Targetprotein
gewihrleistet und der Linker somit nicht zu kurz sein sollte. Andererseits muss die Ligase
trotzdem in eine ausreichende rdumliche Nahe gebracht werden, damit der proteasomale

Abbau des kleinen RAS-Proteins erfolgen kann.
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5.8.3 Entwicklung eines PROTACSs, der von der FESIK-Verbindung 86 abgeleitet

wurde

Fiir den PROTAC-Ansatz wurde zundchst der FESIK-Ligand 86 gewéhlt, obwohl dieser
mit einer Dissoziationskonstante von 340 pM schlechter an K-RAS bindet als das Isoleucin-
Derivat 85 mit einem Kp = 190 nM. Vorteil der Struktur ist zum einen die vorhandene
Kristallstruktur, in der die moglichen Ankniipfungspunkte fiir ein entsprechendes
Linkerfragment zu erkennen sind, und zum anderen die leichte Modifikation der
Aminosdure zur Anbringung des Liganden. In der Kristallstruktur ist zu erkennen, dass
die 4-Position des Prolins Raum fiir eine Anbringung des PROTACs bietet. Dazu passt das
gut erhéltliche Synthesedquivalent des Boc-geschiitzten Hydroxyprolins. Wie in
Abbildung 75 gut zu erkennen ist, wére ein entsprechendes cis-Derivat des Prolins in der
PROTAC-Struktur giinstiger. Bei einer derartigen Variation wére der Substituent in Form

des PROTAC-Linkers mehr dem Losungsmittel zugewandt.

Abbildung 75: Abbildung des Fesik-Liganden 86 in der entsprechenden Kristallstruktur (PDB:4EPY), wobei

die fiir eine Elongation geeignete Position mit gelben Pfeilen markiert ist.

Auch fiir dieses Molekiil sollte aufgrund des hydrophileren Charakters ein Ethylenglykol-

Linker mit einer Lange von vier Ethylenglykoleinheiten verwendet werden.
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5.8.3.1 Synthese des FESIK-PROTACS

Die Synthese des Benzimidazol-Bausteins des Fesik-Liganden 86 erfolgte analog zu einer
im Arbeitskreis bekannten Synthese, wobei im Unterschied zu der von FESIK et al
beschriebenen Synthese der Benzimidazolring nicht in einem Schritt aufgebaut wurde.
Stattdessen wurde zunédchst das Amid iiber eine klassische Peptidkupplungsreaktion mit
HATU gebildet, gereinigt und anschliefend unter Mikrowellenstrahlung in Essigsdure
kondensiert. Im Gegensatz zu vorherigen Durchfithrungen wurde die Aufreinigung des
ersten Schrittes durch eine Umbkristallisation gegeniiber einer chromatographischen
Trennung erleichtert. Nach der Kondensationsreaktion in Eisessig musste lediglich die
Essigsdure entfernt werden, bevor das Produkt in sauberer Form isoliert wurde. Bei der
Reduktion der Nitrogruppe war jedoch nach Entfernen des heterogenen Katalysators eine

Saulenchromatographie notig, da Nebenprodukte entstanden waren.

61%

226
H
N
T acon \@ " rone C
mw, 120 °C N
7%
quant.

Schema 33: Synthese des Benzimidazol-Indol-Bausteins 230 fiir den FESIK-PROTAC.

Der Prolin-Baustein, der den Baustein 230 zum fertigen Derivat von FESIKs
Verbindung 86 ergéinzt, sollte vor der Amid-Kupplung mit dem Ethylenglykol-Linker
versehen werden. Dafiir wurde zunichst das Prolin-Derivat 235 synthetisiert, welches
anschliefend mit dem Ethylenglykol-Linker 238 zum Carbamat umgesetzt wurde

(Schema 36).
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Bei der Synthese des Amins 235 wurde darauf geachtet, dass dieses trans zur
Carbonsaurefunktion des L-Prolins steht. Die Umsetzung des freien Boc-
Hydroxyprolins (231) zum entsprechenden Benzylester erfolgte analog zu einer Vorschrift
von RAINES et al., wobei als Base fiir eine vollstdndige Deprotonierung der Carbonséure

® Durch Anlegen eines Vakuums wurde das

Caesiumcarbonat eingesetzt wurde.!
Gleichgewicht der Reaktion ziigig auf die Seite des Caesiumcarboxylats verschoben. Das
Carboxylat wurde anschliefend in einem zweiten Losungsmittel mit Benzylbromid
alkyliert. Die restliche Synthese wurde einer Publikation von NATCHUS et al.
nachempfunden.'™ Jedoch wurde statt der in der Veroffentlichung fiir den Methylester
beschriebenen hydrogenolytischen Reduktion des Azids eine STAUDINGER-Reaktion
durchgefiihrt, da unter den Bedingungen der Hydrogenolyse auch der Benzylester gespalten

worden wire. Die Bedingungen fiir diese STAUDINGER-Reaktion wurden einem Patent von

NCGUYEN et al. entnommen.'”

0 Boc 1) Cs,C03, H,0/MeOH 0  Boc 0  Boc
¢ 2) BnBr, DMF ¢ NEt. MsCl ¢
HOJKLN) BnO N 5 . BnO N
/ / CH,Cl, /
OH OH OMs
95% 93%
231 232 233
Boc O Boc
NaN3 PPh3 BRO N
DMF, 55 C THF/HZO (10:1)
NH,
76 - 84% 39%
234 235

Schema 34: Synthese eines Amino-substituierten Prolin-Bausteins 235.

Da eine Alkylierung des Hydroxyprolin-Derivates 232, die unter verschiedenen
Bedingungen mit Tetraethylenglykoldichlorid getestet wurde, nicht erfolgreich war, wurde
ein eingeitig mit einem Carbonsdureester versehenes Derivat des Tetraethylenglykols
synthetisiert (Schema 35). Die Alkylierung des kauflichen Tetraethylenglykol-Mono-
benzylethers (236) erfolgte dabei zundchst nach einer Vorschrift von DU et al. mit

Natriumhydrid in THF.' In weiteren Durchfithrungen wurde jedoch eine Methode nach
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CREWS et al. angewandt, bei der Kalium-tert-Butanolat als Base verwendet wird.'” In
Variation zur Originalvorschrift wurde jedoch das analoge Natriumsalz verwendet.
Allgemein war die Ausbeute dieser Alkylierungsreaktion durch die Entstehung des zweifach
alkylierten Derivats und die schwere Trennbarkeit der Ethylenglykol-Derivate limitiert.
Auch die starke Assoziation der Ethylenglykole gegeniiber der stationdren Phase

verringerte die Ausbeuten der Chromatographien.

a) NaH, THF,0 °C - RT, 8%

b) NaO'Bu, THF, 32% - 61% o
(0] HO{\/\
o) o
/\O)K/Br + 4 /\O)‘K/ {\/\oh\©

157 236 237
Ha
Pd(OH),/C o
EtOAc /\o)K/ Ofofft
quant. 238

Schema 35: Synthese des Ethylenglykol-Linkers 238 mit einseitiger Carbonsaurefunktionalisierung in Form

eines Ethylesters.

Nachdem der Ethylenglykol-Linker 238 zur Verfiigung stand, wurde er mit dem
Aminoprolin-Derivat 235 zum Carbamat umgesetzt. Hierzu wurde eine Methode von
BONILLA et al. unter Verwendung von para-Nitrophenylchloroformat verwendet.'™ Unter
Verwendung dieses Phosgen-Analogons mit dem Ethylenglykol-Derivat 238 entsteht

zunéchst intermedidr das entsprechende aktivierte Nitrophenylcarbonat 239.

o PNPCOCI, NEt, O,N o o
HO{/\/O%O/\ THF, 0 °C - RT o)ko{/\/o%o/\
238 239
Boc o] Boc
235 N, o N N
w o o BnO
DMSO, RT BnO Nko{”\/oh)ko/\
16% H NH,
240 235

Schema 36: Synthese des Prolin-Derivats 240, welches iiber ein Carbamat mit dem Ethylenglykol-Linker

verbunden ist.
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Nach einer Aufarbeitung dieser Zwischenstufe ohne Charakterisierung, wurde sie mit dem
Aminoprolin-Derivat 235 versetzt. Das entstandene Carbamat wurde in nur sehr geringer

Ausbeute erhalten. Im Rahmen der Nachsynthese wurde eine bessere Alternative gefunden.

Dabei wird der Ethylenglykol-Linker, dessen Synthesen sich als aufwendig und nicht sehr
ergiebig erwiesen hatten, erst spater in das Molekiil eingebaut. Diese Variation geht unter
anderem auf den Umstand zuriick, dass die Modifikation des Thalidomid-Bausteins sich in
den Arbeiten eines Kollegen als leichter erwies, wenn das Fluorothalidomid und ein Amin-
Derivat verwendet wurden.

0} 0o

HN HN
HO
(0] OR O
Methode A ; ZN + 70(\ . ;QN ]
o NH, o) NT(\
OR
(@]

o} o}
HN;:} HN;:}
Methode B d AP + BN A~ —— NP y
0 F o N™or

Schema 37: In Parallelarbeiten eines Kollegen getestete Methoden zur Derivatisierung des Thalidomids mit

Ethylenglykollinkern, wobei sich Methode B als effektiver erwies.

Entsprechend dieser Erkenntnisse wurde ein Amin-Analogon des Tetraethylenglykollinkers
hergestellt. Durch die einseitige Substitution der endsténdigen Hydroxygruppe des
Tetraethylenglykols konnte ein Azidotetraethylenglykol hergestellt werden. Nach einer
Alkylierung der verbliebenen freien Hydroxygruppe mit dem tert-Butyl-Ester der
Bromessigsdure konnte die Reduktion des Azids 242 zum Amin 243 mit Hilfe des
PEARLMAN-Katalysators erfolgen. Die folgende nukleophile aromatische Substitution am
Fluorothalidomid 245 wurde gem#&fl einer Publikation von STEINEBACH et al.
durchgefithrt.'” Dadurch war die Verbindung 244 erhéltlich, welche bereits den Liganden
enthélt, der den proteasomalen Abbau initiieren soll. Auflerdem besitzt diese Verbindung

eine Carbonséurefunktion fiir die Kupplung an ein entsprechendes Amin.



5.8 - Synthese von intermolekularen Second-Site-Liganden | 169

1) MsCl, NEts, CH,Cl,
2) NaN3, DMF, 55 °C H
3) BrCH,COOBu, NaO'Bu, THF 2

o~ o ORI Mol O O ol Oy

8% Uber 3 Schritte (6] EtOH
241 242 quant, 243

7%

F o0 o
245 DIPEA NH
DMSO 90 °C @QN{):O
% oty :
245

Schema 38: Synthese eines Thalidomid-verkniipften Ethylenglykol-Linkers ausgehend von Tetraethylenglykol
und Fluorothalidomid 245.

Deshalb musste nun ein Amin-Derviat des Prolins oder des FESIK-Liganden hergestellt
werden. Da die Synthese des Bausteins 244 den limitierenden Teil der Synthese darstellte,
sollte die Kupplung des Prolins an den vorhandenen FESIK-Baustein 230 erfolgen. Auf
diese Weise kann eine konvergentere Synthese erreicht werden. Analog zu der Synthese des
Prolinazid-Derivates 234 wurde dafiir ein Prolin-Derivat hergestellt, welches nach einer
Amid-Kupplung mit dem Baustein 230 schnell das entsprechend bendtigte Amin 251
liefern konnte. Dabei wurde nun der entsprechende Ethylester des Hydroxyprolins
verwendet, da nach Substitution der Hydroxy-Gruppe durch das Azid so eine basische

Spaltung des Esters moglich war.

0 Boc 1) Cs,CO3, H,0/MeOH BOC O  Boc
N 2) EtBr, DMF, 60 °C NEt3 MsCl N
HO EtO
/ T omon /
oH OMs
93% 88%
231 246 247
o) Boc O Boc
NaN; o N NaOE/EtOH HO N
DMF, 55 °C
N N
77% 8 80% ®
248 249

Schema 39: Synthese des Prolin-Bausteins 249, der mit dem Azid eine geschiitzte Amin-Funktion fiir den

Folgeschritt zur Verfiigung stellt.
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Die Synthese verlief in Analogie zu der in Schema 34 gezeigten Synthese problemlos und
die Stereochemie des Produktes konnte durch Vergleich der NOESY-Spektren des
Hydroxyprolins 231 und des Azids 249 belegt werden. Wie in Abbildung 76 gezeigt,
koppelt das zur Carboxyfunktion trans-stindige Wasserstoffatom (2‘) nur beim Azid 249
starker zum Wasserstoff-Atom am Kohlenstoffatom, das den Substituenten tragt. Im Fall
des Hydroxyprolins 231 ist hingegen nur eine starke Kopplung zum Wasserstoffatom an

der Carboxyfunktion zu erkennen.

. o ! 0]
HO NG HONG
231 4HH\‘\‘§;—Z‘ OH 249 +HY "o
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Abbildung 76: NOESY-Spektren zur Bestatigung der Stereochemie des Azids 249.

Nachdem die Stereochemie erwiesen war, konnte das erhaltene Prolin-Derivat 249 nun mit
dem  FESIK-Baustein 230  gekuppelt werden. Lediglich ein  Austausch des
Kupplungsreagenzes gegen HATU unterschied dabei die Kupplung von den
Literaturbedingungen nach  FESIK et al.."® Die Azid-Funktion des erhaltenen

Produkts (250) wurde hydrogenolytisch in das entsprechende Amin tiberfiihrt.
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MeCN N 0
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OH HZNO\NH NH HATU, DIPEA Ns QNH NH
_ / S _ /
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230 250
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EtOH \
Boc

HoN HNQ NH
H,, Pd/C NH
- . _ /
mo N)\/(©
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Schema 40: Synthese der derivatisierten und geschiitzten FESIK-Verbindung 251.

Im Folgenden wurde zunéchst der Linker-Baustein 244 in situ mit Hilfe von TFA von der
tert-Butylgruppe des Esters befreit. Nach Entfernen aller fliichtigen Bestandteile im
Vakuum wurde der Riickstand in DMF und Acetonitril gelost und mit dem FESIK-
Derivat 251 zu einem Amid gekuppelt. In einem letzten Schritt wurde nach Abspalten der

Boc-Gruppe das fertige PROTAC-Molekiil erhalten.
o
HN HN
.2 35
0 N 0 N
o &o
$ 8
0
1 HATU, DIPEA

~

37K

TFA
252 2 MeCN/DMF CH,Cl,
N 25% N quant. HN
Boc NH Boc’ NH NH
0 0 ©
N\ NH N\ NH
N« _NH
7 NH ~NH
-
NH
251 253 254

Schema 41: Verkniipfung der beiden hergestellten Bausteine, welche nach Entschiitzung zum PROTAC fiihrte;

dabei verknlipft dieser PROTAC den FESIK-Liganden 86 (blau) mit dem CRBN-Liganden Thalidomid (orange).

Um iiberpriifen zu konnen, ob der FESIK-Ligand nach Einfithrung des Amin-Substituenten

noch an K-RAS bindet, wurde der Baustein 251 von der Schutzgruppe befreit. Dies
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resultierende Verbindung 255 wurde zusammen mit dem PROTAC 254 fiir die

biochemischen Untersuchungen zur Verfiigung gestellt.

HZNMNO\NH /NH 4MHCI HszNQNH /NH

— —— —

Boc
251 quant. 255

Schema 42: Boc-Entschiitzung des derivatisierten FESIK-Analogons.
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5.8.3.2 Diskussion der zugehorigen biochemischen Daten

Da als Literaturreferenz nur FESIKs Isopropylderivat 85 vermessen wurde, musste dieses
fiir einen Vergleich mit den hergestellten Verbindungen herangezogen werden. FESIK et al.
beschrieben fiir dieses Derivat eine Affinitéat fiir K-RAS von Kp = 190 pM und Inhibition
von 78% im RAS-SOS-Austauschassay bei einer Konzentration von 1 mM. Das Prolin-
Derivat 86 erreichte laut FESIK et al. einen Kp-Wert von 340 pM und eine Inhibition von

58% im Austauschassay.™

Verbindung 85 wies bei Messungen im "H-YN-HSQC-Experiment in Bochum einen deutlich
hoheren Kp-Wert auf, als FESIK et al. mit derselben Methode ermittelt hatten. Jedoch liegt
der Wert, der im MST-Experiment fiir diese Verbindung beim LDC bestimmt wurde,
unterhalb des literaturbekannten Kp-Wertes. Im Gegensatz zu dem im NMR-Experiment
ermittelten Wert, erreicht der MST-Wert dabei aber die gleiche Grofilenordnung wie der

Literaturwert.

Tabelle 23: Dissoziationskonstanten der Literaturverbindung 85.

ZT

o
ND\NM 'H-"N-HSQC [mM] MST [M]

H =

NH WT (GDP) WT (GDP)

Iz
>
z

85

Kb 4.1 83.2

Die Ergebnisse des RAS-SOS-Austausch-Assays (Tabelle 24) beziiglich Verbindung 85
sind schwer mit dem Ergebnis von FESIK ef al. zu vergleichen, da die halbmaximale
inhibitorische Konzentration und nicht die relative Inhibition bei einer festen
Konzentration gemessen wurde. Die halbmaximale Konzentration liegt aber in einem
Bereich, in dem die Literaturdaten realistisch bleiben. Aufgrund dessen kénnen diese Daten

als Vergleichswerte fiir das modifizierte Derivat 255 zu Rate gezogen werden.
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Tabelle 24: Darstellung der Messergebnisse im RAS-SOS-Austauschassay zu der Literaturverbindung 85.

H o RAS-SOS-Austausch-Assay
H RH
N : WwT WT neu WT neu
G12D G12V
85 (0] (Jan. 2020) (Feb. 2020)
ICso [uM] 287/741 721 - 777 678

In den Zellassays, die im Rahmen des Projektes am Universitatsklinikum in Essen
durchgefithrt wurden, zeigt die Verbindung gréfitenteils eine um eine Gréflenordnung
stéarkere Inhibition als im RAS-SOS-Austausch. Die Werte des XTT-Assays weichen dabei
in der Groflenordnung nicht so stark von dem im MST-Experiment ermittelten Kp-Wert
ab. Die Ergebnisse sprechen deutlich fiir eine Abnahme der metabolischen Zellaktivitat. In
Essen wurde fiir die Verbindung zudem ein biphasischer Finfluss auf die ERK-
Phosphorylierung und eine Verringerung des phosphorylierten Akt festgestellt. Diese
Beobachtung dhnelt den Beobachtungen von FESIK ef al. fiir die Verbindungen 23 und

24.%

Tabelle 25: Ergebnisse der zellbasierten Assays fiir die Literaturverbindung 85.

zT

Cell-Titer-Glo-Assay

o]
o AL
u NH, MOLM NCL

A549 Capan-1 DLD1 HCT15 K362 13 H358 H44i SNU-1
85 (G129) (G12V) (G12D)  (G13D) (WT) (W) (G12C) (G12v) (G12D)
ICso [uM] 16.0 31.6 16.7 14.1 12.5 0.2 20.0 27.3 9.4
XTT-Assay
BxPC3 Pancl RKO HCT116
(WT/Pankreas)  (G12D/Pankreas) (WT/Darm) (G13D/Darm)
ECs0 [nM] 73 120 42 40

Im Vergleich zur Literaturverbindung 85 liegen fiir die hergestellten Verbindungen bei
Fertigstellung der Dissertation weniger Daten vor. Jedoch ist festzustellen, dass das Amin-

Derivat 255 im RAS-SOS-Austauschassay keine inhibierende Wirkung mehr aufweist. Im
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Gegenteil wirkt es als Aktivator des Nukleotidaustauschen, genau wie die spédter von
FESIK et al. entworfenen Verbindungen 23 und 24. Die inhibitorische Wirkung auf die
Proliferation ist fiir diese Verbindung geringer als fiir die urspriinglich getestete FESIK-

Verbindung (Tabelle 26).

Tabelle 26: Darstellung der erhobenen biochemischen Daten fiir das flir die Synthese des PROTACS 254

genutzten FESIK-Derivats 255.

Biochemische Daten

ACso [pM]

H
\NJQ\ o 508 ICso0 [uM]
N N N RAS-SOS- Cell-Titer-Glo-Assay
\ H Austausch-Assay
N —
H
NFz W K562  SNU-1
255 ‘ (WT)  (G12D)
181.8 >150.2  >150.2

Entgegen der erhofften Wirkung trat aber auch durch die Modifikation zur entsprechenden
PROTAC-Verbindung 254 keine Verbesserung der Inhibition der Zellproliferation ein. Zwar
war ein Einfluss der Verbindung auf das Uberleben der Zellen festzustellen, jedoch war
dieser noch schwiicher als fiir das substituierte FESIK-Derivat 255. Die PROTAC-
Verbindung 254 zeigte dhnlich wie das Amin 255 eine aktivierende Wirkung auf den
Nukleotidaustausch, wobei sie laut MST-Experiment eine stidrkere Assoziation gegeniiber
RAS aufwies, als die Literaturverbindung 85 selbst. Jedoch ist fiir das PROTAC-Konzept
unerheblich, ob der Proteinligand zu einer Inhibition fithrt. Wesentlich wichtiger ist eine
starke Assoziation an das POI, sodass dieses in der Folge durch das Proteasom abgebaut
wird.

Der Mangel an zellulirer Wirkung kommt daher vermutlich hauptséichlich durch eine
geringe Membrangangigkeit oder eine ungeeignete Linkerlinge zustande. Experimentell
wére es am sinnvollsten, die Linkerldnge, sowie den Liganden, der fiir die Initiation des
proteasomalen Abbaus zustdndig ist, zu variieren. Auf diese Weise kénnte gepriift werden,

ob verbesserte Wirkungen iiber diesen Ansatz zu erzielen sind.
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Tabelle 27: Darstellung der erhobenen biochemischen Daten fiir die PROTAC-Verbindung 254.

Biochemische Daten

I ACs [nM] ICs0 [pM]
Verbind D [uM] RAS-SOS- Cell-Titer-Glo-Assay
erbmdung MST Austausch-Assay
N
254 K562 SNU-1
WT (GDP) WT

(WT)  (G12D)

46.7 414/983 382.8 347.5
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5.8.4 Entwicklung von PROTACs, die von der GORFE-Verbindung 98 abgeleitet

wurden

Laut Computerberechnungen von GORFE et al. bindet die Verbindung 98, die ebenfalls fiir
den PROTAC-Ansatz ausgewéhlt wurde, in der SI/II-Bindestelle zwischen o-Helix und
[-Faltblatt, wobei der am Pyrrazolring angebrachte Benzolring mit einer der ortho-
Positionen aus der Bindestelle herausragt.” Anhand des von GORFE et al. prognostizierten
Bindungsmodus wurde die ortho-Position des Phenylrings fiir eine Elongation zum
potenziellen PROTAC ausgewihlt. Da bereits PROTAC-Strukturen literaturbeschrieben

180

sind, fiir deren Synthese Alkylierungen von Phenolen durchgefithrt wurden,™ wurde ein

Phenol fiir die Erweiterung zum PROTAC in den GORFE-Liganden eingebaut.

OH OH

N N

N

® ®

2NN
= NS =
N N o/ OR

98

R = Linker + CRBN- bzw. VHL-Ligand

Abbildung 77: Darstellung der Positionierung des Verkniipfungspunktes fiir auf Verbindung 98 basierende

PrOTAC-Strukturen.

5.8.4.1 Synthese des GORFE-Bausteins

Die Synthese der Verbindung wurde hauptsédchlich einer Veréffentlichung von
CHIBALE et al. entnommen.”™ Der in der Literatur verwendete f-Ketoester Methyl-
3-oxobutanoat wurde gegen Ethyl-3-oxo-3-phenylpropanocat (257) ausgetauscht, sodass
anstelle einer Methylgruppe der Benzolring zum Substituenten des Pyrimidinrings wurde.

Ebenso wie die zwei Folgeschritte verlief diese Reaktion problemlos.
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(0]
H O O N
H,N . N~
2 \ /N + O/\ _— ‘ /@7
AcOH, reflux N
H
_ 7120,
256 257 64-73% 258
Cl (¢]]
POCI;, DMA % /NLN>7 NBS % N’N\
Toluol ST CH,Cl, \N/g(L
Br
59 - 63% 259 67% - quant. 260

Schema 43: Synthese des Pyrazolo[1,5-a]pyrimidin-Gertistes fiir das auf dem GORFE-Liganden basierenden

Bausteins.

Die im Folgeschritt anstehende nukleophile aromatische Substitution wurde ebenfalls nach
Vorschrift von CHIBALE et al. durchgefiihrt.’® Bevor das benotigte Piperazin-Derivat
hergestellt wurde, wurde diese Reaktion mit Ethylpiperazin getestet. Das erhaltene

Derivat (261) wurde ebenfalls fiir biochemische Tests zur Verfiigung gestellt.

Ethylpiperazin [ j
N’N DIPEA N
/kgi PrOH, reflux = N’N\
NS N
N

66% Br
260 261

Schema 44: Synthese der durch eine altertiimliche Chemikalienbeschriftung hergestellten Verbindung 261.

Das eigentlich fiir die Synthese bendtigte 2-Piperazinoethanol musste hergestellt werden
und wurde bereits vor der nukleophilen aromatischen Substitution des Chlors von

Verbindung 260 silylgeschiitzt. Dieser Baustein (267) wurde auf zwei Wegen hergestellt.

Die erste Syntheseroute beginnt mit der Alkylierung von Benzylpiperazin (262) mit
2-Bromethanol nach einer Vorschrift von SCHOENTJES et al..'" FEiner Publikation von
DUAN et al. wurden dann die Bedingungen einer standardméifligen Silylschiitzung mit
Imidazol als Base entnommen,' wodurch das zweifach alkylierte Piperazin 264 erhalten
wurde. Nach hydrogenolytischer Abspaltung des Benzylrestes wurde so der gewiinschte

Baustein 267 erhalten. In der zweiten Durchfithrung wurde die gewiinschte Verbindung
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nach einer Vorschrift von DUTTA et al. iiber die direkte Alkylierung von Piperazin mit

dem TBS-geschiitzten 2-Bromethanol (266) deutlich effizienter hergestellt.'™
2-Bromethanol TBSCI
©/\N/ﬁ K2CO3 ©/\N/\ Imidazol @/\N/\
K/NH MeCN K/N\/\OH CH,Cl, K/N\/\OTBS
262 263 264

90%

26%

Hz
Pd(OH),/C ‘ EtOH, 85%
K,CO HN
HN + Bi~ggs — ()N
K/NH MeCN ~"0TBS
265 266 74% 267

Schema 45: Synthese des zweiten fiir die Synthese des GORFE-Derivats bendtigten Bausteins 267.

Nachdem ausreichende Mengen des Bausteins 267 vorlagen, wurde dieser in der
nucleophilen aromatischen Substitution analog zum Ethylpiperazin mit Verbindung 260
umgesetzt. Das angestrebte GORFE-Derivat 268 wurde dann auf zwei Wegen hergestellt.
Zunéchst wurde eine SUZUKI-Kupplung mit der benzylgeschiitzten
ortho-Hydroxyphenylboronsdure durchgefithrt, wobei die Bedingungen erneut der
Publikation von CHIBALE et al. entnommen wurden.' Bei entsprechendem Entgasen des
Loésungsmittelgemisches mit Schutzgas wurde das Produkt ohne weitere Probleme in guten

Ausbeuten erhalten.

Der Folgeschritt, die hydrogenolytischen Abspaltung der Benzylschutzgruppe, war
hingegen problematischer. Bei Normaldruck wurde immer nur ein geringer Umsatz des
Edukts beobachtet. In einem Testansatz von 100 mg von Verbindung 271 wurde dann
ein vollstandiger Umsatz bei einem Druck von 4 bar Wasserstoffiiberdruck erzielt.
Unter gleichen Bedingungen lieB sich das Edukt in einem gréfleren Ansatz dann

jedoch wieder nicht entschiitzen. Selbst bei einem Druck von 20 bar in einem
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anderen Autoklaven war die groflere Menge nicht vollstdndig zur Reaktion zu

bringen.
OTBS
Cl N 268, PdCl,(dppf),
= NfN\ 267, DIPEA [ j Cs,COg3
o J= - N
'PrOH, reflux Dioxan/H,0 (5:1)
Br Z NN
82 - 85% \Nkﬁ 36%
260 Br
269

270, PdCly(dppf) | Dioxan/H,0 (5:1)

Cs,CO4 65 - 88%
OTBS oTBS
[Nj H,(4 bar) [Nj
Pd(OH),/C
N (OH), N
= N’N\ EtOAc = N’N\
NS = 0, NS =
N S OBn 27% N OH
271 272
HO.  -OH HO. ,OH
HN
Q OBn OH
~">0TBs
267 270 268

Schema 46: Darstellung der zwei Syntheserouten zum gewiinschten GORFE-Derivat 272 ausgehend vom

Grundkorper 260.

In einer alternativen Synthese wurde die SUZUKI-Kupplung bereits mit der freien
ortho-Hydroxyphenyl-boronsiure (268) durchgefiihrt. Die Aquivalente an Base wurden
dabei geméf} einer Vorschrift von SWAIN et al. erhoht. Zwar verlief diese Reaktion deutlich
schlechter als mit der benzylgeschiitzten Variante, jedoch war die Ausbeute hoher als bei
der hydrogenolytischen Entschiitzung im grofen Mafistab (vgl. Schema 46). Zudem war

die gewiinschte Verbindung so durch die Einsparung eines Syntheseschrittes und der langen
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Reaktionszeiten der Hydrogenolyse deutlich schneller zugénglich. Mit der Verbindung 272
lag nun ein geeigneter Baustein fiir die Verkniipfung mit einem Ethylenglykol-Linker und

einem entsprechenden zweiten Liganden vor.

Fiir biologische Tests, bei denen iiberpriift werden sollte, inwiefern die ortho-Substitution
in der GORFE-Verbindung Einfluss auf die Bindung des Liganden hat, wurde die
TBS-Schutzgruppe der Verbindung 272 nach einer Vorschrift von DUTTA et al. entfernt
und das vollstindig entschiitzte GORFE-Derivat 273 erhalten.'™ Im Massenspektrum war
eine weitere Substanz zu erkennen, die dem Tetrabutylammonium-Kation zugeordnet
werden konnte. Aufgrund der Ladung ist die Signalintensitédt hier sehr hoch. Da die
Verunreinigung im 'H-NMR-Spektrum nicht sichtbar war, wurde die Substanz dennoch
ohne eine weitere Aufreinigung fiir die Testung abgegeben.

OTBS OH

()
N TBAF

o

A NN, THF, 0 °C NN,

SN \? OH "% N on
272 273
Schema 47: TBAF-Entschiitzung zum freien Phenol-GORFE-Derivat 273.

N

5.8.4.2 Synthese der zwei auf GORFEs Verbindung beruhenden PROTAC-Strukturen

Der erste Versuch, den GORFE-Baustein 272 zu einem PROTAC zu verldangern, erfolgte mit
einem Ethylenglykol-Pomalidomid-Baustein, der bereits in der Arbeitsgruppe synthetisiert
worden war. Dabei wurde zunéchst versucht, das Phenol unter MITSONOBU-Bedingungen
mit diesem Baustein 274 zu verkniipfen. Die Bedingungen wurden hierfiir in Abstimmung
mit zwei Literaturstellen gewéhlt. In den Publikationen von JONES ef al. und
DERKSEN et al. wird eine MITSONOBU-Reaktion beschrieben, bei der 4-Hydroxythalidomid
mit einem Alkohol verkniipft wird."**" Aufgrund dessen wurde angenommen, dass das

Phenol vor dem Imid des Pomalidomids die MITSONOBU-Reaktion eingehen wiirde. Jedoch

181
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zeigte sich im FExperiment, dass der Alkohol 274 eher eine Dimerisierung oder
intramolekulare Reaktion einging, wéihrend das GORFE-Derivat nicht reagierte. Die
jeweiligen Massen des Dimers und des zyklisierten Produkts konnten iiber LCMS-Spektren
zugeordnet werden.

OTBS OTBS

q> 274 DTBAD, PPh, QE
" THF, 0°C-RT

~ NN NN
\ \ N\ \
N 275, n-BuLi ®/<N/<\ o)
OH THF, -78 °C - RT O\/\O/\/O\/\O/\/O\)kN/
H
272 276

o] o]
HO\/\O/\/O\/\O/\/O\)LN o MSO\/\O/\/O\/\O/\/O\)LN o
TN TN P
NH NH

0] o

Schema 48: Erste Versuche zur Synthese eines Pomalidomid-verkniipften PROTACs des GORFE-Liganden.

Vermutlich ist dieser Befund der Tatsache geschuldet, dass das phenolische Proton des
4-Hydroxythalidomids durch die ebenfalls am Aromaten liegende Imid-Funktion deutlich

azider wird.

Als Alternative wurde dann eine Sx2-Reaktion angestrebt. Hierfiir wurde der Baustein 274
zunidchst mesyliert und mit dem GORFE-Derivat umgesetzt. Dabei wurde die
Verbindung 272 in Losung vorgelegt und bei tiefen Temperaturen mit n-Buli versetzt,
um das Phenol erschopfend zu deprotonieren. Die resultierende Losung wurde dann mit
Hilfe einer Spritzenpumpe langsam in eine trockeneisgekiihlte Losung des Bausteins 275

tiberfithrt. Nach einiger Zeit bei -78 °C wurde das Reaktionsgemisch bei Raumtemperatur
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weitergeriithrt. Auch nach Riihren iiber Nacht konnte jedoch keine Bildung eines neuen

Produktes durch HPLC- oder DC-Analytik beobachtet werden.

In einer alternativen Synthese wurde der GORFE-Ligand nun mit einem Linkerfragment
verkniipft, das den Thalidomid-Liganden noch nicht trug. Hierzu wurde der Linker selbst
in ein moglichst gutes Alkylierungsreagenz iiberfiithrt, indem die freie Hydroxyfunktion des
bereits synthetisierten Tetraethylenglykols 238 mesyliert und durch eine FINKELSTEIN-

Reaktion in das entsprechende Iodid iiberfithrt wurde.

Die Substitution des Mesylats durch Iodid wurde einer Publikation von QIU et al.
nachempfunden. Die Autoren iiberfilhrten die Ethylenglykol-Tosylate unter diesen
Bedingungen in die jeweiligen lodide wund alkylierten mit diesen Derivate von
4-Aminothalidomid.”®® Die Alkylierung des Phenols 272 mit Caesiumcarbonat als Base
wurde nach einer Vorschrift von BOUTIN et al. durchgefiihrt.” Als letzter Schritt der
Synthese des fiir die PROTAC-Synthese geeigneten Bausteins 278 wurde eine basische
Verseifung des Ethylesters durchgefithrt, durch deren Bedingungen zusétzlich die TBS-

Schutzgruppe abgespalten wurde.

OTBS

2) Nal, Aceton, reflux

HO. (0} 3 , Cs,CO3, DMF, RT - 60 °C
{\/\Om NS )272 , Cs,CO4
o

L=~
\/\

1) MsCl, NEts, CH,Cl, </
N

N-N
\!

58% uber 3 Schritte \N N N—N
X
238 . N
(0]
#/\Ohﬁ{ ~ OH
OH (0]

N 277 272
)

NaOMe/MeOH

R

quant. \

O{\/\OWOH
(0]

278

Schema 49: Elongation des GORFE-Derivats 272 um einen Ethylenglykol-Linker mit Carbonsdurefunktion.
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Da unter Amid-Kupplungsbedingungen das entsprechende Amin bevorzugt wird, sollte dies

kein Problem fiir die weitere Synthese darstellen.

Um den fertigen Baustein 278 mit dem Thalidomid-Liganden verkniipfen zu koénnen,
musste zundchst ein Amin an diesem Liganden angebracht werden. Da das Pomalidomid
in Amid-Kupplungen schlecht zu reagieren schien (vgl. Schema 37, Methode A), musste
ein anderes Derivat gefunden werden. Analog zum entsprechenden Schritt der Synthese
des FESIK-PROTACs wurde das Fluorothalidomid 245 mit einem Amin in der nukleophilen
aromatischen Substitution nach STEINEBACH et al. umgesetzt.'™ Dabei wurde das einfach
Boc-geschiitztes Diamin 279 eingesetzt. Auf diese Weise wurde das Thalidomid-
Derivat 280 erhalten, das im néchsten Schritt zundchst mit Trifluoressigsdure entschiitzt
und dann nach Entfernen der fliichtigen Bestandteile ohne weitere Aufarbeitung mit dem
Carbonsédurebaustein 278 umgesetzt wurde. Die Bedingungen dieser Amid-Kupplung
wurden analog zur letzten Kupplung des FESIK-PROTACs gewédhlt. Nach préperativer

HPLC wurde die Verbindung 281 als Acetat-Salz erhalten.

NH NH OH
o o
o DIPEA o S
N + HN S HBoe —————— N N
DMSO, 90 °C H (/7
0 F 0o ~"NHBoc N
20%

N
245 279 280 NTN

OH

{ b 278

—
\

1) TFA, CH,Cl,
2)278, HATU, DIPEA, DMF/MeCN (2:1) NeN
N

35% H
o} N
{\/\OW \/\N/
o H

281

Schema 50: Synthese eines PROTAC-Molekiils, bei dem der CRBN-Ligand (orange) mit dem GORFE-Liganden

(blau) verkniipft ist.
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Da von dem Baustein 278 genug Substanz fiir einen zweiten PROTAC zur Verfligung stand,
wurde dieser unter den gleichen Kupplungsbedingungen mit dem Hydrochloridsalz des
VHL-Liganden 282 verkniipft. Nach einer Trennung von Verunreinigungen durch

praperative HPLC, wurde das saubere Produkt 283 erhalten.

\_/
N N/—\NIOH N/ N\ Nf\NjfoH
N %N\ N
/
:jﬁ \/\,Og \
[e] 0,

7 N\
! N
by “
o HATU, DIPEA
0oy o

+ 5Cl _— >

@
NH
DMF/MeCN (2:1)
5
27%

278 N, 9
"

R
DL

[}

N

282 283

Schema 51: Synthese eines PROTAC-Molekiils, bei dem der VHL-Ligand (orange) mit dem GORFE-Liganden

(blau) verkniipft ist.
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5.8.4.3 Diskusston der biochemischen Ergebnisse

Da die Veroéffentlichung von GORFE et al. zu Beginn der Synthesen zum PROTAC-Thema
neu war, standen im Vorhinein keine eigenen Daten fiir diese Verbindung zur Verfiigung.
Erst wihrend der Synthesen wurde die in der Literatur als 0.28 mikromolar-bindender
K-RAs-Ligand beschriebene Verbindung 98 beziiglich ihrer Wechselwirkungen mit dem
RAS-Protein  untersucht.” Obwohl auch die von GORFE et al. beschriebenen
Dissoziationskonstanten mittels MST ermittelt wurden, wurde nur eine sehr schwache
Affinitdt gegeniiber K-RAS in den MST-Experimenten bei der Firma LDC festgestellt.
Auch wenn der von GORFE et al. beschriebene Bindungsmodus eine Assoziation dieser
Verbindung in der SI/II-Bindestelle annimmt, interferiert der vermeintliche RAS-Ligand
nicht mit der RAS-SOS-Wechselwirkung. Das zeigen die FErgebnisse des RAS-SOS-
Austauschassays zumindest fiir die Wildtyp-GTPase. Die Verbindung zeigt dennoch einen
starken Einfluss auf die Proliferation von Zellen. Nimmt man die Ergebnisse zusammen,
so scheint diese Wirkung jedoch nicht durch eine direkte K-RAS-Inhibition zustande zu
kommen. GORFE et al. beschreiben eine Inhibition der RAS-Raf-Wechselwirkung. Die
Annahme der Autoren ist dabei, dass durch die Bindung des Liganden an RAS eine
Wechselwirkung mit der RBD von Raf verhindert wird. Es kénnte sich bei dem Inhibitor

aber auch um einen Raf-Liganden handeln.

Tabelle 28: Testergebnisse zu der von GORFE et al. als K-RAS-Ligand beschriebenen Verbindung.

Biochemische Daten

OH
N Ko [nM] ICE?S[EZH 1Cso [uM]
[ ] D Ik RAS-SOS- Cell-Titer-Glo-Assay
N MST Austausch-Assay
= N,N\
SN wT wWT G12D G12D WT K562 SNU-1
(GDP) (GNP) (GDP) (GNP) (WT) (G12D)
98 > > >
950 >3000 10.8 18.7

1000 1000 1000




5.8 - Synthese von intermolekularen Second-Site-Liganden

Obwohl die ersten biochemischen Ergebnisse wenig vielversprechend fiir den angestrebten

RAS-Abbau waren, wurden aufgrund der Synthesefortschritte weitere Derivate der GORFE-

Verbindung (98) getestet.

Tabelle 29: Darstellung der Messergebnisse einiger GORFE-Derviate im RAS-SOS-Austausch und CTG-Assay.

OH OH
N | N N
() () C) ()
N N N N
= N'N\ = N'N\ = N,N\ = N'N
\ngi X S \N S \N S oH
Br g
284 285 286 273
RAS-SOS-
Austausch- Cell-Titer-Glo-Assay
Assay
WT G12D A549 Capan-1 DLD1 HCT15 K562 Mf)ﬁ;l\[ H358 Eiﬁ SNU-1
(GI29)  (GI2V)  (GI2D) (GID) (WT) o (GI20) o (GI2D)
Verbindung 284
I
Co o 750 - - - - - - - - -
(nM]
Verbindung 285
ICs0
62 75 3.3 62 75 3.3 62 75 3.3 62 75
(nM]
Verbindung 286
IC > > > > > >
» - >3000 -
[aM] 3000 231.5 231.5 3000 231.5 3000
Verbindung 273
ICso
24.5 - - 80.5 - 300 300 300 131.7 65.9 36.7

[nM]
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Unter den getesteten Verbindungen befanden sich die ebenfalls von GORFE et al.
beschriebenen Verbindungen 285 und 286,” sowie die hergestellten Derivate 284 und
273 (Tabelle 29). Verbindung 273 liegt dabei den synthetisierten PROTAC-Strukturen

zugrunde.

Im Gegensatz zu Verbindung 98 zeigen drei der Verbindungen eine Inhibition im RAS-
SOS-Austauschassay, auch wenn aufgrund fehlender MST- und NMR-Daten nicht belegt
werden kann, dass diese Interferenz mit dem Nukleotidaustausch durch eine Bindung an
K-RAS zustande kommt. Verbindung 286 stellt laut GORFE et al. einen Liganden der
SI/1I-Bindestelle dar, der mit einem Kp = 2.74 pM an den Wildtyp des Proteins bindet
und auBlerdem die SOS-abhéngige Nukleotidfreisetzung um das Zweieinhalbfache erhoht.”
In den Tests des LDC konnte fir diese Verbindung jedoch keine nennenswerte Inhibition
oder Aktivierung des Nukleotidaustauschs festgestellt werden. Zu Verbindung 285, die in
den Zellassays dhnlich niedrige Werte aufweist, wie Verbindung 98 wird in der Publikation
zwar beschrieben, jedoch werden aufgrund eines Loslichkeitsproblems nicht viele Daten
genannt. Klar zu erkennen ist in der Publikation jedoch eine Senkung der pERK-Level bei
Zugabe der Verbindung 285.% Verglichen mit den Literaturverbindungen ist das Phenol-
GORFE-Derivat 273, das den hergestellten PROTAC-Strukturen 281 und 283 zugrunde
liegt, im CTG-Assay weniger effektiv als die Verbindungen 98 und 285. Die Inhibition des
RAS-SOS-Austauschs ist hingegen die stirkste unter denen der getesteten Derivate. Somit
scheint die lediglich als Linker eingefiigte Phenolgruppe eine Rolle bei der Inhibition des

Nukleotidaustauschs zu haben.

Bei den PROTAC-Strukturen, die von Verbindung 98 abgeleitet wurden, ist diese Phenol-
Funktion blockiert. Infolgedessen weisen diese Verbindungen kaum mehr eine Inhibition
des Nukleotid-Austauschs auf. Auch eine Aktivierung der Nukleotidfreisetzung ist in den
Ergebnissen des RAS-SOS-Austauschassays nicht zu beobachten. Die Verbindungen weisen
zudem, wie die Verbindung 98 selbst, keine Affinitit gegeniiber GDP-gebundenem K-RAS

auf. Trotz ihrer Grofle behalten sie aber eine regulierende Wirkung auf die Proliferation
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von Zellen (Tabelle 30). Fiir die PROTAC-Verbindung 283, bei der der GORFE-Ligand
mit dem VHL-Liganden verkniipft ist, liegt die Inhibition dabei aber lediglich in einem
dhnlichen Bereich wie fiir die Ausgangsverbindung. Da dieses Molekiil damit die bessere
Wirkung von beiden hergestellten Verbindungen hat, ist festzuhalten, dass die Erweiterung
zur PROTAC-Struktur keinen Gewinn an Wirkung gebracht hat. Da der Wirkmechanismus

von Verbindung 98 in Frage gestellt werden muss, bleibt die Zellaktivitat ungeklart.

Tabelle 30: Darstellung der erhobenen biochemischen Daten zu den beiden PROTAC-Strukturen, die von der

GORFE-Verbindung 98 abgeleitet wurden.

Biochemische Daten

j ICs0 [pM]
. , ACs0/ICs0 [nM]
K M Vol 1T o1 (3 -
Verbmdung o [11 } RAS-SOS-Austausch-Assay Cell-Titer-Glo-Assay
MST A

K562 SNU-1
WT (GDP) WwT (WT) (G12D)

281 > 1000 > 3000 58.9 50.5

(CRBN-Ligand)

283 > 1000 > 3000 14.9 20.1

(VHL-Ligand)
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5.9 Strukturbasierte Ligandensuche iiber Knime

Zum Ende des Projektes standen zahlreiche biologische Daten von K-RAS-Liganden zur
Verfiigung. Mit Hilfe des Programmes Knime wurde daher eine Struktur-Wirkungs-basierte
Suche nach neuen Liganden von K-RAS durchgefithrt. Fiir diese Suche wurden die von

Enamine zur Verfiigung gestellten Datenbanken genutzt.

5.9.1 Identifizierung der Liganden

5.9.1.1 FEntwicklung eines Knime-Ablaufs zur Idenztifizierung K-RAS-Liganden

Die zur Verfiigung stehenden Daten der biochemischen Tests waren haufig nicht so
eindeutig, dass klare Favoriten fiir eine strukturbasierte Suche offensichtlich waren. Um
eine solche Suche trotzdem mit einer Auswahl von Liganden durchzufithren, wurden zwei
verschiedene Léufe durchgefiithrt. Die bisher ermittelten Liganden wurden im SMILES-
Format mit den zugehoérigen Daten in eine Excel-Tabelle eingetragen. Fiir mehrfach
bestimmte Daten wurde der Mittelwert eingetragen, von dessen Berechnung Ausreifler

ausgenominen wurden.

Nachdem die Daten auf diese Weise in ein Knime-kompatibles Format tiberfithrt worden
waren, wurden die Verbindungen zur Bewertung der Daten in Blocke unterschiedlicher

Kriterien eingeteilt:

1) Kp fiir K-RASWYT (GDP) aus den 'H--N-HSQC-Spektren soll unter 1.5 mM liegen
2) ICs im RAS-SOS-Austauschassay fiir K-RASWT soll unter 1.5 mM liegen

3) ICs im RAS-SOS-Austauschassay fir K-RAS®'? soll unter 1.0 mM liegen

4) ICs im RAS-SOS-Austauschassay fiir K-RAS!'?Y soll unter 1.0 mM liegen

5) Die Verbindung weist einen AC;-Wert im RAS-SOS-Austauschassay fiir K-RAS auf

Die Verbindungen der jeweiligen Kriteriengruppen wurden getrennt in Knime eingelesen

und anschliefend mit Hilfe eines erstellten Arbeitsablaufs von geeigneten Nodes
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abgeglichen. Uber ,,Joiner* wurden die Schnittmengen der Verbindungen aus jeweils zwei
der Kriterien bestimmt. Fiihrt man diese Schnittmengen im Anschluss zusammen, so erhélt

man die Liganden, die jeweils mindestens zwei der gewihlten Kriterien 1 — 5 erfiillen.

Smiles Reader
[s B3
ACSD
Smiles Reader
»
KD bis 1.5 mM
Smiles Reader
s g
1C50 (WT) < 1.5 mi
Smiles Reader
ar
IC50{G12D) < 1.0 mM
Smiles Reader
ar

ICS0(G12V) < 1.0 b

Column Fifter
e
remove SMILES
A
Column Filter
> i
remove SMILES
]
Column Filter
L
remove SMILES
c
Column Filter
5
remove SMILES
D

Column Filter

> i

remove SMILES
E

AB o overlap

Joiner  RowlD Concatenate

» e il i
PO S > (Optionalin)

> 4 L=
4

AC

Joiner  RowiD

>

M U
8D

Joiner  RowlD

»

M g © g

Concatenate
BC (Optional in)
Ea»
b
&

Joiner  RowlD

Concatenate

s
o=

Smiles Reader

ar

Active in some way

Jainer
",
>+

adding
SMILES

Concatenate
(Optional in)  GroupBy
[
S .
&
5

doubled Cmpds
sorted

> >

Active Cmpds
meeting
at least
two criteria

Excel Writer (XLS)
.

save as _smi
in editor

Abbildung 78: Darstellung des ersten Knime-Ablaufs zur Suche nach Liganden, die zwei der gewahlten

Kriterien 1 — 5 erfillen.

In einem weiteren Arbeitsablauf (Abbildung 79) wurden Verbindungen als inaktiv

deklariert, die weniger als zwei der gewdhlten Kriterien erfiillten, wéhrend die
Verbindungen als aktiv eingeordnet wurden, die mindestens zwei der Kriterien erfiillten.
Zuvor wurden molekulare Fingerabdriicke mit Hilfe des Node-Baukastens ,RD-Kit“

erstellt, um die Strukturdaten der Verbindungen verwerten zu kénnen.

Die klassifizierten und handhabbaren Strukturdaten wurden nun mit Hilfe verschiedener
Lernalgorithmen (,Learner-Nodes“) analysiert und fiir die Entwicklung entsprechender

Vorhersagemodelle genutzt. In der Folge konnte mit den jeweils passenden Vorhersage-
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Bausteinen (,Predictor-Nodes“) ein entsprechender Satz an Verbindungen unter
Berticksichtigung der entworfenen Modelle getestet werden. Vorhersagen, bei denen
Verbindungen als ,,aktiv® deklariert wurden, wurden zum Teil weiter eingeschrénkt, wenn
ein Wert fiir die Wahrscheinlichkeit dieser Vorhersage gegeben war. Dabei wurden

Verbindungen mit besonders wahrscheinlichen Vorhersagen weiterverwendet.

Den entworfenen Modellen wurden dabei drei Datensétzen von Enamine zur Verfiigung
gestellt. Darunter das ,Discovery Diversity Set“ mit 10.560 leitstrukturdhnlichen
Verbindungen. Es enthélt représentative Verbindungen der Enamine-Screening-
Bibliotheken. Ein etwas grofleres Verbindungsset mit sehr &hnlichen Eigenschaften ist das
ebenfalls verwendete Paket von 50.240 Verbindungen. Der dritte Datensatz besteht aus
300.115 Verbindungen mit berechneter maximaler Diversitdt. Dabei enthalten alle
Datensitze Verbindungen, die mit Regeln der medizinischen Chemie konform sein sollen

(z.B. Lipinsky rule of five).
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Abbildung 79: Darstellung eines Beispiels fiir den Knime-Ablauf.
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Da die in dem QSAR-Verfahren erhaltenen Hits nicht entsprechend ihrer Potenz als
K-RAS-Liganden sortiert sind, wurden die aktiven Verbindungen mit Hilfe eines in-silico-
Screenings sortiert und bewertet. Alle Verbindungen wurden an die 4DSO-Kristallstruktur
gedockt, da mit dieser bereits die erfolgreiche in-silico-Identifizierung der
Carbonylverbindung 144 gelungen war. Die besten fiinf Verbindungen dieses Docking-
Laufes wurden ausgeschrieben und die ohne Auftragssynthese erhéltlichen Verbindungen

zugekauft (Abbildung 80).

NH, o]
0 F
o] NH,
287 288
o NH,
(6]
74 N
vt O,
290

/
291

Abbildung 80: Strukturen mit den besten Docking-Scores im XP-Lauf an K~-RAs (PDB:4DSO) fiir die Knime-

Hits ausgehend von Strukturen, die zwei von den oben beschriebenen Parametern erfiillen.
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5.9.1.2 Ubertragung des Workflows auf andere Datensdtze

Fiir eine Auswahl weiterer Liganden wurden nur diejenigen Verbindungen als aktiv
bewertet, die das Kriterium 5 erfillen und somit einen AC;-Wert aufzuweisen. Auch in
diesem Lauf wurden wieder die fiinf Strukturen mit den besten Posen analysiert und bei

entsprechender Verfligharkeit zugekauft (Abbildung 81).

NH,
JY i N"N\N
HN T N —
=y H 1o
87

2

=z

292

H,N N:\ (0] NH, HoN N:\ 0 H_O
WN N W/%/N N NH
0 N\I H

7 "0 7 "0

294 295

Abbildung 81: Strukturen mit den besten Docking-Scores im XP-Lauf an K~-Ras (PDB:4DSO) fiir die Knime-

Hits ausgehend von Aktivatoren im RAS-SOS-Austauschassay.

Fiir eine weitere Auswertung wurde die Schnittmenge der aktiven Verbindungen beider
zuvor durchgefiihrten Knime-Laufe bestimmt. Die resultierenden Substanzen wurden in
einem weiteren in-silico-Screening an K-RAS untersucht. Die zwolf Verbindungen mit den
besten Docking-Scores wurden ausgewéhlt und hinsichtlich ihrer Verfligbarkeit {iberpriift
(Abbildung 82). Darunter waren neben der vorher bereits in beiden Laufen identifizierten
Verbindung 287 zwei Verbindungen, die mit zwei verschiedenen Derivaten unter diese
zwolf Verbindungen fielen. Ihr Potenzial als K~-RAS-Binder wurde daher als hoch eingestuft.
Jeweils eines der Derivate dieser Substanzklassen wurde erworben (Verbindung 299 und

302).
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Abbildung 82: Strukturen mit den besten Docking-Scores im XP-Lauf an K-Ras (PDB:4DSO) fiir die Knime-

Hits aus der Schnittmenge der zuvor beschriebenen Knime-Léaufe.
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5.9.1.3 Bestimmung einer zu synthetisierenden Substanz nach Ahnlichkeitssuche

Auf Grundlage der Strukturen, die aus den Knime-L&Aufen resultierten, wurde fiir eine
Auswahl der Verbindungen eine Ahnlichkeitssuche mit Hilfe des ,Real-Space-Navigators“
von BioSolve-IT in einer Datenbank von 15 Milliarden kommerziell erhéltlichen
Verbindungen durchgefithrt.' Fiir jede der ausgewéhlten Verbindungen wurden

1000 Verbindungen mit maximaler struktureller Ahnlichkeit ermittelt. Die Verbindungen

wurden zunéchst in zwei getrennten Laufen iiber Glide an K-RAS (PDB:4DSO) gedockt.

® : ®
o) NHs : o NH3
‘ R.
RHN ; N
RNH, : RNH,
N~ . i : V . is -
T ONH, 8.225 bis 0.2440 (58) : N NhMe 816 bis -0.491(27)
\ SFI 1 ‘ , SFI 7
NH ; \_NH
® ; ®
H(ltl)\\ NH; : H(I? s NH,
N -8.106 bis -2.193 (8) : NN -7.757 bis -1.988 (9)
SFI2 3 SF18
\ ‘
\<N [~ NH 8106 bis -3.126 (6) i N -7.745 bis -2.774 (29)
\ SFI 3 : NH, SFI9
HN ; <\/l
® ' gH
-7.873 bis -0.104 (18
N NHe sra o
<
NH
®
OH
® -7.725 bis -1.929 (27)
HN?E/ENHz SFI5

}NMNHz -7.725 bis -1.929 (27)

\=NH SFI 6
C]

Abbildung 83: Ergebnis des ersten XP-Laufs mit aus der Ahnlichkeitssuche resultierenden Liganden. Gezeigt

sind die Stereoisomere mit den besten Posen.
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Da die erhaltenen Verbindungen chiral sind und durch die Ligandenvorbereitung alle
Stereoisomere gebildet wurden, haben die unterschiedlichen Isomere die gleiche
Benennung. Darin liegen auch die stark schwankenden Docking-Scores und die hohe Anzahl
an Posen begriindet (Abbildung 83). Das gleiche Phénomen lédsst sich auch in dem
zweiten Lauf beobachten (Abbildung 84). Da diese Gegebenheiten die endgiiltige

Auswertung der Ergebnisse erschweren, wurde ein weiterer Docking-Durchlauf gestartet.

®
NH
o) 3
RHN
RNH,
. NH NH,
N\,/\/ 2 -8.644 bis -1.797 (19) —N/ﬁ/\/ -8.143 bis -0.541 (27)
Q\/}\IH SFI10 \=NH SFI 14
®
\ \
<N NH, -8.486 bis -1.107 (32) \<N]/\NH2 -8.106 bis -3.126 (6)
\ ! SFI 11 \ SFI15
HN HN
® ® \

- H

N NH, -8:225 bis 0.244 (58) NW/LNH2 -7.916 bis -1.127 (60)
Q\/' SFI 12 ﬁ\/NH SFI 16
® ®

\ \
NH
<\N:I//\/ 2 _§.170 bis -1.375 (18) <\N:I//\NH2 -7.846 bis -1.835 (15)
N SFI 13 Y SFI17
@ ®

Abbildung 84: Ergebnis des zweiten XP-Laufs mit aus der Ahnlichkeitssuche resultierenden Liganden.

Gezeigt sind die Stereoisomere mit den besten Posen.

Bei beiden Durchliaufen fallt aufferdem bei Betrachtung der iiberlagerten Liganden auf,
dass das Kernmotiv der Strukturen auf immer gleiche Weise in der Bindetasche liegt.
Aufgrund der Konservierung dieses Motivs in allen Verbindungen, die unter den besten
Posen  gefunden  wurden, wurden drei weitere Liganden im  Folgelauf
beriicksichtigt (Abbildung 85). Die Liganden waren bereits bei den auf Knime-

basierenden Docking-Laufen aufgefallen.
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Abbildung 85: Zusétzlich beriicksichtigte Verbindungen aus vorherigen Docking-Laufen, mit den jeweiligen

Source-File-Idizes, die im Folgelauf verwendet wurden.

Der neue Docking-Durchgang beriicksichtigte nur diejenigen Stereoisomere, die in den
beiden vorangegangenen Screenings die besten Posen aufwiesen. Zwecks besserer
Zuordnung wurden die in Abbildung 83, Abbildung 84 und Abbildung 85

dargestellten Verbindungen mit dem Source-File-Indizes (SFI) versehen.
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Abbildung 86: Darstellung der Ergebnisse des zusammenfassenden XP-Dockinglaufs (PDB:4DSO);
(A) Darstellung der Docking-Scores zu den jeweiligen Verbindungen, gekennzeichnet iiber den Source-File-
Index (SFI); (B) Darstellung der Posen von Verbindung 307 in der SI/II-Bindestelle von K-Ras (PDB:4DSO0);
(C) Chemische Struktur von Verbindung 307.

Die Docking-Scores der Posen von Verbindung 307 liegen bemerkenswerterweise alle in

einem ahnlichen Bereich und reichen von -6.099 bis -8.444. Da auch der Glide-Emodel-
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Wert fiir alle Posen dieser Verbindung im Vergleich zu den anderen berechneten

Verbindungen gute Werte aufzeigt, wurde diese Verbindung als Syntheseziel gewéhlt.

5.9.2 Studien zur Synthese der Verbindung 307

Auf Basis der Modelling-Ergebnisse zu den Strukturen der Ahnlichkeitssuche wurde die
Synthese von Verbindung 307 angestrebt. Bei retrosynthetischer Betrachtung wird schnell
klar, dass der Schliisselschritt in der Amid-Kupplung besteht, die den Imidazolamin-
Baustein 308 mit der entsprechenden Carbonsdure 309 verkniipft. Der Carbonséiure-

Baustein 309 kann aus 7-Bromotetralon (313) hergestellt werden.

308
NH, _NPG _NPG O NH,
: : J : : :)LOH R : : Br : : : Br
307 309 310 311
0<_NH, o
312 313

Schema 52: Retrosynthetische Betrachtung der Verbindung 307, wobei das orange markierte Imidazol-

Fragment 308 aufwendig zu synthetisieren gewesen wére und somit bestellt wurde.

Fiir das 6-Bromotetralon war die Reaktionssequenz bis zur Reduktion zum entsprechenden
Amin bekannt und wurde einer Publikation von WALLACE et al. entnommen. Das
Tetralon-Derivat 313 wurde mit Trimethylsilylcyanid unter Zinkiodid-Katalyse und {iiber
anschlieBende saure Hydrolyse in das o, f-ungeséttigten Carboxamid iiberfithrt. Die
Doppelbindung des Systems konnte mit der von den Autoren beschriebenen
enantioselektiven Hydrierung iiber Ruthenium-Katalyse quantitativ reduziert werden.

Ausbeuteverluste entstanden, als die in der Literatur beschriebene Umbkristallisation
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durchgefiihrt wurde, um die Reinheit und den Enantiomereniiberschuss zu verbessern.
Dieser lag nach der Umkristallisation passend zur Literatur bei ee = 98%. Anschlielend
wurde der letzte Schritt der Syntheseroute von WALLACE et al. auf die eigene Synthese
iibertragen.'” Besonders gute Ausbeuten wurden erhalten, nachdem das Amin durch
Zugabe von Chlorwasserstoff-gesédttigtem FEthylacetat als Hydrochloridsalz aus einer

etherischen Losung ausgefillt und dadurch sauber erhalten wurde.

1) 2 Aq. TMSCN,

Znl, (1mol%) O _NH 6 bar Hp O _NH
Toluol, 60°C z (R)-Ru(OAC),(BINAP) (1mol%) Y
Br A Br
2) H,S0,, AcOH, ‘O THF/MeOH (1:1), 50 °C C©/
Hzo
78 - 89%
36 - 42% 312 311
® o
NH,CI
BH,* THF O
— Br
THF, reflux C@/
25 - 88%
314

Schema 53: Enantioselektive Synthese des Amins 314 als wichtiger Baustein fiir die Carbonséaure 309.

Durch Schiitzen der Aminfunktion von Verbindung 314 sollte nun ein Derivat erhalten

werden, bei dem eine Carboxylierung nach Lithium-Bromid-Austausch gelingt.

Zunachst wurde die Boc-Schutzgruppe getestet, da diese bekanntermafien in Reaktionen
mit Organolithium-Reagenzien eingesetzt wird.'”? Jedoch wurde das gewiinschte Produkt
der Carboxylierung weder mit einem noch mit zwei Aquivalenten Buthyllithium erhalten.
Die experimentelle Durchfiihrung wurde einer Verdffentlichung von CHEN et al.
entnommen. Die Autoren carboxylierten das acetalgeschiitzte 7-Bromotetralon mit Hilfe
von Buthyllithium und Kohlenstoffdioxid.'” Das zweite Aquivalent n-Buli wurde
zugegeben, um eine eventuelle Deprotonierung des Carbamats der Boc-Gruppe

auszugleichen. Auch eine Cyanierung unter Anwesenheit von Ubergangsmetallen war fiir
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die zwei getesten Bedingungen ohne Erfolg. Die Vorschriften fiir diese Cyanierungen

wurden Publikationen von ZOU et al. und DEMONT et al. entnommen. 9419

1) n-BuLi (1 oder 2 Aq.),
1.1 Aq. Boc,0 NHE THF, -78 °C - RT
4 Ag. NEty ~nBoce 2) CO,, -78 °C o)
H Br _— > R B '/ :
98%
314 315 316

® o
_NHCI _NHBoc

aoderb

. basische Hydrolyse

!NHBoc

317

a) CUCN, NMP, 180 °C; b) Zn(CN),, Pd(PPhs)s, DMF, MW 130 °C.
Schema 54: Synthese des Boc-geschiitzten Derivates 315 und Versuche zu dessen Carboxylierung.

Da das Boc-geschiitzte Amin 315 nicht zum gewiinschten Produkt umgesetzt werden
konnte, bot sich eine doppelte Benzylschiitzung an. Das resultierende sekundére Amin ist
gegeniiber Organolithium-Reagenzien auf jeden Fall stabil. Durch reduktive Aminierung
des Aminohydrochlorids 314 mit zwei Aquivalenten Benzaldehyd nach einer Vorschrift
von BOWEN et al. wurde das gewiinschte dibenzylierte Produkt erhalten.'® Auch die
Carboxylierung iiber das Lithiumorganyl funktionierte mit dieser Schutzgruppenstrategie,
wenn auch nur mit unvollstdndigen Umsatz. Das erhaltene Produkt wurde dennoch
testweise unter den von BOWEN el al. beschriebenen hydrogenolytischen Bedingungen
umgesetzt.'” Bei Untersuchungen iiber LCMS-Messungen konnte lediglich die Masse des
einfach benzylierten Produktes zugeordnet werden. Die Masse des gewiinschten priméren

Amins hingegen wurde nicht gefunden.
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1) n-Buli,
® o NEts, PACHO, AcOH, THF, -78 °C - RT N(Bn),
_NH;CI NaBH(OAc); _N(Bn), 2)CO,,-78°C 4
: H : COOH
B :
©©/ r DCE, RT C©/Br C©/
80% 1%
314 318 319
_NHBn
H,, Pd(OH),/C z
- > X COOH
EtOH, AcOH
320

Schema 55: Versuche zur Synthese von Verbindung 323.

In einem weiteren Ansatz wurde diesmal der pare-Methoxybenzaldehyd bei der doppelten
reduktiven Aminierung eingesetzt, da dieser mehr Moglichkeiten der spéteren
Entschiitzung bietet. Auch wenn die Schutzgruppen fiir die spitere Amid-Kupplung nétig
sind, muss vor dem Einsatz des teuren Imidazol-Bausteins 308 eine Methode zur

Entschiitzung entwickelt werden.

Die Synthese des Bausteins 321 verlief ohne Probleme. Bei der darauffolgenden Synthese
von Verbindung 322 wurde das Produkt iiber LCMS-Spektren nachgewiesen. Fiir die
Entschiitzung zZur Carbonsaure 323 wurden verschiedene Methoden
getestet (Schema 56). In keinem Fall wurde die FEntstehung des Produktes
massenspektrometrisch nachgewiesen. Mit dem Ende der Laborzeit konnten keine weiteren
Arbeiten mehr durchgefithrt werden. Fiir zukiinftige Arbeiten muss eine Methode zur
Abspaltung der PMB-Schutzgruppen gefunden werden, bevor die Carbonsédure mit dem

Imidazolbaustein zur fertigen Verbindung 307 verbunden werden kann.
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p-Methoxybenzaldehyd

® o NEts, AcOH,

NHsCl NaBH(OAC); ~N(PMB),
; Br ; Br
78%

314 321

NH

a-d :/ 2
— C©/COOH

323

1) n-Buli,
THF, -78 °C - RT
2) CO,, -78 °C _~N(PMB),
322

a) HCI, Dioxan/H,0 (3:1); b) CAN, MeCN/H,0 (3:1);**" ¢) TFA, Anisol, DCE, reflux;'*® d) H,, Pd/C, Pd(OH),/C, MeOH.

Schema 56: Synthese des zweifach PMB-geschiitzten Carbonséurederivats 322.
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5.9.3 Diskussion der biochemischen Daten

Auch wenn die Synthese von Verbindung 307 nicht zu Ende gebracht werden konnte, so
wurden  dennoch  biochemische Daten zu den  bestellten = Verbindungen
ermittelt (Tabelle 31). Es ist zu erkennen, dass die Verbindung 287 als Derivat der
Verbindung 307 keine besonders starken Effekte im auf K-RAS4B zeigt. Im NMR-
Experiment konnte keine Bindung an die GDP-Form von RAS festgestellt werden, wahrend
auch der SOS-vermittelte Nukleotidaustausch durch die Verbindung unbeeinflusst bleibt.
Lediglich im CTG-Assay zeigt die Verbindung leichte Auswirkungen auf die Zellviabilitét.
Hinzuzufiigen ist jedoch, dass es sich bei der Kaufverbindung um ein Enantiomerengemisch

handelte.

Andere Verbindungen, die aus den Lernalgorithmen hervorgegangen sind, zeigten
wesentlich bessere FEffekte. Wihrend bereits fiir die Verbindung 288 eine schwache
Affinitdt gegeniiber dem GDP-gebundenen K-RAS festgestellt wurde, wurde fiir
Verbindung 299 ein Kp-Wert von 4.3 mM ermittelt. Diese Verbindung zeigte zudem eine
sehr gute Inhibition der Viabilitat bei den getesteten Zelllinien. Jedoch kann die Affinitét
an K-RAS aufgrund der GréBenordnungsunterschiede nicht allein fiir diese Inhibition der
Viabilitit verantwortlich sein. Ublicherweise ist eine zellulire Wirkung bei &hnlichen
Wirkstoffkonzentrationen zu erwarten, wie benétigt werden, um die Funktion des Proteins
zu inhibieren. Gleichzeitig ist zu erwarten, dass die Konzentration fiir die Inhibition des
Proteins im gleichen Konzentrationsbereich liegt wie die Affinitdt der Verbindung

gegeniiber diesem Protein.

Den besten K-RAS-Liganden unter diesen Substanzen stellt Verbindung 302 dar, die mit
einer Dissoziationskonstante von 1.5 mM an das K-RAS-Protein bindet. Wéhrend dieser
Ligand keinen Einfluss auf den SOS-abhéngigen Nukleotidaustausch aufweist, inhibiert er
als erste Verbindung die Zellproliferation bei einer Zelllinie mit K-RAS-Mutation wesentlich

besser als bei einer Zelllinie, die den Wildtyp trégt.

205
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Tabelle 31: Darstellung der erhobenen biochemischen Daten der bestellten Enamine-Verbindungen, die

durch die Knime-Suche gefunden wurden.

Biochemische Daten

Ko [mM] TG/ WML 1oy ) o
. 1 15 AS- -
Verbindung H-N-HSQC Cell-Titer-Glo-Assay
; Austausch-Assay
[mM]
K562 SNU-1
WT (GDP) WT

(WT)  (G12D)

o NH,
HNJYN)K(:(S gelost, keine >>
_n H > 3000 268.5
=N Bindung 299.1
87

2

[0}
o NH,
NN
@ﬁQO o 12.9 + 3.5 > 3000 3205 3415
288

16st, kei
ge o.s , keine < 3000 >> >>
Bindung 299.1 299.1

NH gelost, keine

. > 3000 392.0 238.0

o. /"OH Bindung

293

HN. M= 0 @
NN NH
m N

3 gelost, keine L >> >>
. 965.5

@ Bindung 150.2 150.2

295

H
S
299
OMe
o
H
N N
ot
OH
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Interessant ist auch Verbindung 295. Obwohl der Wert im RAS-SOS-Austauschassay
(ACs = 965.5 ntM) einer sehr geringen Aktivierung entspricht, ist er dennoch
bemerkenswert. Diese Verbindung wurde bei dem Knime-Durchlauf ermittelt, bei dem nur
Verbindungen als aktiv deklariert wurden, die eine aktivierende Wirkung auf den

Nukleotidaustausch aufwiesen.

Dies zeigt, dass neue Liganden zielgerichtet {iber Knime gesucht werden kénnen. Auch
wenn die Verbindungen nur eine schwache Affinitit gegeniiber K-RAS zeigen, so bringen
sie dennoch neue Eigenschaften mit sich. Diese sollten in der Folge ndher untersucht
werden und kénnten eventuell durch eine iterative Optimierung und Kombination mit

anderen Liganden zu selektiven Inhibitoren modifiziert werden.

Gerade fiir die neuen Liganden war interessant, ob sie wie angedacht in der Switch I-

Switch II-Region binden. Aus diesem Grund wurden mit den zur Verfiigung stehenden

Daten aus dem 'H-"N-HSQC-Spektren abschlieBend Haddock-Rechnungen durchgefiihrt.
0

o:/ %WNTNHZ

Proteinoberflache

;_' Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen groRer als 10
Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen grofer als 20

Bl Cluster 1 [-30.1+1.1,105,0.7 £ 0.4, 46.8 + 26.2)
[ Cluster2 [-23.6+1.0, 34,0.7+0.2, 44.5428.1)
L] Cluster3 [-20.8+24, 25,0.5%0.1,41.5+39.2]
L Cluster5 [-164+6.6, 4,0.50.2 72.1+17.9]
|| Cluster4 [-16.4+0.8, 12,1.7+0.2, 66.5+ 12.9]

+ <-— Haddock-Score — =

Abbildung 87: Darstellung der durch Haddock 2.4 unter Beriicksichtigung der NMR-Restraints berechneten
Cluster fiir die Bindung der Enamin-Verbindung 288 an GDP-gebundenes K-RAs4BVT (PDB:6MBT); dabei
[Haddock-Score, Zahl der Clustermitglieder, RMSD-Wert, Verletzungsenergie fiir Restraints|; der weifle
Pfeil kennzeichnet die Lage der SI/II-Bindestelle.
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Aus den Ergebnissen dieser Haddock-Rechnungen wird deutlich, dass die Bindung der drei
Liganden in der SI/II-Bindestelle von Haddock deutlich bevorzugt ist. In allen drei Féllen
liegt der energetisch am besten bewertete Cluster in dieser Bindefurche zwischen der

02-Helix und dem g-Faltblatt und weist die grofite Population an Posen auf.

a (0]
N
N\ N fG\IH

Proteinoberflache

|_] Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen groRer als 10

. Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen groRer als 20

il Cluster 1 [-21.1£0.5,113, 0.1 £ 0.1, 287.7 + 25.8]
[ Cluster4 [-14.4+3.4, 15,1.0+0.0,273.2+40.2]
[] Cluster2 [-11.3+25, 24,15%0.2, 376.6 +39.9]
|| Cluster3 [ -54+35, 16,1.5+0.1,280.537.0]
|| Cluster5 [-27£22, 8 1.2+0.2 2846+ 60.5]
Bl Cluster6 [ -07£7.0, 5,1.8+0.1,277.3+134]

+ <« Haddock-Score — =

Abbildung 88: Darstellung der durch Haddock 2.4 unter Beriicksichtigung der NMR-Restraints berechneten
Cluster fiir die Bindung der Enamin-Verbindung 299 an GDP-gebundenes K-RAs4BYT (PDB:6MBT); dabei
[Haddock-Score, Zahl der Clustermitglieder, RMSD-Wert, Verletzungsenergie fiir Restraints]; der weie
Pfeil kennzeichnet die Lage der SI/II-Bindestelle.
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©/0Me
H Q 3
N N
\
OH

Proteinoberflache

Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen groRer als 10

Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen groRer als 20

B Cluster1 [27.640.3,101,03402, 21+ 0.5]
[ Cluster2 [224+25, 46,1.8%0.4,21.2+33.1]
] Cluster4 [122%19, 12,23+02, 25+ 19]
|| Cluster5 [-92+06, 10,1.1+03, 26+ 22]
|| Cluster3 [-83+14, 12,06+0.1, 9.3+ 14.5]
i Cluster7 [ -8.0%0.7, 507401, 57+ 28]
] Cluster6 [ -80%19, 552465 81.4+142]

+ < Haddock-Score — =

Abbildung 89: Darstellung der durch Haddock 2.4 unter Beriicksichtigung der NMR-Restraints berechneten
Cluster fiir die Bindung der Enamin-Verbindung 302 an GDP-gebundenes K-RAs4BY" (PDB:6MBT); dabei
[Haddock-Score, Zahl der Clustermitglieder, RMSD-Wert, Verletzungsenergie fiir Restraints|; der weifle
Pfeil kennzeichnet die Lage der SI/II-Bindestelle.

Zusétzlich ist zu bemerken, dass fiir alle drei Verbindungen keine hohen Strafen fiir die
Restriktion der gewahlten Rahmenbedingungen beziiglich dieser Cluster berechnet wurden.
Dies gilt zumindest im direkten Vergleich mit den anderen Clustern des jeweiligen Laufes.
Die hohen Werte bei Verbindung 299 in diesem Bereich werden vermutlich durch die hohe
Anzahl von verdnderten Aminosdureverschiebungen hervorgerufen, die anhand der

groBflachigen Blaufarbung der Oberflache des Proteins zu erkennen ist (Abbildung 88).

Die Ergebnisse der Haddock-Rechnungen bestétigen also, dass unter Zuhilfenahme einer
strukturbasierten Suche mit nachfolgender Auswahl {iber ein Docking in der gewiinschten
Bindestelle, neue Liganden gefunden werden kénnen, die genau in dieser Region binden.
Setzt man die Bindung der so gefundenen Liganden in den Kontext der RAS-Proteine, stellt

dies einen signifikanten Fortschritt dar.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurden ausgehend von bekannten Bisphenol-Derivaten, die an K-RAS4B
binden, sowohl durch klassische Struktur-Wirkungs-Beziehungen als auch durch

computergestiitzte Suche neue RAS-Liganden gefunden.

Eine Variation der phenolischen Hydroxygruppen des Bisphenol S (BPS, 102) zu Aminen
brachte eine Verbesserung der Affinitdt. Von weiteren Derivatisierungen erzielte lediglich

der Austausch des Sulfons gegen einen Bisarylthioether eine &hnliche Wirkung.

O\\ //O O\ /O
HO OH HoN NH> HO OH
105 106

S
HzN/©/ \©\NH2 /©/ \©\ /©/ \©\
107 109
Cl
S S
gre,

Abbildung 90: Bisphenol S (BPS, 102) und seine Derivate, deren Bindung an K-RAS untersucht wurde.

Die Affinitét von Bisphenol A (101), Bisphenol AF (103) und des 4,4‘-Dihydroxybenzo-
phenons (DHBP, 118) gegeniiber K-RAS konnte hingegen nicht durch einen Austausch der

Hydroxygruppen gegen Amine verbessert werden.

\ \/ F3C CF,
HO ‘ ‘ OH HoN I I NH HO ‘ ‘ OH
101

F3C CF3

H, NNH HO“OH H NNHz

Abbildung 91: Darstellung von  Bisphenol A (BPA, 101), Bisphenol AF (BPAF, 103) und
4,4‘-Dihydroxybenzophenon (DHBP, 118) und der entsprechenden Aminderivate.
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Fiir das DHBP (118), das zuvor nur als Rheb-Ligand bekannt war, wurde durch die
Derivatisierungen der Carbonylgruppe eine Steigerung der Affinitdt um etwa den Faktor
zehn gesteigert. Dabei waren aromatische Hydrazine und Sulfonylhydrazide sowie das
O-Benzylhydroxylamin Kondensationspartner des DHBPs, die zu zellulir aktiven
Verbindungen fiihrten. Jedoch zeichnete sich unter den verschiedenen Derivaten kein klarer
Trend ab, welche Substituenten fiir eine Bindung an RAS giinstig sind. Somit war keine

zielgerichtete Optimierung der DHBP-Derivate moglich.

R
_ 120: R:H R*:H X:CH
x | 121: R : Cl R“:H X:CH
SR 122: R':F R“:H X :CH
N,NH 123: R:CFs R":H X:CH
| 124 R':H R*: H X:N
O O 125: R:NO; R“:NO2 X:CH
HO OH
R 131: R': OMe
o /@ 132.  R':Me
0=g 133: R :H
_NH 134: R :Br
N 135: R': Cl
136: R : OCF3
O O 137: R*:CN
HO OH 138 R':NO:
OY@
N~ nNH

o}
\ \
ST,
140 142

Abbildung 92: Kondensationsprodukte von DHBP, die im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert und von den

Projektpartnern getestet wurden.

Stattdessen wurden die gesammelten Daten zu den Struktur-Wirkungs-Beziehungen der
Bisphenole genutzt, um in silico eine Substanzbibliothek aufzubauen. Aus dieser Bibliothek
von etwa 360.00 Verbindungen wurde nach Untersuchungen mit der Schrodinger-Software
ein Ligand ausgewihlt und synthetisiert. Diese Verbindung (144) erreichte im NMR-

Experiment eine Dissoziationskonstante von 500 pM fir K-RAS (GDP) und wies im MST-

211
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Experiment sogar einen Kp-Wert von 59 uM fiir GDP-gebundenes und 34 pM fiir
GppNHp-gebundenes K-RAS auf. Auch in Assays an Zellen mit verschiedenen RAS-
Mutationen zeigte die Verbindung beeindruckende, wenn auch nicht selektive Wirkung.
Die Derivatisierung dieser Carbonylverbindung mit O-Benzylhydroxylamin in Analogie

zum DHBP-Derivat zeigte dabei nicht den erhofften synergistischen Effekt und verbesserte

o NJOH

HO o N OH Ho o. A N oOH
FG PG
144 163

Abbildung 93: Darstellung des iiber Struktur-Wirkungs-Beziehungen mit der Schréodinger-Software

die Bindung des Liganden kaum.

ermittelten K-RAs-Liganden und des daraus hergestellten Benzyloxims.

Ein umfassender Teil der synthetischen Arbeiten befasste sich mit der Synthese eines
Liganden, der durch in silico Fragment-Merging als potenzieller K-RAS-Ligand entdeckt
wurde. Dabei war ein basisches Fragment durch ein Screening an einer zweiten Bindestelle,
die durch eine Erweiterung der SI/II-Bindestelle offengelegt wird, erhalten worden. Durch
Verbriickung tiber einen kurzen Alkyllinker wurde dieses Fragment mit dem K-RAS-
Liganden BPNH, verbunden. Die erhaltene Verbindung (166) zeigte jedoch nach ihrer
Fertigstellung eine deutlich schlechtere Affinitdt gegeniiber K-RAS als der Ausgangsligand.

NH,

7\
N NH
— \_<\‘j F3sC CF,
e

166

Abbildung 94: Darstellung des um ein basisches Fragment erweiterten BPNHs-Derivates.

Zu erwarten gewesen wére eine Verschlechterung der Affinitdt durch den Entropieeffekt
des Alkyllinkers. Durch NMR-Untersuchungen der Bochumer Arbeitsgruppe mit dem

zweiten Fragment wurde aber gezeigt, dass dieses nicht an das Protein bindet. Eine
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Erkldrung hierfiir kénnte die Rolle des Wassers bei der Assoziation von Liganden sein, die
nur mit hohem Aufwand zu berechnen ist und somit nicht ausreichend im Docking-
Ergebnis beriicksichtigt ist. Beispielsweise konnte die Hydrathiille des polaren

Molekiilfragmentes fiir einen Verlust an Bindungsenthalpie sorgen.

Ein weiteres medizinisch-chemisches Konzept, das in dieser Arbeit angewendet wurde, ist
der Ansatz der sogenannten PROTACs. Diese groflen Molekiile bestehen aus zwei
verbriickten Liganden, wobei der eine einen Liganden des Zielproteins und der andere einen
Liganden eines an der Proteolyse beteiligten Proteins darstellt. Durch die rdumliche Néhe,
in die die beiden Proteine durch den PROTAC gelangen, kommt es zum Abbau des
adressierten Proteins. In den Forschungsarbeiten konnten drei PROTAC-Strukturen

synthetisiert werden, die auf literaturbekannten K-RAS-Liganden basieren.

o
- (0]
%@NH S R RO
N H H
H

N o)

OH o
g 254 < ENH
N

() °

~N-N
\ \!
NTX
o N
{\/\OW \/\H 1)
O N O
(@)
281 NH
O

Abbildung 95: Darstellung der drei synthetisierten PROTAC-Strukturen ausgehend von Liganden der

Arbeitsgruppen von FESIK und GORFE.
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Diese Verbindungen zeigten zwar zellulire Aktivitdt, jedoch konnte fiir zwei der
Verbindungen (281 und 283) kein Beweis fiir eine Wirkung durch Assoziation an RAS
gefunden werden. Die dritte Verbindung (254) wies keine erhohte zelluldre Wirksamkeit
im Vergleich zum zugrundeliegenden K-RAS-Liganden auf. Da nicht feststeht welcher
Modus des Proteinabbaus fiir das entsprechende Zielprotein der Richtige ist und mit
welcher Distanz die beiden Proteine die besten Wechselwirkungen eingehen, bedingt dieses
Konzept die Notwendigkeit eines empirischen Vorgehens. Aus zeitlichen Griinden war es
nur moglich, PROTAC-Strukturen mit einer einzigen Linkerldnge zu synthetisieren. Das
Konzept bietet somit noch viel Spielraum fiir die Suche nach Wirkstoffen gegen dauerhaft

aktivierte K-RAS-Mutanten.

Um dieses Ziel zu erreichen, miissen zunéchst selektive Liganden fiir einzelne K-RAS-
Mutanten gefunden werden, um eine zielgerichtete Therapie zu ermoglichen. Die SI/II-
Bindestelle ist dabei in inaktiver und aktiver Form aller RAS-Isoformen konserviert, was
die Herausforderung der Selektivitat birgt.”* Dies ist moglicherweise ein Grund fiir die

schwachen Selektivitéaten, die fiir die untersuchten Verbindungen festgestellt wurden.

Im letzten Teil der Forschungsarbeiten konnten schwache Liganden gefunden werden, die
eine Selektivitdt gegeniiber einzelnen K-RAS-Mutanten aufweisen. Die strukturbasierte
Suche dieser Liganden wurde iiber Vorhersagemodelle durchgefithrt, die mit dem
Programm Knime erstellt wurden. Eine Sortierung der aus einer Bibliothek von etwa
360.000 Substanzen als aktiv bestimmten Verbindungen erfolgte im Anschluss iiber das

Schrédinger-Softwarepaket.

oM
o}
0] N/\f,r\ NH, @ 0 H o
I g TW N%N N NH N N
o o Na /s 7N 4
OH
288 299 302

Abbildung 96: Darstellung der drei Liganden, die iiber Knime identifiziert wurden und nachweislich an

K-RAS4B binden.

e
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Auch wenn die Synthese eines ausgewéhlten in silico Screening-Hits nicht abgeschlossen
werden konnte, zeigen einige der kauflich erworbenen Verbindungen aus diesen Docking-
Léaufen eine Affinitdt gegeniiber K-RAS. Dariiber hinaus tritt fiir die affinste
Verbindung (302) eine gewisse Selektivitit bei der Wirkung in G12D-mutierten Zellen auf,
wahrend Zellen des Wildtyps eine geringe Inhibition der Zellviabilitat erfahren. Haddock-
Rechnungen, die unter Beriicksichtigung der NMR-Untersuchungen zur Bindung des
Liganden durchgefithrt wurden, zeigen, dass die Verbindungen in der SI/II-Bindestelle
binden. Somit ist es eventuell doch méglich selektive Liganden fiir diese in verschiedenen

Konformationen und Mutationen konservierten Bindestelle zu finden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Glide als Teil des Schrodinger-Softwarepaketes
die Posen der Liganden in einer Bindestelle gut vorhersagen kann und geeignet ist, die
Hitrate an aktiven Verbindungen zu verbessern. Angewandt auf die Ergebnisse von
Vorhersagemodellen, die mit Knime erzeugt werden, kann diese Ausbeute bei
entsprechender Datenlage weiter verbessert und neue Liganden fiir Zielproteine kdénnen
gefunden werden. Um noch bessere FErgebnisse zu erhalten, sollten die Vorhersagemodelle
iterativ verfeinert werden. Zudem kénnte MM-GBSA als Methode fiir die relative
Abschitzung von Bindungsenergien fiir eine Validierung vielversprechender Liganden
verwendet werden, die durch die in silico Suche gefunden wurden. Durch die Maximierung
der Hitrate mit Hilfe computergestiitzter Methoden kénnte der synthetische Aufwand auf

dem Weg zum gewiinschten Wirkstoff so deutlich verringert werden.
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7 Experimentalteil

7.1 Allgemeine Angaben zur Laborpraxis

7.1.1 Chemikalien, Lisungsmittel und Glasgerdte

Bei allen beschriebenen Versuchen wurden die Chemikalien von den Firmen Alfa Aesar,
Fischer Scientificc, ABCR, Fluorochem, Sigma-Aldrich, TCI, Chempur, VWR oder
Enamine bezogen. Reaktive Substanzen wurden umbkristallisiert oder destilliert, wenn sie
dem internen Chemikalienlager entnommen wurden. Die Lésungsmittel wurden entweder
rein erworben oder nach iblichen Methoden gereinigt und getrocknet. Die Losungsmittel
Dichlormethan, Tetrahydrofuran, Acetonitril und Diethylether wurden einer
Losungsmittelanlage (Firma MBraun, MB-SPS-800) entnommen, falls redestilliertes oder
HPLC-Grade Losungsmittel qualitativ nicht ausreichend war. DMF wurde grundsétzlich
mit Hilfe von Helium entgast, um Spuren von Dimethylamin zu entfernen. Fiir den Fall,
dass Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt werden musste, wurden
Rotationsverdampfer der IKA GmbH & Co. KG und Biichi Labortechnik GmbH oder eine
Vakuumpumpe der Firma Vacuubrand verwendet. Eine Lyophile des Modells GOT 2000

der Firma Zirbus wurde genutzt, um wéssrige Losungen gefrierzutrocknen.

Bei Reaktionen, die unter Ausschluss von Wasser gefithrt werden mussten, wurden die
verwendeten Glasgerdte und Riihrfische zundchst mehrere Stunden in  einem
Trockenschrank getrocknet und dann heifl verbaut bevor sie weitere Male unter Vakuum
ausgeheizt wurden. Anschliefend wurden konventionelle SCHLENK-Techniken zum

Arbeiten unter Inertgasatmosphére angewandt.
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7.1.2 Reaktionskontrollen

Zur Uberpriifung von Reaktionsfortschritten oder Bestandteilen von Fraktionen bei der
Séulenchromatographie  wurden  Diinnschichtchromatographien mit  Aluminium-
Fertigfolien fluoreszenzmarkierten Kieselgels (ALUGRAM® Xtra SIL G/UV254 oder
ALUGRAM® RP-18W/UV,;) der Firma Macherey-Nagel verwendet. Verbindungen
wurden durch Fluoreszenz-Loschung unter UV-Licht (254 nm) und/oder Anfirbung mit
einer Kaliumpermanganatlosung (3.0 g KoMnOy, 20 g KoCOs, 5 mL 5%ige Natronlauge,
300 mL Wasser) oder Cer-Molybdatophosphorsdurelosung (50 g
Molybdatophosphorsdure, 200 mL Wasser, 16 mL konz. H,SOs, 2 g Ce(SO.);) durch
Eintauchen und anschlieendes Entwickeln mit einem Heiflluftfohn detektiert. Amine

wurden mit Hilfe einer Ninhydrinlésung (1.5 g, 100 mL n-BuOH, 3.0 mL AcOH) angeférbt.

Weiterhin  wurden bei einigen Reaktionen, deren Reaktionsfortschritt durch
Diinnschichtchromatographie nicht ausreichend verfolgt werden konnte, LC-MS-
Messungen an einer Shimadzu LC-2030C 3D Plus durchgefiihrt. Dabei wurden die HPLC-
Sédulen Shim-pack Giss (2.1 x 50 mm, 1.9 pm CI18) der Firma Shimadzu und

EC 150/3 Nucleodur C18 Gravity-SB (5 pm) der Firma Macherey-Nagel verwendet.

7.1.3 Aufbereitung der Produkte

Fiir die sdulenchromatographische Trennung von Substanzgemischen wurde Kieselgel 60
der Firma Macherey-Nagel (Partikeldurchmesser 40 - 63 um, Porendurchmesser 60 A)
und vorgepackte Kieselgelkartuschen der Firma Interchim verwendet (verschiedene Grofen
von PF-15SIHP oder PF-30SIHP). Die Trennungen wurden in der Regel an
Fraktionssammlern (Pharmacia LKB SuperFrac) sowie an einer Flash-Anlage der Firma
Interchim durchgefiihrt (puriFlash® XS 420). Trennungen iiber Umkehrphase wurden an
einem zweiten Interchim-Gerét (puriFlash® 4250) durchgefiihrt. Dabei kamen préparative

HPLC-Kartuschen der Firma Macherey-Nagel (SP 250/21 NUCLEODUR 110-5 C18 ec
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oder VP 250/21 NUCLEODUR HILIC, 5 pm) und Flash-Kartuschen der Firma Interchim
(verschiedene Groflen von PF-15C18AQ) zum Einsatz. Die fiir die mobile Phase
verwendeten Losungsmittelgemische wurden aus destillierten oder HPLC-Losungsmitteln

hergestellt.

7.1.4 Analytik der sauberen Produkte

Zur Messung der 'H-NMR- und “C-NMR-Spektren wurden die NMR-Spektrometer
Bruker Avance — 400 und Bruker Avance III — 600 (Messfrequenz: 'H-NMR: 600 MHz,
BC-NMR: 150 MHz, YF-NMR: 565 MHz) verwendet. Alle Spektren wurden ausschlielich
unter Gebrauch von deuterierten Lésungsmitteln aufgenommen, aufler jene, die zur
Uberpriifung der Loslichkeit der Endsubstanzen durchgefiihrt wurden (50 pL. D»O, 500 pL
H,0O, 20 pL einer 100 mM Losung des Liganden in DMSO-dy). Fiir alle NMR-Spektren ist

die Kopplungskonstante J in Hz und die Verschiebung & in ppm angegeben.

Die massenspektroskopischen Daten wurden mit einem micrOTOF-Spektrometer der
Firma Bruker und die dazugehorigen ermittelt, wofiir die Proben in MeCN und/oder
Wasser gelost wurden. Bei gekoppelten LC-MS-Messungen wurde eine HPLC-Anlage der
Agilent 1100 Series verwendet. Alternativ wurde ein Gerét der Firma Shimadzu, die
LCMS-2020 mit der HPLC-Anlage Prominence-i LC-2030C, verwendet. Die folgenden

Methoden wurden dabei genutzt und sind fiir die jeweiligen Substanzen angegeben:

e Methode I: Bruker micrOTOF 4 Agilent 1100 Series; HPLC-Séule: Perfect Sil
Target ODS-3 HD 5 pm, 100 x 4.6 mm; ESI: Gradient 90% Wasser
(5 mM NH,;OAc) bis 90% MeCN; 24 min; 1.5 mL/min; 220 nm oder 254 nm,

positiv

e Methode II: Bruker micrOTOF + Agilent 1100 Series; HPLC-Saule: Perfect Sil

Target ODS-3 HD 5 pm, 100 x 4.6 mm; ESI:  Gradient 90% Wasser
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(5 mM NH,OAc) bis 90% MeCN; 24 min; 1.5 mL/min; 220 nm oder 254 nm,

negativ

e Methode III: Shimadzu LCMS-2020 4+ Prominence-i LC-2030C; HPLC-Saule:
Shim-packGISS 1.9 pm, 50 x 2.1 mm; ESI: Gradient 95% Wasser bis 95% MeCN

(0.1% HCOOH); 12 min; 400 pL/min; 220 nm oder 254 nm, positiv

e Methode IV: Shimadzu LCMS-2020 + Prominence-i LC-2030C; HPLC-Saule:
Shim-packGISS 1.9 pm, 50 x 2.1 mm; ESI: Gradient 95% Wasser bis 95% MeCN

(0.1% HCOOH); 12 min; 400 pL/min; 220 nm oder 254 nm, negativ

Ein Bruker-Alpha-Spektrometer wurde zur Messung der IR-Spektren eingesetzt, wobei die
Proben als Reinsubstanz oder nach Abdampfen des Losungsmittels aus einer Losung
vermessen wurden. Feststoffe wurden aufgetragen und mit einem Diamantstempel

aufgepresst, wahrend Fliissigkeiten als diinner Film vermessen wurden.
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7.2 Synthesevorschriften

7.2.1 Synthese des Dapson analogen Sulforimins 109

4,4°-Diacetamidodiphenylsulfid (110, JES-033)
2
)J\N 4 NJJ\
H H
Zu einer Losung von Bis-(4-aminophenyl)sulfid (107) (500 mg, 2.31 mmol) in 3.3 mL
trockenem CH,Cl, wurde tropfenweise Essigsiaureanhydrid (520 pL, 5.60 mmol) gegeben.
Das Reaktionsgemisch wurde iiber Nacht bei RT geriihrt und nach Abschluss der Reaktion
mit Wasser versetzt. Der entstandene Feststoff wurde abfiltriert, mit Na,COs-Losung

gewaschen und in siedendem Ethanol gelst/suspendiert. Nach Zugabe geringer Mengen

Wasser fiel das Produkt als pink-weiler Feststoff aus (646 mg, 2.15 mmol, 93%).

'H NMR (400 MHz, DMSO-d;) 6 10.17 (2H, s, -CONL), 7.58 (4H, d, J = 8.68 Hz, H?),
7.23 (41, d, J=8.84 Iz, H2) 2.03 (6L, s, -CHy). “C NMR (400 Mz, DMSO-d,) &
168.3 ((CONH.), 138.7 (C1), 1313 (C2), 128.6 (C4), 119.8 (C9), 23.9 (-CHy).
LCMS (ESI): tg = 6.8 min (MethodeI); m/z (% relative Intensitédt): 301.1

[M-+H*] (100.0), 601.2 [2M+H*] (30.2). HRMS (ESI): m/z ber. fir C H N OSNa*

[M+Nat] 323.0825; gef. m/z 323.0825. IR (cm™): ¥ = 3292 (m), 3184 (w), 3111 (w),

1657 (m), 1604 (w), 1588 (m), 1538 (w), 1511 (m), 1490 (w), 1424 (w), 1394 (s), 1364 (w

)

(w)
(w),
1315 (m), 1281 (w), 1257 (w), 1177 (w), 1108 (w), 1082 (w), 1041 (w), 1013 (m), 972 (w)
958 (w), 923 (w), 833 (m), 814 (s), 766 (m), 719 (w), 705 (w), 648 (m), 636 (w), 610 (w),

588 (w), 577 (s), 528 (m), 503 (s), 469 (w), 456 (m), 415 (w).
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N-Cyano-4,4"-diacetamidodiphenylsulfilimin (111, JES-037)

N
|

.CN
2
)J\N 4 ”JJ\

H

Bei 0°C wurden Diacetoxyiodbenzol (472 mg, 1.46 mmol) und Cyanamid (88.4 mg,
2.00 mmol) zu einer Losung von 4,4°-Diacetamidodiphenylsulfid (110) (400 mg,
1.33 mmol) in 6.6 mL DMF gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 30 Minuten bei 0 °C
und anschlieflend bis zum Abschluss der Reaktion bei RT gerithrt. Nach Zugabe von
Wasser wurde viermal mit CH,Cl; extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
mit ges. NaHCOs-Losung, Wasser und ges. NaCl-Losung gewaschen und iiber NasSO,
getrocknet. Aus dem nach Entfernen des Losungsmittels erhaltenen 6ligen Gemisch konnte
das Produkt durch Zugabe von EtOAc des Produkts ausgeféllt werden (272 mg, 799 pmol,

60%).

'H NMR (400 MHz, DMSO-d;) 6 10.36 (2H, s, -CONL), 7.83 (4H, d, J = 8.88 Hz, H3),
7.68 (4H, d, J = 8.88 Hz, H2), 2.08 (6H, s, -CH;). ®C NMR (400 MHz, DMSO-d,) &
169.1 (-CONIL), 143.3 (C1), 128.6 (C4), 1285 (C2), 120.2 (-NCN), 119.8 (C9),
24.1 (-CHs). LCMS (ESI): tr = 4.5 min (Methode I); m/z (% relative Intensitét): 300.1
[M-+H*] (100.0), 341.1 [M+H*+MeCN], 681.2 [2M-+H*] (30.2). HRMS (ESI): m/z ber.

fir C_H N,O,SNa" [M+Na'] 363.0886; gef. m/z 363.0886. IR (cm™): ¥ = 3031 (w),

1716

2082 (w), 2152 (s), 1698 (w), 1677 (m), 1603 (w), 1587 (s), 1537 (s), 1493 (m), 1426 (w),
1396 (w), 1365 (m), 1317 (s), 1260 (m), 1205 (w), 1177 (m), 1119 (w), 1083 (w), 1072 (w),
1011 (w), 840 (w), 827 (s), 759 (w), 727 (w), 715 (w), 699 (w), 630 (w), 596 (s), 583 (w),

528 (m), 511 (s), 491 (w), 466 (w).
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N-Cyano-4,4"-diacetamidodiphenylsulfoximin (112, JES-039)

O  N-CN

2 N7/
)J\N 4 NJ\
H H
Bei 0 °C wurden K,COj; (401 mg, 2.91 mmol) und mCPBA (358 mg, 1.45 mmol) zu einer
Losung von N-Cyano-4,4°-diacetamidodiphenylsulfilimin (111) (330 mg, 969 pmol) in
10 mL MeOH gegeben. Das anschlieflend bei RT geriihrte Reaktionsgemisch wurde nach
1.5 h vom Lésungsmittel befreit. Nach Zugabe von 20 mLL Wasser wurde ein weifler

Feststoff abfiltriert, der als das Produkt identifiziert wurde (292 mg, 701 pmol, 72%). Trotz

leichter Verunreinigungen wurde das Produkt ohne weitere Aufreinigung umgesetzt.

'H NMR (600 MHz, DMSO-d;) 6 7.98 (4H, d, J=9.12Hz, H3), 7.87 (4H, d,
J = 9.06 Hz, H2), 2.09 (6, s, -CHy). *C NMR (600 MHz, DMSO-d,) & 169.42 (- CONHL-),
145.22 (C1), 129.42 (C4), 129.02 (C2), 119.36 (C9), 24.17 (-CH;). LCMS (ESI):
tr = 5.8 min (Methode I); m/z (% relative Intensitdt): 357.1 [M+H'] (100.0), 730.2

[2M+NH,"] (19.3). HRMS (ESI): m/z ber. fiir C_H N O,SNa®" [M+Na'] 379.0835; gef.

1764
m/z 379.0835. IR (cm™): ¥ = 3306 (w), 3254 (w), 3180 (w), 3106 (w), 3058 (w), 2200 (s),
1706 (w), 1687 (m), 1659 (w), 1608 (w), 1581 (m), 1530 (s), 1496 (w), 1405 (m), 1370 (w),
1311 (s), 1265 (w), 1252 (m), 1200 (w), 1184 (m), 1095 (s), 1033 (w), 1007 (w), 967 (w),
829 (m), 775 (w), 736 (s), 712 (w), 649 (s), 631 (w), 624 (w), 601 (m), 548 (w), 527 (m),

469 (w), 446 (w).



7.2 - Synthesevorschriften

4,4’ -Diaminodiphenylsulfoximin (109, JES-046)

, OUNH
3 S
T 1L
HoN"4 NH,

Nach Zugabe von 1.5 ml konz. HCl-Lésung zu einer Losung von N-Cyano-
4,4’ -diacetamidodiphenylsulfoximin (112) (178 mg, 500 pmol) in 5 mL Ethanol, wurde
das entstandene Reaktionsgemisch iiber Nacht refluxiert. Nach Abschluss der Reaktion
wurde der pH-Wert des Gemisches durch Zugabe einer ges. Na,COs-Losung auf pH = 8
eingestellt. AnschlieBend wurde mit EtOAc extrahiert (4 x 7 mL). Die organischen Phasen
wurden vereint, mit Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt. Das Produkt wurde nach sdulenchromatographischer Trennung rein erhalten

(42.5 mg, 172 pmol, 34%).

'H NMR (600 MHz, DMSO-d;) & 7.50 (4H, d, J=8.40Hz, H2), 6.55 (4H, d,
J =856 Uz, H3), 579 (41, s, -NH), 3.83 (11, bs, -SONH). C NMR (600 MIz,
DMSO-d,) & 151.9 (C1), 130.7 (C4), 128.9 (C2), 112.7 (C3). LCMS (ESI): tx = 3.0 min
(Methode 1); m/z (% relative Intensitat): 248.1 [M+H'] (100.0). HRMS (ESI): m/z

ber. fiir C H N OS* [M+H"] 248.0852; gef. m/z. 248.0852. IR (cm™): ¥ = 3416 (w),

1277147 '3

3354 (w), 3241 (w), 3191 (m), 1651 (m), 1636 (w), 1589 (s), 1498 (m), 1436 (w), 1318 (m),
1298 (w), 1202 (m), 1130 (w), 1089 (s), 1044 (w), 1022 (w), 1006 (w), 984 (s), 831 (m),

756 (w), 714 (w), 684 (s), 644 (w), 632 (w), 533 (m), 495 (w), 437 (w).
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7.2.2 Synthese der Referenzverbindung 115

2-(2-Chlor-4-nitrophenyl)sulfanyl-1,3-benzothiazol (115, JES-088)
s 7 8.8 13
12
s NCI 11 "NO,
10

6
4 5

2-Mercaptobenzothiazol (113) (2.00 g, 11.6 mmol) und 1,2-Dichlor-4-nitrobenzol (114)
(1.85 g, 9.63 mmol) wurden in entgastem DMF (50 mL) gelost und nach Zugabe von
K>CO; (1.60 g, 11.6 mmol) iiber Nacht geriihrt. Im Anschluss wurde das Reaktionsgemisch
liber einen Zeitraum von 5 h unter sténdigem Riithren bei 60 °C erhitzt. Die Reaktion
wurde nach Abkiihlen durch Zugabe von Wasser abgebrochen, wobei ein gelber Feststoff
ausfiel,  welcher  abfiltriert —und mit Wasser gewaschen wurde. Nach
sdulenchromatographischer Trennung wurde das saubere Produkt erhalten (2.68 g,

8.30 mmol, 72%).

'H NMR (600 MHz, DMSO-d,) 6 8.50 (1H, d, J = 2.46 Hz, H13), 8.24 (1H, dd, J = 8.70,
2.70 Hz, H12), 8.10 (1H, d, J = 7.68 Hz, H2), 7.99 (1H, d, J = 7.92 Hz, H5), 7.93 (1H, d,
J=864Mz H12), 7.54-757 (10, m, MHj), 747-750 (10, m, H3).
18C NMR (400 MHz, DMSO-d;) § 161.1 (C7), 152.9 (C6), 148.1 (C8), 138.6 (C11),
136.0 (C1), 135.3 (C9), 134.3 (C13), 126.9 (C4), 125.8 (C3), 125.0 (C10), 123.1 (C12),
122.4 (C5), 122.2 (C2). LCMS (ESI): tr = 13.0 min (Methode I); m/z (% relative
Intensitét): 323.0 [M+H"] (100.0). HRMS (ESI): m/z ber. fiir CisHsCIN,O,S," [M+H?]
322.9710; gef. m/z 322.9709. IR (cm™): ¥ = 3087 (w), 3059 (w), 2588 (w), 1914 (w),
1780 (w), 1590 (w), 1571 (w), 1511 (s), 1457 (w), 1419 (m), 1381 (w), 1338 (s), 1311 (w),
1293 (w), 1255 (w), 1133 (m), 1074 (w), 1029 (w), 1018 (w), 991 (s), 936 (w), 885 (),
853 (w), 819 (w), 765 (w), 750 (s), 736 (m), 724 (w), 692 (w), 681 (w), 674 (w), 582 (w),

562 (w), 542 (w), 516 (w), 503 (w), 464 (w), 432 (m).
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2-(2-Chlor-4-aminophenyl)sulfanyl-1,3-benzothiazol (91, JES-089)

13

SN 12
2 1
T
3 N

cl 11 NH,

6 10
4 5

Zu einer Suspension von 2-(2-Chlor-4-nitrophenyl)sulfanyl-1,3-benzothiazol (115)
(500 mg, 1.55 mmol) in 10 mL MeOH wurde Zink (304 mg, 4.65 mmol) und anschliefend
tropfenweise bei 0 °C 6 M HCl (6 mL) gegeben. Nach Refluxieren fiir 1.5 h wurde mit
4 M NaOH-Losung neutralisiert und 2 mL NH;-Losung (25% in Wasser) zugegeben, wobei
sich das Reaktionsgemisch orange verfiarbte. Bei Zugabe von EtOAc fiel ein Niederschlag
aus, welcher abfiltriert und mit EtOAc gewaschen wurde. Die beiden Phasen wurden
separiert und die wassrige Phase wurde dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit ges. NaCl-Losung gewaschen und iiber Na,SO, getrocknet.
Das Produkt wurde durch saulenchromatographischer Trennung gereinigt und nach

Entfernen des Losungsmittels sauber erhalten (190 mg, 0.65 mmol, 42%).

'H NMR (600 MHz, DMSO-d,) 6 7.88 (1H, dq, J = 8.00, 0.63 Hz, H2), 7.80 (1H, daq,
J=8.12, 0.56 Hz, H5), 7.52 (1H, d, J = 8.48 Hz, H13), 7.42 (1H, m, H{), 7.29 (1H, m,
H3), 6.88 (1H, d, J = 2.40 Hz, H10), 6.65 (1H, dd, J = 8.46, 2.42 Hz, H12), 6.14 (2H,
bs, -NH,. “C NMR (400 MHz, DMSO-d;) § 171.8 (C7), 153.9 (C6), 153.4 (CS),
139.9 (C9), 139.4 (C13), 134.8 (C1), 126.2 (C4), 124.1 (C3), 121.6 (C2), 121.1 (C5),
114.6 (C10), 113.7 (C12), 109.9 (C11). LCMS (ESD): tx = 10.7 min (Methode I); m/z
(% relative Intensitit): 293.0 [M+H"] (100.0). HRMS (ESI): m/z ber. fiir C;3H;0CIN,S,"
M+H'] 292.9968; gef. m/z 292.9967. IR (cml): ¥ = 3462 (w), 3333 (m), 3212 (w),
3059 (w), 1623 (w), 1592 (s), 1511 (w), 1478 (m), 1455 (m), 1423 (s), 1310 (m), 1275 (w),
1236 (m), 1127 (w), 1082 (w), 1048 (w), 1022 (w), 1007 (s), 938 (w), 902 (w), 850 (w),

817 (w), 56 (s), 727 (W), 702 (W), 673 (w), 649 (w), 595 (w), 523 (w), 458 (w), 422 (w).
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7.2.8 Synthese von Hydrazonderivaten des 4,4°-Dihydroxybenzophenons

4,4’-Dihydroxybenzophenonphenylhydrazon (120, JES-029)
4
3

2
1

_NH
N
z
1.
HO™@ OH

Methode 1: Phenylhydrazin (340 pL, 3.45 mmol) wurde bei 50 °C in einem Gemisch aus
4 mLL MeOH und AcOH (400 pL, 6.99 mmol) gelost. Im Anschluss wurde eine Losung von
4,4-Dihydroxybenzophenon (118) (500 mg, 2.33 mmol) in 4 mL MeOH zugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde dann bis zum Abschluss der Reaktion bei 50 °C geriihrt und
anschliefend auf ein Viertel des Gesamtvolumens eingeengt. Dann wurde der Riickstand
in EtOAc und 3%iger NaHCO;-Losung aufgenommen. Die Phasen wurden separiert und
die wéissrige Phase dreimal mit EtOAc extrahiert. Nach Trocknung der vereinigten
organischen Phasen iiber Na,SO, wurde das Losungsmittel entfernt und das erhaltene
Gemisch sédulenchromatographisch getrennt. Das Produkt wurde so als orangebrauner

Feststoff erhalten (559 mg, 1.84 mmol, 79%).

'H NMR (400 MHz, DMSO-d,) 6 9.77 (1H, bs, -OH), 9.55 (1H, bs, -OH), 8.42 (1H,
s, -NNH-), 7.29 (2H, d, J = 8.80 Hz, H2%), 7.16 (4H, d, J = 4.20 Hz, H2 + H3), 7.09 (2H,
d, J = 8.56 Hz, H2Y, 6.95 (2H, d, J = 8.56 Hz, H3"), 6.73 (3H, d, J = 8.80 Hz, H3* + HJ).
13C NMR (400 MHz, DMSO-d;) 8 157.7 (C4°), 157.5 (C4°), 145.7 (C1), 144.1 (-CNNH-),
132.0 (C19, 130.3 (C2°), 128.8 (C3), 127.6 (C29), 123.4 (C19), 118.6 (C4), 116.2 (C3°),
115.0 (C3°), 112.7 (C2). LCMS (ESI): tg = 9.5 min (Methode I); m/z (% relative

Intensitdt): 305.1 [M+H'] (100.0). HRMS (ESI): m/z ber. fir C H N O * [M+H"]

197717 272
305.1285; gef. m/z 305.1285. IR (cm): ¥ = 3364 (w), 3310 (m), 3006 (w), 2928 (w),
2784 (w), 2664 (w), 2592 (w), 1599 (s), 1497 (s), 1426 (m), 1366 (w), 1331 (m), 1304 (w),

1279 (w), 1263 (w), 1240 (m), 1196 (w), 1165 (s), 1117 (w), 1096 (w), 1069 (w), 1014 (w),
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967 (w), 935 (w), 883 (w), 834 (s), 737 (m), 685 (m), 621 (W), 585 (w), 560 (m), 515 (w),

493 (m), 457 (w), 440 (w).

4,4’-Dihydroxybenzophenon-4-chlorphenylhydrazon (121, JES-030)

_NH
N
2
;
HO™# OH

Die Synthese von 4,4’-Dihydroxybenzophenon-4-chlorphenylhydrazon (121) erfolgte nach
Methode 1 aus  4-Chlorphenylhydrazin-Hydrochlorid (627 mg, 3.50 mmol) und
4,4-Dihydroxybenzophenon (118) (500 mg, 2.33 mmol). Das Produkt wurde als
gelbbrauner Feststoff nach séulenchromatographischer Aufreinigung erhalten (363 mg,

1.07 mmol, 46%).

"H NMR (600 MHz, DMSO-d;) 6 9.74 (1H, bs, -OH), 9.54 (1H, bs, -OH), 8.69 (1H,
s, -NNIL), 7.28 (2H, d, J=8.76 Hz, H29, 7.18 (4H, m, H2+ H3), 7.09 (2H, d,
J=2852Hz, H29 694 (2H, d, J=8.64 Hz, H3%), 6.72 (2H, d, J= 8.64 Hz, H3").
13C NMR (600 Mz, DMSO-d;) § 157.7 (C4), 157.6 (C49), 144.9 (-CNNIL), 144.7 (C1),
130.2 (€29, 130.1 (C19), 128.5 (C2 oder C3), 127.7 (029, 123.4 (C19, 12L.7 (C4),
116.1 (C39), 115.0 (C3), 114.1 (C2 oder C3). LCMS (ESI): tg = 10.5 min (Methode I);
m/z (% relative Intensitat): 339.1 [M+H'] (100.0). HRMS (ESI): m/z ber. fir
C, H,CIN,O," [M+H'] 339,0895; gef. m/z 339.0895. IR (cm™): ¥ = 3321 (m), 1591 (m),

1493 (s), 1429 (w), 1329 (w), 1247 (w), 1214 (s), 1185 (w), 1166 (m), 1120 (w), 1101 (w),

1086 (m), 1013 (w), 839 (m), 813 (s), 658 (w), 590 (W), 519 (w), 498 (m).
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4,4’-Dihydroxybenzophenon-4-fluorphenylhydrazon (122, JES-042)
4
3
2
¢1
N-NH
2 |
5
JO RS
HO™# OH

Die Synthese von 4,4’-Dihydroxybenzophenon-4-fluorphenylhydrazon (122) erfolgte nach
Methode 1 aus  4-Fluorphenylhydrazin-Hydrochlorid (569 mg, 3.50 mmol) und
4,4-Dihydroxybenzophenon (118) (500 mg, 2.33 mmol). Das Produkt wurde als gelblicher

Feststoff nach sédulenchromatographischer Aufreinigung erhalten (268 mg, 831 pmol, 36%).

'H NMR. (400 MHz, DMSO-d,) 6 9.73 (1H, s, -OH), 9.51 (1H, s, -OH), 8.52 (1H,
s, -NNIL), 7.28 (2H, d, J= 8.76 Iz, H2"), 7.17 (2H, m, H2), 7.09 (2I, d, J = 8.56 Hz,
H29, 6.99 (2H, t, J = 8.90 Hz, H3), 6.94 (2H, d, J = 8.56 Hz, H3"), 6.72 (2H, J = 8.80 Hz,
H39. C NMR (400 MHz, DMSO-d;) & 157.7 (C49, 157.4 (C49), 156.9 (C4),
154.6 (-CNNIL), 144.1 (C19, 142.5 (C1), 130.2 (029, 127.6 (C29, 1235 (C19,
116.1 (€39, 115.3 (C9), 115.1 (C3), 115.0 (€39, 113.7 (C2), 113.6 (C2). °F NMR
(DMSO-ds) 6 -126.49 (1F, sept., J = 4.56 Hz). LCMS (ESI): tr = 9.6 min (Methode I);
m/z (% relative Intensitéat): 229.1 (19.2), 323.1 [M+H"] (100.0). HRMS (ESI): m/z ber.

fiir C H FN,0," [M+H"] 323.1190; gef. m/z 323.1190. IR (cm™): ¥ = 3348 (w), 3305 (w),

197716

3037 (w), 2997 (w), 2789 (w), 2669 (w), 2596 (w), 1607 (m), 1592 (w), 1505 (s), 1484 (w),
1443 (w), 1428 (w), 1410 (w), 1369 (w), 1334 (m), 1300 (w), 1279 (w), 1260 (w), 1246 (w
1226 (s), 1167 (m), 1111 (w), 1083 (m), 1016 (w), 968 (w), 836 (w), 821 (s), 745 (w),

734 (w), 699 (w), 687 (w), 637 (W), 622 (w), 597 (w), 541 (m), 516 (w), 504 (m), 449 (m).
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4,4’-Dihydroxybenzophenon-4-fluorphenylhydrazon (123, JES-069)

_NH
N
’UI\‘
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7
HO™# OH

Die Synthese von 4,4’-Dihydroxybenzophenon-4-fluorphenylhydrazon (123) erfolgte nach
Methode 1 aus 4-Trifluormethylphenylhydrazin (500 mg, 2.84 mmol) und
4,4 Dihydroxybenzophenon (118) (304 mg, 1.42 mmol). Nach sdulenchromatographischer
Trennung (Gradient CH:EtOAc) wurde das saubere Produkt erhalten (518 mg, 1.39 mmol,

98%).

'H NMR (400 MHz, DMSO-d;) 6 9.76 (1H, s, -OH), 9.59 (1H, s, -OH), 9.06 (1H,
s, -NNIL), 7.47 (2H, d, J = 8.72 Hz, H3), 7.30 - 7.33 (4L, m, H2 + H2Y), 7.10 (211, d,
J=8.48 Hz, H2), 6.94 (2H, d, J=8.52 Hz, H3), 6.74 (2H, d, J = 8.72 Hz, H3).
18C NMR (400 MIHz, DMSO-d;) & 157.9 (beide 49, 148.7 (C1), 146.5 (-CNNIL),
130.3 (€29, 129.9 (C19), 128.0 (€29,126.0 (q, J = 3.31 Hz, C9), 123.3 (C1°), 116.0 (C3),
115.0 (€39, 112.3 (C2). “F NMR (376 MIz, DMSO-d;) 6 -59.2 (3F, s, -CF)).
LCMS (ESI): tg = 10.1 min (Methode I); m/z (% relative Intensitét): 373.1 [M+H']
(100.0). HRMS (ESI): m/z ber. fiir CyHigF3sN.Oot [M+H"] 373.1158; gef. m/z 373.1157.
IR (cm): ¥ = 3335 (w), 1609 (m), 1528 (w), 1508 (m), 1476 (w), 1431 (w), 1413 (w),
1327 (s), 1252 (w), 1214 (m), 1173 (w), 1154 (m), 1095 (s), 1062 (m), 1014 (w), 969 (w),

941 (w), 822 (s), 763 (w), 637 (w), 586 (m), 503 (m), 448 (w), 428 (w).
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4,4’-Dihydroxybenzophenon-2-pyridinylhydrazon (124, JES-043)

_NH
N
z
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Die Synthese von 4,4’-Dihydroxybenzophenon-2-pyridinylhydrazon (124) erfolgte nach
Methode 1 aus 2-Hydrazinopyridin (153 mg, 1.40 mmol) und
4,4-Dihydroxybenzophenon (118) (200 mg, 934 pmol). Das Produkt wurde als brauner
Feststoff nach sdulenchromatographischer Aufreinigung (Gradient CH:EtOAc) und

Umkristallisation in CH/EtOAc erhalten (134 mg, 439 pmol, 47%).

'H NMR (400 MHz, DMSO-d;) 6 9.89 (1H, s, -OH), 9.66 (1H, s, -OH), 8.08 (1H,
s, -NNH-), 8.01 (1H, ddd, J = 4.89, 1.85, 0.81 Hz, H2), 7.67 (1H, ddd, J = 8.42, 7.26,
1.80 Hz, Hj), 7.36 (2H, d, J = 8.76 Hz, H2"), 7.33 (1H, d, J = 8.40 Hz, H3), 7.14 (2H, d,
J =856 Hz, H29, 6.99 (2H, d, J=8.60Hz, H3), 6.76 (3H, m, H3 + H5).
13C NMR (400 MHz, DMSO-d;) 6 158.1 (C49), 158.1 (C49), 156.3 (C1), 147.6 (C9),
146.9 (-CNNH-), 138.1 (C5), 129.9 (C29, 129.1 (C19, 128.0 (C29), 122.4 (C19,
116.3 (C59), 115.3 (C6), 115.1 (C5%), 106.6 (C4). LCMS (ESI): tg = 7.8 min (Methode I);

m/z (% relative Intensitdt): 306.1 [M-+H'] (100.0). HRMS (ESI): m/z ber. fiir

C H NO, [M+H'] 306.1237; gef. m/z 306.1237. IR (cm): ¥ = 3407 (w), 3305 (m),

18771673 72

3012 (w), 2786 (w), 2667 (w), 2258 (w), 1602 (m), 1574 (s), 1501 (s), 1440 (s), 1364 (w),

(

1331 (m), 1301 (w), 1270 (m), 1228 (s), 1183 (w), 1165 (m), 1119 (m), 1105 (w), 1083 (m),

1046 (w), 1021 (w), 999 (s), 957 (w), 861 (w), 828 (s), 764 (s), 727 (w), 709 (w), 666 (w),
)

628 (w), 584 (w), 562 (W), 511 (m), 461 (w), 440 (w).
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4,4’-Dihydroxybenzophenon-2,4-dinitrophenylhydrazon (125, JES-028)

NO,
4
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HO™ 4 OH

Methode 2: Zu einer Suspension von 2,4-Dinitrophenylhydranzin-Hydrochlorid (329 mg,

6

1.40 mmol) in 4 mL MeOH wurde konz. Schwefelsdure (270 pL, 5.00 mmol) gegeben. Das
Gemisch wurde bei 50 °C geriihrt bis eine homogene Losung entstand. Nach Zugabe einer
Loésung von 4,4'-Dihydroxybenzophenon (118) (200 mg, 934 pmol) in 4 mL MeOH wurde
die Reaktionslosung weitere 30 Minuten bei 50 °C geriihrt. Anschlieflend wurde das
Gesamtvolumen durch Evaporieren des Lésungsmittels auf ein Viertel verringert und mit
6.5 mL Wasser verdiinnt. Der ausfallende Feststoff wurde abfiltriert und mit 3%iger
NaHCOsLosung gewaschen. Nach séulenchromatographischer Trennung wurde das

Produkt als roter, kristalliner Feststoff erhalten (187 mg, 474 pmol, 51%).

'H NMR (600 MHz, DMSO-d;) § 11.15 (1H, s, -NNH-), 10.06 (1H, s, -OH), 9.99 (1H,
s, -OH), 8.80 (1, d, J = 2.64 [z, H3), 8.38 (1L, dd, J = 9.63, 2.55 Hz, H5), 8.15 (111, d,
J = 9.60 Hz, H6), 7.49 (2H, d, J = 8.70 Hz, H2Y, 7.23 (2H, d, J = 8.52 Hz, H2), 7.02 (2H,
d, J =8.52 Hz, H39, 6.82 (2H, d, J= 8.76 Hz, H3"). ¥C NMR (600 MHz, DMSO-
di) 61623 (C4), 159.7 (C4), 158.8 (C49), 155.9 (-CNNH-), 144.0 (C1), 136.8 (C2),
130.0 (C5), 129.9 (029, 129.5 (029, 127.6 (C19, 123.0 (C9), 121.7 (C19, 116.5 (C39),
116.4 (C6), 115.4 (C3°). LCMS (ESI): tr = 10.1 min (Methode I); m/z (% relative
Intensitat): 212.1 (18.3), 395.1 [M+H'] (100.0). HRMS (ESI): m/z ber. fir

C H N O "[M+H'] 393.0841; gef. m/z 393.0841. IR (cm™): ¥ = 3372 (w), 3277 (w),

1977137 476

1654 (w), 1609 (s), 1586 (w), 1509 (m), 1491 (w), 1420 (w), 1365 (w), 1327 (w), 1306 (w),

1294 (s), 1275 (w), 1223 (w), 1162 (w), 1135 (m), 1107 (w), 1084 (w), 1055 (w), 1013 (w),
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968 (w), 921 (w), 840 (m), 742 (m), 702 (w), 646 (w), 597 (w), 555 (w), 531 (w), 503 (w),

431 (w).

7.2.4  Synthese von Arylsulfonylhydraziden

Allgemeine Synthesevorschrift am Beispiel von 4-Chlorbenzolsulfonylhydrazid

(127, JES-051)

of
4

o I

0=8"T7"3

HoN”

Hydrazin-Monohydrat (560 ulL, 11.5 mmol) wurde bei 0 °C tropfenweise zu einer Losung
von 4-Chlorbenzolsulfonylchlorid (970 mg, 4.60 mmol) in 20 mL THF gegeben. Das
Gemisch wurde 30 Minuten bei 0 °C geriihrt und anschlieBend mit 12 mL EtOAc versetzt.
Die organische Phase wurde mit ges. NaCl-Losung (3 x 20 mL) gewaschen, iiber Na,SO,
getrocknet und anschliefend langsam unter stetigem Rithren in CH (25 mL) gegeben. Der
dabei ausfallende Feststoff wurde abfiltriert und von restlichem Losungsmittel befreit,

wodurch das saubere Produkt gewonnen wurde (900 mg, 4.36 mmol, 95%).

'H NMR (400 MHz, DMSO-d;) 6§ 8.50 (1H, s, -SO.NANH,), 7.80 (2H, td, J = 9.12,
226 Mz, H2), 7.68 (2H, td, J=020, 2.26Hz H3), 3.99 (2H, bs, -NHNI).
13C NMR, (400 MHz, DMSO-d;) 6 137.46 (C1), 137.13 (C4), 129.54 (C2), 129.07 (C39).
LCMS (ESI): tg = 5.4 min (Methode I); m/z (% relative Intensitit): lonisierung zu
gering. HRMS (ESI): m/z ber. fur C,H.CIN,O,SNa* [M+Na'] 228.9809; gef. m/z
228.9809. IR (cm): ¥ = 3387 (w), 3346 (w), 3282 (m), 3202 (w), 3090 (w), 2857 (w),
1613 (w), 1585 (w), 1573 (w), 1474 (m), 1450 (w), 1395 (w), 1326 (s), 1278 (w), 1152 (s),
1084 (s), 1012 (m), 952 (w), 913 (w), 882 (w), 823 (m), 752 (s), 703 (w), 641 (w), 618 (m),

559 (s), 484 (s), 455 (w).
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4-Trifluormethoxybenzolsulfonylhydrazid (128, JES-052)

OCF,4
2
o [F
0=s"1 8

= | 5

Das Sulfonylhydrazid 128 (500 mg, 1.95 mmol, 98%) wurde nach der allgemeinen
Synthesevorschrift Zur Herstellung der Arylsulfonylhydrazide aus
4-Trifluormethoxybenzolsulfonylchlorid (531 mg, 2.00 mmol) und Hydrazin-Monohydrat

(240 plL, 5.00 mmol) hergestellt.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 7.98 (2H, d, J=8.92 Hz, H2), 7.38 (2H, dd,
J =894 Hz, H3), 3.53 (2H, bs, -SO.NHNH,). *C NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6
152.99 (C4),  135.03 (C1),  130.61 (C2),  121.20 (C3).  'F NMR (400 MHz,
Chloroform-d) 6 -56.72 (s, -OCF3). LCMS (ESI): tg = 7.0 min (Methode I); m/z (%

relative Intensitdt): Ionisierung zu gering. HRMS (ESI): m/z ber. fir C.HFN,O,S*

837 2
[M+H*] 257.0202; gef. m/z 257.0205. IR (cm): ¥ = 3315 (m), 3185 (w), 1619 (w),
1588 (w), 1491 (w), 1424 (w), 1330 (w), 1271 (w), 1199 (w), 1146 (s), 1106 (w), 1090 (w),
1017 (w), 923 (w), 879 (w), 840 (m), 811 (w), 738 (w), 699 (W), 683 (w), 569 (s), 500 (w),

463 (w), 407 (w).

4-Cyanobenzolsulfonylhydrazid (129, JES-054)

CN
4
o IS
0=5"1 s

] 2
_NH
HoN

Das Sulfonylhydrazid 129 (437 mg, 2.21 mmol, 92%) wurde nach der allgemeinen

Synthesevorschrift Zur Herstellung der Arylsulfonylhydrazide aus

233
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4-Cyanobenzolsulfonylchlorid (485 mg, 2.41 mmol) und Hydrazin-Monohydrat (290 uL,

6.01 mmol) hergestellt.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d;) 6 8.68 (1H, s, -SO.NHNH,), 8.09 (2H, d, J = 8.72 Hz,
H3), 7.96 (2H, d, J= 8.72 Hz, H2), 4.31 (2H, bs, -SO.NHN). C NMR. (400 MHz,
DMSO-d;) § 142.71 (-CN), 133.07 (C3), 128.36(C2), 117.81(C4), 114.91 (C1).
LCMS (ESI): tg = 3.9 min (Methode I); m/z (% relative Intensitit): Ionisierung zu
gering. HRMS (ESI): m/z ber. fiir C.HN,O0,S* [M+H"] 198.0332; gef. m/z. 198.0333.
IR (cmr'): ¥ = 3365 (w), 3215 (w), 3091 (w), 3036 (w), 2981 (w), 2239 (w), 1604 (w),
1397 (w), 1330 (m), 1302 (w), 1277 (w), 1183 (w), 1161 (s), 1138 (w), 1087 (w), 1015 (w),
949 (w), 865 (w), 840 (m), 801 (w), 785 (w), 721 (w), 677 (m), 627 (w), 570 (s), 519 (m),

AT7 (w), 439 (m).

4-Nitrobenzolsulfonylhydrazid (130, JES-053)

Das Sulfonylhydrazid 130 (829 mg, 3.81 mmol, 85%) wurde nach der allgemeinen
Synthesevorschrift zZur Herstellung der Arylsulfonylhydrazide aus
4-Nitrobenzolsulfonylchlorid (1.00 g, 4.51 mmol) und Hydrazin-Monohydrat (550 pl,

11.3 mmol) hergestellt.

'H NMR. (400 MHz, DMSO-d,) & 8.74 (1H, s, -SO,NANH,), 8.42 (2H, d, J = 8.96 Hz,
H3), 8.05 (211, d, J = 8.96 Hz, H2), 4.35 (211, bs, -SO.NINH,). C NMR (400 MIlz,
DMSO-d;) 6 149.69 (C4), 144.18 (C1), 129.22 (C2), 124.19 (C3). LCMS (ESI):
tr = 4.7 min  (Methode I); m/z (% relative Intensitit): Ionisierung zu gering.
HRMS (ESI): m/z ber. fiir CHN,O,S* [M+H"] 218.0230; gef. m/z. 218.0232. IR (cm™):

¥ = 3394 (w), 3363 (w), 3219 (w), 3103 (w), 3077 (w), 2980 (w), 2143 (W), 1956 (w),
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1607 (w), 1522 (s), 1478 (w), 1403 (w), 1349 (m), 1329 (w), 1305 (s), 1175 (w), 1155 (s),
1109 (w), 1085 (m), 1009 (w), 955 (w), 856 (m), 829 (w), 741 (s), 702 (w), 682 (m),

658 (w), 600 (m), 554 (s), 529 (w), 489 (w), 466 (s).

7.2.5 Synthese von Sulfonylhydrazonderivaten des 4,4 °-Dihydroxybenzophenons

Allgemeine Synthesevorschrift am Beispiel von 4,4’-Dihydroxybenzophenon-4-

nitrophenylsulfonylhydrazon (138, JES-057)

NO,
7
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p-Toluolsulfonsédure-Monohydrat (3.8 mg, 20 pmol) wurde zu einer Losung von
4,4*-Dihydroxybenzophenon (118) (428 mg, 2.00 mmol) und 4-Nitrobenzolsulfonyl-
hydrazid (130) (434 mg, 2.00 mmol) in 3.5 mL EtOH gegeben. Das Reaktionsgemisch
wurde bis zum Abschluss der Reaktion bei 85 °C in einem Druckbehéltnis erhitzt,
anschliefend auf RT abgekiihlt und vom Losungsmittel befreit. Das Rohprodukt wurde
mittels Saulenchromatographie und anschlieflender Umbkristallisation in Toluol/’PrOH

gereinigt. Das Produkt wurde so als gelber Feststoff erhalten (641 mg, 1.55 mmol, 78%).

'"H NMR (400 MHz, DMSO-d;) 6 10.47 (1H, s, -SO.NHN-), 9.84 (1H, s, -OH), 9.79 (1H,
s, -OH), 8.45 (2H, d, J=8.88 Hz, H5), 8.16 (2H, d, J=8.84 Hz, H2), 7.11 (2H, d,
J = 8.72 Hz, H2Y), 7.05 (2H, d, J = 8.52 Hz, H2), 6.87 (2H, d, J = 8.56 Hz, H3"), 6.70
(2H, d, J=8.72Hz H3). C NMR (400 MHz, DMSO-d;)) & 159.10 (C49),
158.31 (-CNNHSO,), 156.75 (C47), 149.85 (C4), 144.38 (C1), 130.50 (C29), 129.31 (C2),
129.28 (€29, 128.26 (C19, 124.19 (C3), 123.10 (C19, 11532 (C39), 115.01 (C3).

LCMS (ESI): tz = 8.3 min (Methode I); m/z (% relative Intensitét): 414.1 [M+H']

235
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(100.0). HRMS (ESI): m/z ber. fir C, H N O S* [M+H"] 414.0754; gef. m/z 414.0754.

1977167 376

?

IR (cm?): ¥ = 3438 (m), 3373 (w), 3231 (w), 3105 (w), 1608 (w), 1599 (m), 1584 (w)
1525 (s), 1509 (w), 1434 (w), 1400 (w), 1381 (m), 1342 (m), 1310 (m), 1278 (w), 1259 (m),
1225 (w), 1203 (w), 1161 (s), 1117 (w), 1103 (w), 1090 (w), 1034 (w), 1009 (w), 982 (m),
939 (w), 888 (w), 853 (w), 837 (s), 810 (w), 738 (s), 693 (m), 680 (w), 618 (m), 594 (w),

542 (s), 513 (w), 503 (w), 461 (w), 453 (m), 427 (w).

4,4’-Dihydroxybenzophenon-4-methoxyphenylsulfonylhydrazon (131, JES-060)

OCHj;
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Das Produkt wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift zur Herstellung der
Sulfonylhydrazone aus 4-Methoxybenzolsulfonylhydrazid (417 mg, 2.00 mmol) und
4,4*-Dihydroybenzophenon (118) (428 mg, 2.00 mmol) hergestellt. Nach mehreren
Umbkristallisationsversuchen, wurde das Produkt aus CH/EtOAc sauber ausgefillt

(152 mg, 382 pmol, 19%).

'H NMR (400 Mz, DMSO-dq) & 9.89 (1IL s , -SO,NEN-), 9.80 (LIL, bs, -OH), 9.75 (11,
bs, -OH), 7.83 (2M, d, J = 8.88 Hz, H2), 7.13 (2I, d, J = 8.96 Hz, H3), 7.10 (21, d,
J=8.76 Hz, H2Y, 7.02 (2H, d, J = 8.52 Hz, H29), 6.86 (2H, d, J = 8.56 Hz, H3"), 6.69
(2I, d, J = 8.72 Iz, H3), 3.84 (3L, s, -OCH;). *C NMR (400 MIlz, DMSO-ds) § 162.5
(C4), 158.9 (C49), 158.2 (C49), 155.2 (-SO.NHNCL), 130.7 (C1), 130.4 (C29), 129.9 (C2),
129.1 (€29, 128.6 (€19, 123.2 (C19, 115.4 (€39, 115.0 (C39), 114.0 (C3), 55.6 (-OCHs).
LCMS (ESI): tg = 3.8 min (Methode I); m/z (% relative Intensitdt): 399.1 [M+H"]
(100.0). HRMS (ESI): m/z ber. fiir CoHwN,O:S™ [M+H*] 399.1009; gef. m/z 399.1011.

IR (cm™): ¥ = 3137 (m), 2968 (w), 2940 (w), 1595 (s), 1578 (w), 1509 (w), 1495 (m),
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1459 (w), 1437 (w), 1372 (m), 1327 (w), 1310 (m), 1295 (w), 1259 (s), 1233 (w), 1217 (w),
1151 (s), 1110 (w), 1095 (w), 1045 (w), 1021 (m), 962 (s), 934 (w), 880 (m), 830 (s),

799 (w), 771 (w), 730 (w), 716 (w), 688 (m), 658 (w), 602 (m), 547 (s), 515 (w), 488 (w).

4,4’-Dihydroxybenzophenontosylhydrazon (132, JES-090)
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Sechritt A: Bei 0 °C wurde Hydrazin-Monohydrat (330 pL, 6.80 mmol) zu einer Losung von
p-Toluolsulfonséurechlorid (514 mg, 2.70 mmol) in 13 mL trockenem THF gegeben. Nach
30 Minuten Riihren bei dieser Temperatur wurde mit 12 mL EtOAc verdiinnt und die
organische Phase mit ges. NaCl-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde iiber
Na,SOy getrocknet, filtriert und langsam in CH (25 mL) gegeben. Nach kurzem Riihren
wurde das Gemisch filtriert und das Produkt in quantitativer Ausbeute erhalten (690 mg,

2.70 mmol, >99%).

Schritt B: Das Produkt aus Schritt A (279 mg, 1.50 mmol) wurde zusammen mit
4.4 Dihydroxybenzophenon (118) (257 mg, 1.20 mmol) entsprechend der allgemeinen
Synthesevorschrift zur Herstellung der Sulfonylhydrazone.umgesetzt. Nach Entfernen des

Losungsmittels und sdulenchromatographischer Trennung wurde das Produkt sauber

erhalten (115 mg, 300 pmol, 25%).

'H NMR (400 MHz, DMSO-d,) 6 9.99 (1H, s, -SO,NHN-), 9.80 (1H, s, -OH), 9.75 (1H,
s, -OH), 7.79 (2H, d, J=8.22 Hz, H2), 7.41 (2H, d, J=8.10 Hz, H3), 7.10 (2H, d,
J = 8.76 Hz, H2'), 7.02 (2H, d, J = 8.52 Hz, H2Y), 6.86 (2H, d, J = 8.52 Hz, H3"), 6.69
(2H, d, J=18.76 Hz, H3"), 2.39 (3H, s, -CH,). “C NMR (400 MHz, DMSO-d;) &

158.9 (C49), 158.2 (C49), 155.3 (-SO.NHNCL), 143.1 (C4), 136.2 (C1), 130.4 (C29),

237
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129.3 (C9), 129.1 (029, 128.6 (C19, 127.7 (C2), 123.2 (C19), 115.3 (%9, 115.0 (C3Y),
21.0 (-CHs). LCMS (ESI): tg = 8.1 min (Methode I); m/z (% relative Intensitét): 383.1
[M4+H"] (100.0), 765.2 2M+H*] (25.8). HRMS (ESI): m/z ber. fiir CaoHyoNo0,8* [M+H']
383.1060; gef. m/z 383.1053. IR (cm'): ¥ = 3427 (w), 3338 (w), 3216 (w), 1612 (w),
1593 (m), 1510 (m), 1429 (w), 1375 (w), 1336 (w), 1314 (w), 1276 (w), 1265 (w), 1231 (w),
1209 (w), 1186 (w), 1158 (s), 1105 (w), 1095 (w), 1050 (w), 1012 (w), 981 (w), 889 (w),
838 (m), 810 (m), 739 (w), 704 (w), 693 (w), 661 (m), 602 (w), 553 (s), 542 (w), 507 (w),

484 (w), 452 (w), 419 (w).

4,4’-Dihydroxybenzophenonphenylsulfonylhydrazon (133, JES-059)
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Das Produkt wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift zur Herstellung der
Sulfonylhydrazone aus Benzolsulfonylhydrazid (344 mg, 2.00 mmol) und
4,4-Dihydroybenzophenon (118) (428 mg, 2.00 mmol) hergestellt. Das Produkt wurde

nach Saulenchromatographie sauber erhalten (509 mg, 1.38 mmol, 69%).

'H NMR (400 MHz, DMSO-d,) & 10.09 (11, s, -SO,NAN-), 9.81 (1, s, -OH), 9.75 (11,
s, -OH), 7.91 (2H, d, J = 7.00 Hz, H3), 7.63 (3H, m, H2 + H{), 7.08 (2H, d, J = 8.64 Hz,
H29, 7.03 (2H, d, J=8.48 Hz, H2Y), 6.86 (2H, d, J=8.52 Hz, H39), 6.60 (2H, d,
J = 8.68 Hz, H3). *C NMR (400 MHz, DMSO-d;) 6 161.2 (-SO,NHN (L), 158.9 (C4),
158.3 (C49), 155.5 (C19), 139.0 (C1), 132.7 (Cf), 130.4 (€29, 129.1 (C29), 128.8 (C2),
127.7 (C3), 115.3 (€39, 115.0 (C3°). LCMS (ESI): tg = 7.7 min (Methode I); m/z (%
relative Intensitét): 227.1 (2.5), 369.1 [M+H"] (100.0), 590.1 (2.7). HRMS (ESI): m/z ber.

fir C_ H _N. O, S* [M+H"] 369.0904; gef. m/z 369.0903. IR (cm™): ¥ = 3384 (w), 3183 (w),

197717 2 74
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2981 (w), 1598 (m), 1552 (w), 1500 (m), 1444 (w), 1407 (w), 1372 (w), 1308 (w), 1284 (w),
1256 (w), 1231 (m), 1160 (w), 1149 (s), 1108 (w), 1090 (w), 1040 (w), 980 (m), 944 (w),
885 (w), 835 (m), 821 (w), 809 (w), 761 (w), 744 (w), 730 (m), 722 (w), 692 (m), 682 (w),

622 (w), 599 (w), 576 (m), 549 (s), 503 (w), 477 (w), 452 (w).

4,4’-Dihydroxybenzophenon-4-bromphenylsulfonylhydrazon (134, JES-103)

Br
4
o X
0=8"1
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_NH

N
2
-
HO™ OH

Schritt A: Bei 0 °C wurde Hydrazin-Monohydrat (480 pL, 9.78 mmol) zu einer Losung von
4-Bromphenylsulfonsédurechlorid (1.00 g, 3.91 mmol) in 7 mL trockenem THF gegeben.
Nach 30 Minuten Riihren bei dieser Temperatur wurde das Lésungsmittel und verbliebenes

Hydrazinmonohydrat im Vakuum entfernt.

Schritt B: Ohne weitere Aufreinigung wurde das Produkt aus Schritt A (500 mg,
1.99 mmol) zusammen mit 4,4-Dihydroxybenzophenon (118) (354 mg, 1.65 mmol)
entsprechend der allgemeinen Synthesevorschrift zZur Herstellung der
Sulfonylhydrazone.umgesetzt. Nach Entfernen des Losungsmittels wurde das entstandene
Gemisch saulenchromatographisch getrennt und so das Produkt sauber erhalten (92.0 mg,

206 pmol, 10%).

'"H NMR (400 MHz, DMSO-d;) 6 10.18 (1H, s, -SO,NHN-), 9.81 (1H, s, -OH), 9.77 (1H,
s, -OH), 7.81 —7.86 (4H, m, H2 + H5), 7.09 (2H, d, J = 8.72 Hz, H2), 7.03 (2H, d,

J =856 Hz, H2", 6.86 (2H, d, J=8.65Hz, H3), 6.70 (2H, d, J=8.76 Hz, H3).

138.2 (C4), 131.9 (C2 oder C35), 130.5 (C2"), 129.7 (C2 oder C9), 129.1 (C29), 128.4 (C19),

)
8C NMR (400 MHz, DMSO-d;) 6 159.0 (C49, 158.2 (C49), 156.0 (-SO.NHNC-),
)
)

126.7 (C1),123.1 (C1), 115.3 (€39, 115.0 (C3*). LCMS (ESI): tr = 8.7 min (Methode I

)
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m/z (% relative Intensitit): 449.0 [M+H"] (100.0), 895.0 [2M+H*] (17.4). HRMS (ESI):
m/z ber. fiir CiyH1sN,O0,S" [M+H"] 447.0009; gef. m/z 447.0019. IR (cm™): ¥ = 3486 (w),
3353 (w), 3222 (w), 2925 (w), 1703 (w), 1609 (m), 1592 (w), 1573 (w), 1511 (m), 1470 (w),
1435 (w), 1375 (w), 1333 (w), 1314 (m), 1264 (m), 1245 (w), 1206 (w), 1157 (s), 1110 (w),
1091 (w), 1067 (w), 1042 (m), 1009 (w), 978 (m), 951 (w), 886 (m), 837 (s), 823 (w),

735 (m), 702 (m), 690 (w), 674 (w), 609 (m), 593 (w), 568 (w), 552 (s), 501 (w), 457 (w).

4,4’-Dihydroxybenzophenon-4-chlorphenylsulfonylhydrazon (135, JES-055)

Das Produkt wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift zur Herstellung der
Sulfonylhydrazone aus 4-Chlorbenzolsulfonylhydrazid (127) (413 mg, 2.00 mmol) und
4,4-Dihydroybenzophenon (118) (428 mg, 2.00 mmol) hergestellt. Nach mehrmaliger
saulenchromatographischer Trennung, wurde das Produkt sauber erhalten (81.3 mg,

202 pmol, 10%).

'H NMR (400 MHz, DMSO-dq) 6 10.19 (1H, s, -SO.NHN-), 9.84 (1H, s, -OH), 9.80 (1H,
s, -OH), 7.91 (2H, d, J= 8.56 Hz, H3), 7.70 (2H, d, J= 8.60 Hz, H2), 7.10 (2H, d,
J = 8.60 Hz, H29, 7.04 (2H, d, J = 8.44 Hz, H2"), 6.87 (2H, d, J = 8.52 Hz, H3"), 6.70
(2H, d, J = 8.68 Hz, H%). ®C NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 159.0 (049, 158.3 (C49),
156.1 (-SO.NHN (L), 137.8 (C1), 137.8 (C4), 130.5 (€29, 120.7 (C3), 129.2 (C29), 129.1
(C2), 128.5 (C19, 123.2 (C19, 115.4 (€99, 115.0 (C39). LCMS (ESI): tp = 8.7 min
(Methode I); m/z (% relative Intensitét): 403.0 [M+H"] (100.0). HRMS (ESI): m/z ber.
fir CiHiCINO4S* [M+H"] 403.0514; gef. m/z 403.0513. IR (cm'): ¥ = 3331 (m),

3194 (w), 1607 (w), 1598 (m), 1566 (w), 1508 (m), 1475 (w), 1438 (w), 1410 (w), 1370 (w),
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1314 (m), 1284 (w), 1230 (m), 1179 (w), 1155 (s), 1105 (w), 1089 (m), 1046 (w), 1013 (w),
990 (m), 889 (m), 839 (w), 829 (s), 819 (w), 756 (s), 731 (w), 704 (w), 689 (W), 629 (W),

619 (m), 595 (w), 549 (s), 509 (w), 482 (m), 465 (w), 409 (w).

4,4’-Dihydroxybenzophenon-4-trifluormethoxyphenylsulfonylhydrazon

(136, JES-056)
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Das Produkt wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift zur Herstellung der
Sulfonylhydrazone  aus  4-Trifluormethoxybenzolsulfonylhydrazid (128) (384 mg,
1.50 mmol) und 4,4-Dihydroybenzophenon (118) (321.3 mg, 1.50 mmol) hergestellt. Nach
sdulenchromatographischer Trennung wurde die nicht vollstdndig reine Substanz in
Toluol/PrOH umkristallisiert, um das Produkt als Reinsubstanz zu erhalten (229 mg,

505 pmol, 34%).

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 10.23 (1H, s, -SO.NHN-), 9.83 (1H, s, -OH), 9.78 (1H,
s, -OH), 8.03 (2, d, J=8.88 Hz, H2), 7.63 (2, d, J=8.12 Iz, H3), 7.08 (2M, d,
J=8.72 Hz, H2Y, 7.04 (2H, d, J = 8.56 Hz, H2), 6.87 (2H, d, J = 8.60 Hz, H3"), 6.69
(2H, d, J = 8.76 Hz, H3"). C NMR, (400 MHz, DMSO-d;) § 159.0 (C4"), 158.3 (C4),
156.2 (-SO,NHN (L), 151.1 (C4), 137.9 (C1), 132.0 (-OCFs), 130.5 (C29), 130.4 (C2), 129.2
(C9),128.4 (C19, 123.1 (C19, 121.1 (C29), 115.3 (€39, 115.0 (C9). *F NMR (376 MIlz,
DMSO-ds) 6 -56.7 (-OCF;). LCMS (ESI): tg = 9.3 min (Methode I); m/z (% relative
Intensitit): 453.1 [M+H'] (100.0), 717.2 (20.7). HRMS (ESI): m/z ber. fiir
CaoHi6F3N205S" [M4+-H'] 453.0727; gef. m/z 453.0728. IR (cm™): ¥ = 3137 (m), 2797 (w),

2731 (w), 1608 (w), 1595 (m), 1510 (m), 1492 (w), 1438 (w), 1338 (w), 1315 (w), 1272 (w),
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1257 (w), 1222 (m), 1157 (s), 1110 (w), 1047 (w), 1023 (m), 1006 (w), 970 (s), 928 (w),
898 (w), 842 (m), 821 (w), 760 (w), 741 (m), 713 (w), 691 (w), 666 (w), 627 (w), 606 (m),

591 (w), 550 (s), 510 (w), 492 (w).

4,4’-Dihydroxybenzophenon-4-cyanophenylsulfonylhydrazon (137, JES-058)
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Das Produkt wurde nach der allgemeinen Synthesevorschrift zur Herstellung der
Sulfonylhydrazone aus 4-Cyanobenzolsulfonylhydrazid (129) (296 mg, 1.50 mmol) und
4,4-Dihydroybenzophenon (118) (321 mg, 1.50 mmol) hergestellt. Durch
sdulenchromatographische Trennung wurde das Produkt von Verunreinigungen befreit

(392 mg, 1.00 mmol, 66%).

'H NMR (400 MHz, DMSO-d;) 6 10.40 (1H, s, -SO,NHN-), 9.84 (1H, s, -OH), 9.80 (1H,
s, -OH), 8.12 (2H, d, J = 8.60 Hz, H3), 8.06 (2H, d, J = 8.60 Hz, H2), 7.08 (2H, d,
J = 8.76 Hz, H2), 7.04 (2H, d, J = 8.56 Hz, H2), 6.87 (2H, d, J = 8.60 Hz, H3"), 6.70
(2H, d, J=876Hz HS). BC NMR (400 MHz, DMSO-d;) § 159.10 (C49),
158.32 (-SO,NHN (L), 156.65 (C4¢), 143.03 (-CN), 133.04 (C3), 130.50 (€29, 129.23 (29,

(
128.46 (C2), 12829 (C19, 123.10 (C19), 117.75 (C4), 115.34 (€3, 115.22 (C1),
(

Cc2
115.02 (C3°). LCMS (ESI): tg = 7.8 min (Methode I); m/z (% relative Intensitét): 394.1

[M+H"] (100.0), 590.1 (2.7). HRMS (ESI): m/z ber. fiir C, H N,O,S* [M+H'] 394.0856;

207716

gef. m/z 394.0857. IR (cm): ¥ = 3329 (w), 3144 (w), 2246 (w), 1608 (w), 1594 (m),
1566 (w), 1512 (w), 1439 (w), 1403 (w), 1344 (w), 1318 (m), 1269 (w), 1248 (w),

1224 &(m), 1163 (s), 1106 (w), 1089 (w), 1042 (w), 1013 (w), 976 (m), 890 (w), 839 (s),
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819 (w), 785 (w), 734 (m), 693 (w), 645 (w), 633 (m), 600 (w), 560 (s), 536 (w), 519 (m),

497 (w), 441 (w).

7.2.6 Synthese weiterer Kondensationsprodukte des 4.4 °‘-Dihydrozybenzophenons

4-[N-Benzyloxy- C-(4-hydroxyphenyl)carbonimidoyl|phenol (140, JES-065)

4
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2

o}

N/
2 |
2
HO 4 OH

Zu einer Losung von O-Benzylhydroxylamin (139) (820 puL, 7.00 mmol) in 7 mL
Essigsdaure  wurden  sukzessive  Natriumacetat (330 mg,  4.02 mmol) und
4,4*-Dihydroxybenzophenon (118) (500 mg, 2.33 mmol) gegeben. Nach etwa einer Stunde
Reaktionszeit bei RT wurde das Reaktionsgemisch auf Wasser gegeben und mit ges.
NaHCOs-Losung neutralisiert. Die neutralisierte Losung wurde mehrfach mit EtOAc
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen nach Waschen mit ges. NaCl-Losung
iiber Na,SO, getrocknet. Nach Evaporieren des Losungsmittels wurde das Produkt
sdulenchromatographisch gereinigt und so als weii-gelblicher Feststoff erhalten (553 g,

1.73 mmol, 74%).

'H NMR (400 Mz, DMSO-d,) 6 9.71 (211, s, -OH), 7.35 (AL, m, H2 + H9), 7.29 (11,
m, Hj), 7.19 (2H, d, J = 8.72 Hz, H29, 7.14 (2H, d, J = 8.60 Iz, H29), 6.81 (211, d,
J=8.64Hz, H3), 674 (2H, d, J=872Hz H3), 511 (2H, s, -CH).
13C NMR, (400 MHz, DMSO-d;) & 158.6 (C4), 157.7 (C49), 156.3 (-ONO-), 138.3 (C1),
130.3 (029, 129.1 (029, 128.2 (C9), 127.7 (C2), 127.5 (C4), 127.2 (C19), 123.6 (C19),
115.1 (C39), 114.7 (€39, 75.2 (-CHy-). LCMS (ESI): tg = 9.3 min (Methode I); m/z (%

relative Intensitdt): 320.1 [M+H"] (100.0). HRMS (ESI): m/z ber. fiir C, H NO,* [M+H"]

200718
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320,1281; gef. m/z 320.1281. IR (cm™): ¥ = 3366 (w), 2980 (w), 2928 (w), 1608 (m),
1510 (s), 1454 (w), 1435 (w), 1363 (w), 1323 (w), 1272 (w), 1223 (w), 1167 (s), 1105 (w),
1082 (w), 1042 (w), 1015 (w), 969 (m), 917 (w), 894 (w), 837 (m), 815 (w), 751 (w),

740 (w), 697 (m), 617 (w), 592 (w), 523 (w).

2-(4,4’-Dihydroxydiphenylmethylen)benzoesiurehydrazid (142, JES-105)
4

O Ps
2

NH
N
2 |
1
HO™# OH

Zu einer heiflen Losung von Benzhydrazid (389 mg, 2.80 mmol) in 4 mL: EtOH wurde eine
Losung von 4,4-Dihydroxybenzophenon (118) (500 mg, 2.33 mmol) in 4 mL. EtOH
gegeben. Das Gemisch wurde iiber Nacht geriihrt und nach Entfernen des Losungsmittels
sdulenchromatographisch getrennt, wobei das saubere Produkt erhalten wurde (572 mg,

1.72 mmol, 74%).

"H NMR (600 MHz, DMSO-d;) 6 9.91 (1H, s, -CONHN-), 9.84 (2H, bs, -OH), 7.59 (2H,
bs, H2), 7.52 (1H, dd, J = 7.29 Hz, HJ), 7.43 — 7.46 (2H, m, 2°), 7.38 (2H, bs, H%"), 7.19
(21, d, J = 8.22 Hz, H2), 6.96 (211, d, J = 8.40 Hz, H3), 6.79 (2H, d, J = 7.56 Hz, H39).
135G NMR (600 MHz, DMSO-d;) 6§ 162.5 (-ONNHCO-), 159.2 (C49), 158.4 (C1),
156.5 (-CONHN-), 133.9 (C), 1314 (C4), 130.2 (C2), 129.4 (C39, 128.6 (C29,
127.0 (€29, 1227 (C19), 116.0 (€99, 115.1 (C%). LCMS (ESI): tp = 6.7 min
(Methode I); m/z (% relative Intensitét): 333.1 [M+H'] (100.0), 665.2 [2M+H*] (31.2).
HRMS (ESI): m/z ber. fiir CooHizN,Os" [M+H"] 333.1234; gef. m/z 333.1235. IR (cm™):
¥ = 3322 (m), 1626 (m), 1606 (m), 1501 (s), 1325 (m), 1275 (m), 1216 (s), 1167 (m),

1061 (w), 901 (w), 842 (m), 714 (m), 686 (w), 596 (s), 563 (w), 516 (m), 421 (m).
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7.2.7 Suynthese der Bisheteroarylverbindung 144

2-Hydroxy-3-(4-methoxybenzyl)benzaldehyd (152, JES-109)

MeO.11 10
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In trockenem DMSO (4 mL) wurde eine Suspension von NaH (60%ig, 246 mg, 6.15 mmol)
erstellt,  welche  durch  tropfenweise  Zugabe  mit einer  Ldsung  von
2,3-Dihydroxybenzaldehyd (147) (340 mg, 2.46 mmol) in 2 mL DMSO versetzt wurde.
Dabei wurde mit Eis gekiihlt, wenn die Reaktionslosung zu warm wurde. Nach 1.5 h wurde
4-Methoxybenzylchlorid (334 nL, 2.46 mmol) tropfenweise zugegeben und das entstandene
Gemisch bei RT 3 h geriihrt. Die Reaktion wurde durch langsame Zugabe wéssriger HCI-
Losung abgebrochen. Die schwach saure Losung wurde mit CH.Cly extrahiert und die
vereinigten organischen Phasen wurden iiber Na,SO. getrocknet. Das nach Evaporieren
erhaltene Rohprodukt wurde durch Saulenchromatographie aufgereinigt, wodurch das

saubere Produkt erhalten wurde (506 mg, 1.96 mmol, 80%).

'H NMR (600 MHz, Chloroform-d) 6§ 11.03 (1H, s, -OH), 9.92 (1H, s, -CHO), 7.37 (2H,
d, J = 8.58 z, H9), 7.19 (1M, dd, J = 1.35, 7.83 Iz, H6), 7.14 (11, d, J = 7.92 Hz, HJ),
6.90 (3H, m, H9+H5), 5.12 (2H, s, H7), 3.81 (3H, s, -OCH;). “C NMR (400 MHz,
Chloroform-d) § 196.6 (-CHO), 159.7 (C11), 152.6 (C1), 147.4(C3), 129.3 (C9),
128.7 (C8), 125.4 (C6), 1214 (C4), 119.6 (C5), 114.19 (C10), TL5 (C7), 55.4 (C12).
LCMS (ESI): tr = 8.5 min (Methode II); m/z (% relative Intensitét): 136.0 (40.9), 257.1
[M-H*] (100.0). HRMS (ESI): m/z ber. fitr CisH;50, [M-H*] 257.0819; gef. m/z 257.0815.
IR (cm): ¥ = 2030 (w), 2842 (w), 1650 (m), 1612 (w), 1585 (w), 1512 (m), 1454 (m),
1393 (w), 1378 (w), 1307 (w), 1270 (w), 1244 (s), 1217 (w), 1172 (w), 1112 (w), 1081 (w),
1052 (w), 1026 (m), 967 (w), 953 (m), 933 (w), 864 (m), 843 (w), 818 (m), 780 (w),

740 (w), 721 (m), 648 (w), 579 (w), 538 (w), 511 (w).

245
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tert-Butyl-7-(4-methoxybenzyl)benzofuran-2-carboxylat (153, JES-110)

Zu einer Losung von 2-Hydroxy-3-(4-methoxybenzyl)benzaldehyd (152) (300 mg,
1.16 mmol) in 2 mL trockenem DMSO wurde Cs,CO; (1.17 g, 3.60 mmol) gegeben.
Anschliefiend wurde Bromessigsiure-tert-butylester (155) (0.18 mL, 1.2 mmol) bei 100 °C
zugetropft, worauthin bei dieser Temperatur drei Stunden geriihrt wurde. Nach Abkiihlen
des Reaktionsgemisches wurde Wasser hinzugegeben und mit EtOAc extrahiert (fiir den
letzten Extraktionsschritt wurde die wéssrige Phase mit NaCl geséttigt). Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit Na,SO, getrocknet und von Trocken- und Lésungsmittel
befreit. Nach sdulenchromatographischer Trennung wurde der tert-Butylester (153) mit

einer Ausbeute von 67% (274 mg, 0.774 mmol) erhalten.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 7.43 (2H, d, J = 8.72 Hz, H11), 7.40 (1H, s, H2),
7.23 (1H, dd, J = 7.88, 0.96 Hz, H6), 7.15 (1H, t, J = 7.86 Hz, H5), 6.95 (1H, dd, J = 7.86,
0.90 Hz, Hj), 6.91 (2H, d, J = 8.72 Hz, H12), 5.26 (2H, s, H9), 3.82 (3H, s, -OCH;), 1.62
(9H, s, -C(CHs)s). *C NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 159.7 (C13), 158.8 (-CO,Bu),
147.1 (C1), 145.8 (C8), 145.1 (C7), 120.5 (C11), 129.2 (C3), 129.0 (C10), 124.3 (C5),
115.1 (C6), 114.1 (C12), 113.4 (C2), 111.7 (C4), 82.7 (-C(CHs)s), TL.3 (C9), 55.4 (-OCHs),
28.4 (-C(CHs)s). LCMS (ESI): tg = 13.0 min (Methode I); m/z (% relative Intensitét):
372.2 [M+ NI, (40.4), 726.3 [2M+NIL] (100.0). HRMS (ESI): m/z ber. fiir CpyHpO;Na*
[M+Nat] 377.1359; gef. m/z. 377.1361. IR (cm™): ¥ = 2968 (w), 2367 (w), 2178 (w),

1720 (w), 1610 (w), 1592 (w), 1566 (w), 1513 (w), 1489 (w), 1471 (w), 1392 (w), 1380 (w

3

(w)
(W),
1369 (w), 1327 (w), 1312 (w), 1274 (w), 1253 (w), 1223 (w), 1197 (w), 1173 (w), 1156 (w)
(w)

1111 (w), 1076 (w), 1067 (w), 1024 (w), 964 (w), 945 (w), 934 (w), 866 (w), 837 (w),
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824 (w), 785 (w), 765 (w), TAT (w), 734 (w), 708 (w), 689 (w), 668 (w), 634 (w), 621 (W),
612 (w), 580 (w), 556 (w), 548 (w), 541 (w), 528 (w), 511 (w), 490 (w), 477 (w), 462 (w),

449 (w), 434 (w), 427 (w).

7-(4-Methoxybenzyl)benzofuran-2-carbonsiure (154, JES-114)

Cs:CO;  (11.7g, 36.0 mmol) wurde zu einer Loésung von  2-Hydroxy-3-
(4-methoxybenzyl)benzaldehyd (152) (3.00 g, 11.6 mmol) in 19 mL trockenem DMSO
gegeben, woraufhin das Gemisch auf 100 °C erhitzt wurde. Dann wurde langsam
Bromessigsdureethylester (157) (1.35 mL, 12.2 mmol) zugetropft, wobei sich die Losung
von griinbraun zu beige verfirbte. Nach Riithren iiber Nacht bei 100 °C wurde das
Reaktionsgemisch mit 1 M HCI-Losung angeséuert und mit EtOAc extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit Na,SO. getrocknet und nach Entfernen von
Trocken- und Losungsmittel sdulenchromatographisch von Verunreinigungen befreit. Das
Produkt wurde mit einer Ausbeute von 86% (2.97 g, 9.97 mmol) als brauner Feststoff

erhalten.

'"H NMR (400 MHz, DMSO-d,) 6 7.63 (1H, s, H2), 7.44 (2H, d, J = 8.72 Hz, H11), 7.32
(1H, dd, J = 7.76, 1.08 Hz, H6), 7.24 (1H, t, J = 7.80 Hz, H5), 7.17 (1H, dd, J = 7.94,
1.06 Hz, Hf), 6.97 (2H, d, J=18.72 Hz, H12), 5.21 (2H, s, HY), 3.76 (3H, s, -OCHj).
13C NMR (400 MHz, DMSO-d;) 6 160.0 (-COOH), 159.2 (C13), 146.2 (C1), 144.7 (C8),
144.4 (C7), 129.9 (C11), 128.5 (C9), 128.3 (C10), 124.5 (C5), 114.8 (C6), 113.9 (C12),
113.7 (C2), 1105 (C4), 69.9 (C9), 55.1 (-OCHs;). LCMS (ESI): tp = 4.3 min

(Methode IT); m/z (% relative Intensitat): 297.1 [M-H"] (100.0), 595.2 2M-H'] (18.1).
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HRMS (ESI): m/z ber. fiir CiyHisO5[M-H'] 297.0768; gef. m/z 297.0768. IR (cm™):
¥ = 2932 (m), 1682 (s), 1585 (m), 1512 (s), 1490 (w), 1301 (w), 1244 (s), 1176 (m),

1076 (m), 1027 (m), 938 (m), 819 (m), 784 (m), 734 (m), 530 (w).

N-Methoxy-7-(4-methoxybenzyl)- N-methyl-benzofuran-2-carboxamid

(156, JES-117)

Zu einer Losung von 7-(4-Methoxybenzyl)benzofuran-2-carbonsiaure (154) (2.00 g,
6.70 mmol) und N, O-Dimethylhydroxylamin-Hydrochlorid (687 mg, 7.04 mmol) in 20 mL
trockenem CHyCl, wurden bei 0°C NEt; (1.87 mL, 13.4 mmol), 4-DMAP (819 mg,
6.70 mmol) und EDCI (1.35 g, 7.04 mmol) hinzugegeben. Das Gemisch wurde iiber Nacht
bei RT geriihrt, anschlieffend mit CH2Cly verdiinnt und mit Wasser versetzt. Die organische
Phase wurde abgenommen und die wéssrige Phase zwei weitere Male mit CH,Cl, extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Wasser und NaCl-Losung gewaschen und
iiber Na,SO, getrocknet. Nach Entfernen des Trocken- und Loésungsmittels wurde das

Produkt durch Sdulenchromatographie gereinigt (576 mg, 1.69 mmol, 25%).

'H NMR (600 MHz, Chloroform-d) § 7.47 (1H, s, H2), 7.41 (2H, d, J = 8.52 Hz, H11),
7.25 (1H, d, J = 8.46 Hz, H6), 7.15 (1H, t, J = 7.86 Hz, H5), 6.94 (1H, d, J = 7.86 Hz,
), 6.90 (211, d, J = 8.64 Hz, H12), 5.26 (21, s, HY), 3.84 (3M, s, -NOCH,), 3.81 (3IL, s,
H1y), 3.41 (3H, S, -NCH;). 13C NMR (600 MHz, Chloroform-d) &
159.8 (-CON(CH;)OCHs), 159.5 (C19), 147.1 (C1), 145.0 (CS), 144.9 (C7), 129.2 (C10),
129.2 (C11), 128.9 (C9), 124.1 (C5), 114.9 (C6), 113.9 (C12), 113.4 (C2), 111.2 (C4),
71.0 (C9), 61.7 (-CON(CH;)OCHy), 55.3 (-OCHa), 33.6 (-CON(CH;)OCH,). LCMS (ESI):
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tr = 9.6 min (Methode I); m/z (% relative Intensitat): 342.1 [M+4+H'] (65.8), 700.3

[2M+NH,"] (100.0). HRMS (ESI): m/z ber. fiir C1oHieNO;Na®™ [M+Na'] 364.1155; gef.

m/7 364.1160. IR (cm): ¥ = 2959 (w), 2035 (w), 2840 (w), 1640 (s), 1610 (w), 1590 (w),

1552 (m), 1513 (s), 1487 (m), 1469 (w), 1443 (w), 1420 (w), 1381 (m), 1317 (m), 1300 (w),

1274 (m), 1250 (s), 1226 (w), 1200 (w), 1173 (m), 1127 (w), 1111 (w), 1080 (m), 1018 (w),

982 (m), 939 (w), 879 (w), 866 (m), 851 (w), 820 (m), 780 (m), 733 (s), 724 (w), 665 (w),
) )

575 (m), 552 (w), 529 (w), 489 (w), 431 (w).

1 H-Benzimidazol-7-ol (158, JES-112)
OH
i<
D
4 2N
3
Zu einer Losung von 2-Amino-3-nitrophenol (151) (2.00 g, 13.0 mmol) in 40 mL MeOH
wurden Triethylorthoformiat (4.32 mlL, 26.0 mmol), ein Tropfen AcOH und Pd/C (10%ig,
200 mg, 0.19 mmol) gegeben. AnschlieBend wurde die Atmosphire durch Wasserstoff
ersetzt und das Gemisch iiber 24 Stunden geriihrt. Dann wurde der Kaltalysator iiber
Celite abfiltriert und das Losungsmittel entfernt. Nach sdulenchromatographischer
Trennung (DCVC) wurde das reine Produkt mit einer Ausbeute von 51% erhalten (880 mg,

6.56 mmol).

'H NMR (600 MHz, DMSO-dys) 6 12.33 (1H, bs, -NH-), 9.78 (1H, bs, -OH), 8.06 (1H, s,
H1), 7.01 (1H, d, J= 7.84 Hz, H5), 6.96 (1H, dd, J= 7.72, 7.72 Hz, H}), 6.57 (1H, d,
J = 8.32 Hz, H3). ®C NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6§ 140.4 (C1), 122.5 (C4), 106.4 (C3).
(Alle anderen C-Atome auf durch lange Messung und achtfache Relaxationszeit nicht zu
sechen) LCMS (ESI): tg = 2.5 min (Methode II); m/z (% relative Intensitét): 133.1 [M-
H*] (100.0). HRMS (ESI): m/z ber. fiir C;H;N,O" [M-H*] 133.0407; gef. m/z 133.0408.

IR (cm): ¥ =3220 (s), 3111 (w), 2357 (w), 1744 (w), 1635 (w), 1593 (s), 1494 (s),
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1431 (w), 1410 (s), 1361 (w), 1293 (s), 1273 (s), 1248 (s), 1163 (w), 1145 (w), 1055 (),
935 (w), 873 (s), 862 (w), 784 (s), 734 (s), 687 (s), 636 (s), 618 (w), 580 (s), 547 (w),

514 (s), 493 (s).

7-(2-methoxyethoxymethoxy)-1-(2-methoxyethoxymethyl)benz-imidazol (159)
und  4-(2-methoxyethoxymethoxy)-1-(2-methoxyethoxymethyl)-benzimidazol

(160) (JES-115)

3 4
0
3 . e ~" 0" N0

PN 2 5
1 2 r \/\ 7 6 N
s S
Pk 8 10N 13 O—
0N 9 S~ 15

9 120 14
159 160

Eine Losung von 1H-Benzimidazol-7-ol (158) (800 mg, 5.96 mmol) in 20 mL. THF wurde
tropfenweise bei 0 °C zu einer Suspension von NaH (60%ig, 596 mg, 14.9 mmol) in 5 mL
THF gegeben. Anschlieflend wurden 10 mL entgastes DMF hinzugefiigt. Nach 20 Minuten
wurde langsam MEMCI (1.43 mL, 12.5 mmol) zugetropft und nach weiteren 30 Minuten
das Eisbad entfernt und die Reaktion iiber Nacht geriihrt. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von Wasser abgebrochen. Die wissrige Phase wurde mit NaCl geséttigt, von der
organischen Phase separiert und anschlielend mit EtOAc zweimal extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit Na,SO. getrocknet. Das nach Evaporieren
erhaltene Produktgemisch wurde sdulenchromatographisch getrennt. Die beiden Produkte
konnten mit einer Gesamtausbeute von 81% erhalten werden (1.50 g, 4.83 mmol,

159: 46%, 160: 35%).
Verbindung 159:

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 7.95 (1H, s, H11), 7.23 (1H, dd, J = 7.80, 7.80 Hz,

HS), 7.19 (1H, dd, J =1.34, 8.14 Hz, H9), 7.04 (1H, dd, J = 7.44, 1.36 Hz, H7), 5.60 (2H,
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s, H12), 5.54 (2H, s, HY), 3.91 — 3.93 (2H, m, H3), 3.54 — 3.57 (4H, m, HI + H2 oder
H3 + H1J), 3.47 - 3.50 (2H, m, H2 oder H1{), 3.35 (3H, s, HI oder H15), 3.35 (3H, s, H1
oder H15). ®C NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 149.1 (C%), 142.0 (C11), 135.3 (C10),
134.5 (C6), 124.5 (C8), 108.0 (C7), 104.2 (C9), 94.1 (C4), 75.0 (C12), 71.7 (C2 oder C12),
71.6 (C2 oder C12), 67.9 (C9), 67.8 (C19), 59.0 (C1 oder C15), 58.9 (C1 oder C15).
LCMS (ESI): tz = 4.8 min (Methode I); m/z (% relative Intensitét): 311.2 [M+H"]
(100.0), 621.3 [2M+H"] (2.7). HRMS (ESI): m/z ber. fiir Ci;H»N,O:Nat [M+Na]
333.1421; gel. m/z 333.1420. IR (cm): ¥ = 2923 (w), 2880 (w), 2819 (w), 1712 (w),
1620 (w), 1590 (w), 1495 (m), 1455 (w), 1433 (w), 1398 (w), 1367 (w), 1280 (w), 1244 (m),
1212 (w), 1200 (w), 1160 (w), 1086 (w), 1046 (s), 946 (m), 848 (m), 788 (m), 735 (s),

695 (w), 656 (w), 640 (w), 615 (w), 549 (w), 493 (w), 448 (w).
Verbindung 160:

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 8.00 (1H, s, H11), 7.45 (1H, dd, J = 0.62, 8.10 Hz,
HY), 7.18 (1H, dd, J = 8.06, 8.06 Hz, H8), 7.05 (1H, d, J = 7.80 Hz, H7), 5.84 (2H, s, H19),
5.42 (2H, s, Hf), 3.86 — 3.88 (2H, m, H9), 3.60 — 3.62 (2H, m, H13), 3.55 - 3.58 (2H, m,
H?), 3.46 — 3.48 (2H, m, H1j), 3.37 (3H, s, Hi oder H15), 3.33 (3H, s, HI oder H15).
13C NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 145.6 (C10), 144.5 (C5), 143.8 (C11), 123.5 (C6),
123.2 (C8), 114.0 (C9), 108.3 (C7), 93.9 (C4), 76.2 (C12), T1.7 (C1f), T1.6 (C2),
68.1 (C3), 67.6 (C13), 59.0 (C1 + C15). LCMS (ESI): tn = 4.7 min (Methode I); m/z
(% relative Intensitat): 311.1 [M+H"] (100.0). HRMS (ESI): m/z ber. fiir C;sH2»N>OsNa*
M4+HY 333.1421; gef. m/z 333.1425. IR (cm): ¥ = 3092 (w), 2024 (w), 2881 (w),
2819 (w), 1711 (w), 1615 (w), 1590 (w), 1497 (m), 1455 (w), 1399 (w), 1357 (w), 1230 (m),
1192 (w), 1155 (w), 1087 (m), 1017 (s), 942 (m), 847 (m), 787 (m), 741 (s), 690 (w),

659 (w), 614 (w), 543 (w), 449 (w).

251
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[4-(2-Methoxyethoxymethoxy)-1-(2-methoxyethoxymethyl)-benzimidazol-2-
y1]-[7-[(4-methoxyphenyl)methoxy]|benzofuran-2-yljmethanon (161) und [7-(2-
Methoxyethoxymethoxy)-1-(2-methoxyethoxymethyl)benzimidazol-2-yl]-[7-
[(4-methoxyphenyl)methoxy]benzofuran-2-yllmethanon (162) (JES-118)

161 162

Das Isomerengemisch aus den Benzimidazol-Derivaten 159 (44%) und 160 (56%) (327 mg,
1.05 mmol) wurde in 6 mL trockenem THEF gelost und langsam bei -78 °C mit frisch
titrierter n-Buli-Losung (2.1 M in n-Hexan, 510 pl, 1.06 mmol) versetzt. Das Gemisch
wurde 2 h bei dieser Temperatur geriihrt. Anschliefend wurde eine Lésung von
N-Methoxy-7-(4-methoxybenzyl)- N-methyl-benzofuran-2-carboxamid (156) (300 mg,
879 pmol) in 2.5 mL trockenem THEF zugetropft. Nach etwa 4 h wurde die Reaktion bei
RT langsam mit Wasser versetzt. Die wéssrige Phase wurde mehrfach mit EtOAc
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit Wasser und ges. NaCl-Losung
gewaschen. Nach Trocknung {iber Na,SO, wurde das Losungsmittel entfernt und das
Produktgemisch sdulenchromatographisch getrennt. Die beiden Isomere wurden mit einer
Gesamtausbeute von 85% erhalten (161: 125 mg, 212 pumol; 24% 162: 269 mg, 455 pmol,

52%; Rest Mischfraktion).

Verbindung 161:

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 8.49 (1H, s, H2), 7.59 (1H, dd, J = 8.22, 0.74 Hz,
H9), 7.4 (2H, d, J = 8.68 Hz, H11), 7.36 (1H, dd, J = 7.88, 0.92 Hz, H6), 7.29 (1H, dd,

J = 8.06, 8.06 Hz, Hs"), 7.19 (11, dd, J = 7.90, 7.90 Hz, H5), 7.19 (1H, dd, J = 8.00,

0.72 Hz, H7"), 7.02 (1H, dd, J = 7.88, 0.88 Hz, H/), 6.92 (2H, d, J = 8.68 Hz, H12), 6.39
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(2H, s, H12"), 5.47 (2H, s, H}"), 5.30 (2H, s, HY), 3.91 — 3.93 (2H, m, H39), 3.82 (3H, s,
H1J), 3.66 — 3.68 (2H, m, H13), 3.57 — 3.60 (2H, m, H2), 3.40 — 3.43 (2H, m, H1/), 3.39

(3H, s, H1’), 3.25 (3H, s, H15’). *C NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 174.0 (-CO-),
159.7 (C13), 151.7 (C1), 146.7 (CS), 146.0 (C117), 145.2 (C7), 144.0 (C10%), 129.6 (C11),
129.5 (C10), 128.8 (C3), 126.5 (C6), 124.7 (C5), 124.6 (C8’), 121.2 (C2), 116.3 (C6),
115.6 (C97), 114.1 (C12), 113.0 (C4), 111.0 (C7), 94.1 (C4), 5.7 (C12), T1.7 (C2)),
717 (C14), 71.3 (C9), 68.3 (C3), 68.0 (C137), 59.2 (C17), 59.0 (C157), 55.4 (-OCHs).
LCMS (ESI): tg = 12.8 min (Methode I); m/z (% relative Intensitét): 591.2 [M+4H"]
(100.0). HRMS (ESI): m/z ber. fiir CsHsiN>OgNat [M+Na'] 613.2157; gef. m/z 613.2158.
IR (cm'): ¥ = 2925 (m), 2837 (w), 1647 (m), 1613 (w), 1590 (m), 1552 (m), 1514 (m),
1487 (m), 1424 (w), 1382 (w), 1318 (w), 1300 (w), 1273 (w), 1250 (m), 1215 (w), 1174 (m),
1098 (s), 1081 (w), 1059 (w), 1031 (w), 975 (m), 954 (w), 909 (w), 860 (w), 824 (w),

790 (m), 763 (w), 733 (m), 690 (w), 579 (w), 523 (w).
Verbindung 162:

'H NMR (600 MHz, Chloroform-d) 6§ 8.56 (1H, s, H2), 7.44 (2H, d, J = 8.58 Hz, H11),
7.37 (AL, m, H7 -~ 99, 7.20 (1H, dd, J = 7.86, 7.86 Lz, H5), 7.13 (11, d, J = 7.86 Iz,
H), 7.02 (1H, d, J = 7.86 Hz, H6), 6.91 (2H, J = 8.58 Hz, H12), 6.15 (2H, s, H129), 5.65
(2H, s, H{"), 5.29 (2H, s, HY), 3.97 - 3.98 (2H, m, H3"), 3.82 (3H, s, -OCH,), 3.72 - 3.74
(2H, m, H13Y, 3.59 - 3.60 (211, m, H2¢), 3.47 — 3.48 (2IL, m, H1/9), 3.38 (3L, s, H1* oder
H15%, 3.31 (3H, s, H1¢ oder H15%). *C NMR. (400 MHz, Chloroform-d) 6§ 173.8 (-CO-),
159.7 (C13), 151.5 (C1), 150.6 (€59, 145.2 (C7), 144.7 (C11°), 138.2 (C10"), 133.5 (C8),
129.6 (C11), 129.5 (C9), 128.8 (C10), 127.7 (C8"), 124.7 (C5), 121.4 (C2), 116.3 (C9)),
114.1 (C12), 112.9 (C6), 109.2 (C4), 105.6 (C7), 94.7 (C4), 75.0 (C12), T1.8 (C2),
71.6 (C14), T1.2 (C9), 68.3 (C3'+ C139), 59.2 (C1° oder C159, 59.1 (C1° oder C159),
55.4 (-OCHs). LCMS (ESI): tr = 12.2 min (Methode I); m/z (% relative Intensitét): 591.2
[M+H"] (100.0). HRMS (ESI): m/z ber. fiir C3;H3N,OgNat [M+Na'] 613.2157; gef. m/z

613.2168. IR (cm™): ¥ = 2925 (w), 2836 (w), 1644 (m), 1612 (w), 1590 (m), 1551 (m),
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1512 (m), 1487 (m), 1471 (w), 1424 (w), 1382 (w), 1348 (w), 1317 (w), 1301 (w), 1271 (w),
1248 (m), 1217 (w), 1200 (w), 1150 (w), 1100 (w), 1082 (s), 1033 (m), 976 (m), 948 (w),

900 (m), 849 (w), 823 (w), 782 (w), 734 (m), 696 (W), 580 (W), 522 (w).

(7-Hydroxy-1 H-benzimidazol-2-yl)-(7-hydroxybenzofuran-2-yl)methanon

(144, JES-119)

?
HO78011 1'\N7'6'OH
5 4 3 &

Schritt A: Ein Isomerengemisch der Verbindungen 161 und 162 (150 mg, 254 pmol) wurde
in 10 mL trockenem CH,Cl, gelést und anschlieflend tropfenweise mit 1.1 mL TFA
versetzt. Nach vollstdndiger Zugabe wurden die fliichtigen Anteile im Vakuum entfernt

und das Gemisch chromatographiert.

Schritt B: Das chromatographierte Produkt aus dem ersten Reaktionschritt (85 mg) wurde
in 1 mL EtOH gelost und mit 1 mL 4 M HC] in Dioxan versetzt. Das Gemisch wurde
zunéchst Giber Nacht geriithrt und aufgrund unvollstdndigen Umsatzes anschlielend fir 7 h
refluxiert. Nach Abschluss der Reaktion wurde ges. NaHCO;s-Losung zugegeben und mit
EtOAc extrahiert. Nach séulenchromatographischer Trennung und anschliefender
praperativer HPLC wurde das Produkt sauber erhalten (14 mg 48 pmol, 19% iiber zwei

Schritte).

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 8.95 (1H, s, H2), 7.39 (1H, dd, J = 7.84, 0.96 Hz, HJ),
7.20 (1H, dd, J = 7.82 Hz, H5), 7.19 (1H, dd, J = 7.94 Hz, H/*), 7.06 (1H, d, J = 7.96 Hz,
Hs9, 7.00 (1H, dd, J=7.76, 1.00 Hz, H6), 6.70 (1H, dd, J=7.72, 0.76 Hz, H5).
13C NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 171.7 (-CO-), 150.1 (C1), 149.9 (C6"), 145.9 (C1Y),
144.9 (C8), 143.3 (C7), 137.6 (C2Y), 132.5 (C7Y), 128.9 (C3), 126.6 (C4’), 125.0 (C5),
120.7 (C2), 114.3 (C6), 114.2 (C4), 107.3 (C5%), 104.4 (C3"). LCMS (ESI): tx = 7.4 min
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(Methode I); m/z (% relative Intensitédt): 295.1 [M+H'] (100.0), 611.1 2M+H"] (1.7

HRMS (ESI): m/z ber. fiir Ci¢HuN,O4" [M+H'] 295.0713; gef. m/z 295.0712. IR (cm™

)
)
U = 3117 (w), 2961 (s), 2800 (w), 1644 (m), 1602 (w), 1565 (s), 1541 (w), 1474 (w),
1442 (w), 1385 (s), 1333 (w), 1290 (w), 1261 (w), 1235 (w), 1210 (w), 1187 (w), 1160 (w),
)

1063 (w), 1044 (w), 956 (w), 885 (w), 855 (w), 839 (w), 779 (m), 726 (s), 693 (w), 659 (w),

625 (m), 532 (w), 499 (w).

7.2.8 Synthesen im Umfeld des Second-Site-Liganden 166

2-Amino-4-[2,2,2-trifluor-1-[4-hydroxy-3-(methylamino)phenyl]-1-(trifluoro-
methyl)ethyl|phenol (167, JES-133)
F3G CFs
1
HO” % 4 oH

2,2-Bis(3-amino-4-hydroxyphenyl)hexafluorpropan (104) (300 mg, 819 mmol), gel6st in
3 mL entgastem DMF, wurde mit NaHCOj3 (72.3 mg, 860 mmol) und Methyliodid (56 pL,
0.90 mmol) versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde iiber Nacht bei RT geriithrt und
anschliefend  vom  Losungsmittel  befreit. Das Produkt wurde nach

sdulenchromatographischer Trennung sauber erhalten (128 mg, 336 pmol, 41%).

'H NMR (400 Mz, DMSO-dq) & 9.59 (111, bs, -OH), 9.35 (11, bs, -OH), 6.66 (11, d,
J = 4.36 Hz, H2), 6.64 (1H, d, J= 4.48 Hz, H29, 6.60 (1H, s, H5), 6.41 — 6.45 (2H, m,
H6 + HE), 6.29 (111, s, H5°), 4.87 (LI, bs, -NHCIL), 4.63 (2IL, bs, -NH,), 2.56 (3IL,
s, -CIL). C NMR (400 MHz, DMSO-d5) 6 144.5 (Cf), 144.3 (C49, 137.9 (C3),
136.1 (C3%), 123.7 (C1 oder C1¢), 123.5 (C1oder C1¢), 123.2 (-CF3) 1179 (C69),
117.3 (C6),  115.8 (C59, 113.4 (C2oder 29, 112.2 (C2 oder €29, 110.3 (C5),
29.6 (-CH,). "F NMR (376 MHz, DMSO-ds) § 62.75 (-CF;). LCMS (ESI): tx = 8.5 min
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(Methode I); m/z (% relative Intensitét): 381.2 [M+H*] (100.0), 761.3 [2M+H"] (14.5).
HRMS (ESI): m/z ber. fiir CisHi:FsN2O," [M+H"] 381.1032; gef. m/z 381.1039. IR (cm™):
¥ = 3366 (w), 3324 (w), 2979 (w), 2720 (w), 1595 (w), 1521 (m), 1472 (w), 1449 (w),
1415 (w), 1374 (w), 1319 (w), 1297 (w), 1237 (w), 1212 (s), 1153 (m), 1129 (w), 1115 (w),
1095 (w), 1044 (w), 999 (w), 973 (w), 961 (m), 931 (w), 899 (w), 868 (w), 811 (m),

768 (w), 742 (W), T17 (s), 626 (W), 552 (w), 529 (w), 512 (w), 482 (w), 459 (wW).

N-[5-[1-(3-Amino-4-hydroxyphenyl)-2,2,2-trifluor-1-(trifluor-methyl)ethyl]-2-

hydroxy-phenyllacetamid (168, JES-134)

(@)
F;C CF
» .8 3, Y
CI *HaN . 3 NH
"
HO 5 4 0OH

1 3
1 ‘
6' 6
) 5

Zu einer Losung von 2,2-Bis(3-amino-4-hydroxyphenyl)hexafluorpropan (104) (300 g,
819 mmol) in 2 mLL THF wurde tropfenweise Essigssdureanhydrid (81 pL, 0.86 mmol)
gegeben. Nach einer halben Stunde bei 50 °C wurde das Gemisch auf RT abgekiihlt. Durch
priaperative  HPLC wurde das Produkt als TFA-Salz erhalten und wurde durch

Lyophilisation mit 0.1 M HCI-Lésung in das HCI-Salz iiberfithrt (54.0 mg, 121 pmol, 15%).

'"H NMR (400 MHz, DMSO-dq) & 11.28 (1H, bs, -OH), 10.44 (1H, bs, -OH), 9.39 (1H,
s, NHCOCH,), 7.94 (11, bs, H2), 7.39 (LI, bs, H2Y), 7.19 (1M, d, J = 8.76 Hz, H6), 7.13
(1H, d, J = 8.80 Hz, H5), 6.96 (1H, d, J = 8.68 Hz, H5"), 6.88 (1H, d, J = 8.08 Hz, H6),
495 (3H, bs, -NHy'), 2.06 (3H, s, -CH). “C NMR (400 MHz, DMSO-d;) &
169.1 (NHCOCH,), 151.3 (C4), 1483 (C4), 130.2 (C6), 126.5 (C3), 125.6 (C6),
125.1 (027, 123.3 (C2), 123.0 (C9), 122.7 (C19, 122.0 (C1), 116.0 (C5), 115.5 (C5),
93.6 (-CH). F NMR (376 MHz, DMSO-d;) § -64.47 (-CF;). LCMS (ESI): tx = 7.7 min
(Methode I); m/z (% relative Intensitét): 409.1 [M+H*] (100.0), 817.3 [2M+H"] (35.4).

HRMS (ESI): m/z ber. fiir CiyHi:FsN,O3" [M+H"] 409.0981; gef. m/z 409.0987. IR, (cm™):
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U= 3414 (w), 2881 (w), 2732 (w), 2610 (w), 1659 (m), 1639 (w), 1599 (w), 1543 (w),

1502 (m), 1431 (m), 1407 (w), 1313 (w), 1294 (w), 1241 (m), 1200 (s), 1152 (w), 1126 (m),

1022 (w), 984 (w), 963 (s), 878 (w), 824 (s), 784 (w), 765 (w), 744 (w), 736 (w), 714 (m),
(

633 (m), 620 (w), 589 (w), 573 (m), 551 (w), 522 (w), 495 (w), 481 (w), 453 (w), 441 (w).

2,2-Bis(3-acetamido-4-hydroxyphenyl)-hexafluorpropan (169, JES-140)

Y F4C CF, \\I/

HN:3'! X 'lS:NH

Zu einer Losung von 2,2-Bis(3-amino-4-hydroxyphenyl)-hexafluorpropan (104) (300 mg,
819 pmol) in 2 mL THF wurde tropfenweise Essigsdureanhydrid (200 pL, 2.12 mmol)
gegeben. Nach einer halben Stunde Rihrzeit bei 50 °C wurde das Gemisch fest. Das
verbliebene Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der restliche Kolbeninhalt mit
MeCN versetzt. Der nichtlésliche Niederschlag wurde abfiltriert und wurde als das saubere

Produkt identifiziert (283 mg, 629 mmol, 77%).

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 10.28 (2H, s, -OH), 9.34 (2H, s, -NHCOCH,), 7.89 (2H
s, H2), 6.86 — 6.91 (4IL, m, H5+ H6), 2.07 (61, s, -COCH;). C NMR (400 Mz,
DMSO-ds) 6 169.2 (NHCOCH;,), 148.2 (C4), 126.2 (C6), 125.9 (C3), 123.5 (C2),
122.7 (C1), 115.4 (C5), 23.6 (~COCH,). F NMR (376 MHz, DMSO-dy) 6 -63.33 (-CF3).
LCMS (ESI): tg = 6.9 min (Methode II); m/z (% relative Intensitét): 449.0 [M-H"]
(100.0). HRMS ESI): m/z ber. fir CiHigFeN,ONat [M+Na'] 473.0906; gef. m/z
473.0901. IR (com): ¥ = 3409 (w), 3091 (w), 2979 (w), 2755 (w), 2632 (w), 1656 (m),
1619 (w), 1601 (w), 1550 (m), 1509 (w), 1432 (m), 1400 (w), 1389 (w), 1329 (w), 1207 (w),
1247 (m), 1200 (s), 1168 (w), 1153 (m), 1131 (m), 1124 (w), 1030 (w), 996 (w), 963 (m),
888 (w), 840 (w), 824 (m), 774 (w), 737 (w), 717 (w), 653 (m), 641 (w), 630 (w), 602 (w),

577 (m), 553 (w), 520 (w), 495 (w), 453 (w).
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N-(3’-Hydroxypropyl)-2,2-bis(3-amino-4-hydroxyphenyl) hexa-fluoropropan
(170, JES-062)
FsC CFs

H,N WH%YOH

HO4'6' 6 OH
Zu einer Losung von 2,2-Bis(3-amino-4-hydroxyphenyl)hexafluorpropan (104) (2.02 g,
5.51 mmol) in 10 mL EtOH wurde langsam und unter starkem Riihren 3-Brompropanol
(625 ml., 6.07 mmol) gegeben. Das resultierende Gemisch wurde bei 65 °C geriihrt bis kein
weiterer Umsatz des Eduktes mehr zu beobachten war. Das Losungsmittel wurde entfernt

und das Produkt nach sdulenchromatographischer Trennung als weifler volumindser

Feststoff erhalten (498 g, 1.17 mmol, 21%).

'H NMR (600 Mz, DMSO-d;) & 9.62 (111, bs, ArOH), 9.34 (I, bs, ArOH), 6.66 (211, t,
J = 8.66 Hz, arom. H), 6.60 (1H, s, arom. H), 6.43 (2H, t, J = 8.86 Hz, arom. H), 6.34
(1H, s, arom. H), 4.72 (1H, bs, -NH,), 4.65(1H, bs, -NH,), 4.47 (1H, t,
J = 4.80 Hz, -CH,NIL), 3.45 (2H, q, J = 5.14 Hz, H3"), 3.31 (1H, s, -CHOH), 2.93 (2H,
J=6.94 Hz, H1”), 1.64 (2H, p, J = 6.37 Hz, H2”). C NMR (600 MHz, DMSO-d,) &
144.5 (G4, 1443 (C4),  136.8 (arom. C), 126.0 (arom. C),  123.7 (arom. C),
123.5 (arom. C), 123.2 (arom. C), 117.9 (arom. C), 117.4 (arom. C), 115.8 (arom. C),
1134 (arom. C), 112.4 (arom. C), 111.0 (-CFs), 58.8 (C3"), 40.2 (C1"), 31.3 (C27).
WP NMR (377 MHz, DMSO-d;) 6 -62.78 (-CFy). LCMS (ESI): tg = 7.5 min
(Methode I); m/z (% relative Intensitét): 425.1 [M+H"] (100.0). HRMS (ESI): m/z ber.

fiir C H F.N,0," [M+H'] 425.1294; gef. m/7 425.1299. IR, (cm): ¥ = 3158 (w), 2951 (w),

1607 (w), 1522 (m), 1480 (w), 1428 (w), 1378 (w), 1324 (w), 1236 (s), 1196 (w), 1146 (m),
1065 (w), 991 (w), 959 (m), 862 (w), 807 (m), 778 (w), 732 (w), 717 (m), 628 (w), 543 (w),

527 (w), 454 (w).
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4-Nitropicolinamid (172, JES-050)
(0]
NG
3
Cer(IV)oxid (123 mg, 716 pmol) wurde zu einem Gemisch aus 4-Nitropicolinonitril (171)
(971 mg, 6.51 mmol) in Wasser/EtOH (6.0 mL/7.5 mL) gegeben und bei 70 °C mehrere
Tage gerithrt. Nach Abschluss der Reaktion wurde das Gemisch filtriert und viermal mit
CH,Cl, extrahiert. Nach Trocknung iiber Na;SO4 und Entfernen des Losungsmittels wurde

das Produkt ohne weitere Aufreinigung sauber erhalten (1.03 g, 6.18 mmol, 95%).

'H NMR (400 MHz, DMSO-d;) 6 9.01 (1H, dd, J = 5.30, 2.26 Hz, H2), 8.54 (1H, dd,
J = 2.26, 0.58 Lz, HY), 8.34 (111, bs, -CON), 8.31 (11, dd, J = 5.30, 2.26 Iz, H5), 7.96
(1H, bs, -CONH,). 3C NMR (400 MHz, DMSO-d;) § 164.23 (-CONH.), 154.89 (C9),
153.12 (C1), 151.40 (C2), 118.87 (C5), 114.47 (C4). LCMS (ESI): tr = 3.6 min
(Methode I1); m/z (% relative Intensitat): 168.0 [M+H"] (100.0). HRMS (ESI): m/z ber.
fir CHN,ONa" [M+Na'] 190.0223; gef. m/z 190.0223. IR (cm'): ¥ = 3396 (m),
3283 (w), 3165 (W), 3094 (w), 1667 (m), 1602 (w), 1575 (w), 1527 (s), 1465 (w), 1431 (w),
1352 (s), 1251 (m), 1178 (w), 1094 (w), 1074 (w), 997 (w), 915 (w), 894 (w), 869 (w),

798 (m), 776 (w), 737 (m), 684 (m), 644 (s), 503 (m), 418 (w), 409 (w).

4- Aminopicolinamid (173, JES-061)

Eine Suspension von 4-Nitropyridin-2-carboxamid (172) (993 mg, 5.94 mmol) und
Platin(IV)oxid (29.8 mg, 131 pmol) in 75 mL EtOH wurde in einer Wasserstoffatmosphére

fiir 6 h geriihrt. Nach Abschluss der Reaktion wurde das Gemisch iiber Celite abfiltriert
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und anschlieBend vom Losungsmittel befreit, sodass das Produkt quantitativ gewonnen

werden konnte (0.800 g, 5.83 mmol, 98%).

'H NMR (600 MHz, DMSO-d;) & 8.00 (1H, d, J = 5.58 Hz, H5), 7.87 (1H, s, -CON ),
7.36 (1H, s, -CONH,), 7.21 (1H, d, J = 2.34 Hz, H2), 6.58 (1M, dd, J = 5.52, 2.40 Hz, HY),
6.26 (2H, s, -NH,). C NMR (600 MHz, DMSO-d;) 6 166.7 (-CONH,), 155.4 (C9),
150.6 (C1), 148.3 (C¥), 110.3 (C4), 106.9 (C2). LCMS (ESI): tg = 1.6 min (Methode I);
m/z (% relative Intensitat): 138.1 [M+H"] (100.0). HRMS (ESI): m/z ber. fiir CHN,O"
M4+H*] 138.0662; gef. m/z 138.0661. IR (cm'): ¥ = 3442 (m), 3393 (w), 3359 (w),
3207 (w), 1669 (w), 1639 (m), 1604 (s), 1558 (w), 1470 (w), 1386 (m), 1301 (w), 1266 (w),
1137 (w), 1106 (w), 992 (m), 936 (w), 874 (w), 840 (w), 792 (w), 754 (w), 650 (w),

548 (w), 510 (w).

1-(-3-Benzyloxypropyl)imidazole-4-carbaldehyd (182) und 1-(3-Benzyloxy-

propyl)imidazole-5-carbaldehyd (181) (JES-111)

H
NN 2 O 10 e /6\24\ !
10©/\O/\5/\N/\>1_< @/\O - NL\ ,
1 3gN H 1 3N
182 181

Zu einer Losung von 1H-Imidazolyl-4-carboxaldehyd (174) (1.24 g, 12.5 mmol) in 10 mL
entgastem DMF wurden Cs;COs (8.15 g, 25.0 mmol) und nach fiinf miniitigem Riihren
Benzyl-3-brompropanol (2.65 mL, 15 mmol) gegeben. Nach Riihren iiber Nacht wurde das
Cs:COys tiber Silica abfiltriert, wobei das Produkt mit EtOAc und CH,Cl:MeOH (9:1;
MeOH mit 10% NH,OH) eluiert wurde. Nach Trocknen iiber Na,SO, wurde das
Losungsmittel entfernt und die Isomere durch siulenchromatographische Trennung

erhalten (182:1.51g, 6.18 mmol, 49%; 181: 1.15 g, 4.71 mmol, 38%; Gesamtausbeute 87%).
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Verbindung (182):

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 9.86 (1H, s, -CHO), 7.55 — 7.57 (2H, m, H2 + H3),
7.30 - 7.39 (5H, m, H9 - H11), 4.48 (2H, s, H7), 4.15 (2H, t, J = 6.82 Hz, Hj), 3.42 (2H,
t, J=5.66 Hz, H6), 2.04 - 2.10 (2H, m, H5). *C NMR (400 MHz, Chloroform-d) é
186.1 (-CHO), 142.4 (C1), 139.0 (C9), 137.9 (CS), 128.7 (C9 oder C10), 128.2 (C11),
128.0 (C9oder C10), 124.6 (C2), 73.4 (C7), 65.6 (C6), 44.6 (C4), 31.1 (C5). LCMS (ESI):
tr = 5.6 min (Methode I); m/z (% relative Intensitét): 245.1 [M+H'] (100.0), 489.2
[2M+H"] (19.5). HRMS (ESI): m/z ber. fir CiHizN,O," [M+HT] 245.1285; gef. m/z
245.1289. IR (cm): @ = 3109 (w), 3061 (w), 3030 (w), 2928 (w), 2859 (w), 1677 (s),
1537 (s), 1495 (w), 1453 (m), 1399 (w), 1366 (m), 1325 (w), 1234 (w), 1205 (w), 1156 (m),
1088 (s), 1046 (w), 1027 (w), 992 (w), 977 (w), 911 (w), 850 (w), 773 (m), 737 (m),

698 (s), 672 (w), 626 (m), 461 (w).
Verbindung (181):

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 9.73 (1H, d, J = 0.80 Hz, -CHO), 7.79 (1H, s, H3),
7.59 (11, s, H2), 7.29 - 7.39 (5I, m, H9 — H11), 447 (s, 211, H7), 4.41 (20, t, J = 6.74 Iz,
HY), 339 (2H, t, J=5.70 Hz, H6), 2.03 ~2.09 (2H, m, H5). C NMR (400 MHz,
Chloroform-d) & 179.0 (-CHO), 144.0 (C2), 143.7 (C3), 137.9 (C8), 131.0 (C1), 128.5 (C9
oder C10), 127.9 (C11), 127.8 (C9 oder C10), 73.1 (C7), 65.9 (C6), 44.2 (C4), 30.4 (C5).
LCMS (ESI): tz = 6.3 min (Methode I); m/z (% relative Intensitét): 245.1 [M+H']
(100.0). HRMS (ESI): m/z ber. fiir CisHizN.Oot [M+H"] 245.1285; gef. m/z 245.1287.
IR (cm): ¥ = 3108 (w), 3030 (w), 2929 (w), 2860 (w), 2745 (w), 1667 (s), 1533 (m),
1485 (m), 1453 (w), 1345 (s), 1269 (w), 1207 (m), 1177 (w), 1124 (s), 1105 (w), 1084 (w),

1027 (w), 920 (w), 852 (w), 770 (s), 737 (m), 698 (m), 653 (s), 610 (w), 461 (w).
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[3-(3-Benzyloxypropyl)imidazole-4-yljmethanol (183, JES-122)
OH

9 8 7 6 4 1
10 N
oy

1 3 N

Zu einer eisgekiihlten Losung von 3-(-3-Benzyloxypropyl)imidazol-4-carbaldehyd (181)
(500 mg, 2.05 mmol) in 5 mL MeOH wurde portionsweise NaBH, (155 mg, 4.09 mmol)
gegeben und das Gemisch fiir eine halbe Stunde bei dieser Temperatur geriihrt. Nach
weiteren 2.5 h bei RT wurde das Losungsmittel entfernt. Der Riickstand wurde in CH,Cl,
aufgenommen und mehrfach mit 1 M NaOH-Lésung und etwas wéssriger HyOo-Losung
gewaschen. Die organische Phase wurde iiber Na,SO4 getrocknet und vom Losungsmittel
befreit, wodurch das Produkt als leicht triibes Ol erhalten wurde (413 mg, 1.68 mmol,

82%).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) é 7.41 (1H, s, H3), 7.28 — 7.38 (5H, m, H9— H11),
6.90 (1I, s, [2), 4.59 (21, s, -CHOH), 4.48 (21, s, H7), 4.13 (21, t, J = 6.94 Hz, J),
3.44 (2H, t, J=5.72Hz, H6), 2.97 (1H, bs, -OH), 2.08 (2H, t, J=6.32 Hz, H5).
13C NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 138.5 (C3), 138.0 (CS), 131.3 (C1), 128.6 (C10),
128.3 (C2), 128.0 (C11), 128.0 (C9), 73.3 (C7), 66.3 (C6), 54.1 (-CH,OH), 42.0 (C4),
31.0 (C5). LCMS (ESI): tg = 5.7 min (Methode I); m/z (% relative Intensitét): 247.1
IM+H] (100.0), 493.3 [2M+H'] (2.6). HRMS (ESI): m/z ber. fiir CyHioN,Oy [M+H']
247.1441; gef. m/z 247.1440. IR (cm): ¥ = 3110 (w), 3030 (w), 2925 (w), 2857 (m),
1497 (m), 1453 (m), 1365 (w), 1314 (w), 1272 (w), 1249 (w), 1207 (m), 1163 (w), 1108 (s),

1086 (w), 1020 (m), 932 (m), 820 (m), 736 (m), 697 (s), 661 (m), 609 (w), 460 (w).
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5-(Azidomethyl)-1-(3-benzyloxypropyl)imidazol (184, JES-123)
N3

9 8 7 6 4 1
10 O/\s/\N \,
EN

1" 3

[3-(3-Benzyloxypropyl)imidazol-4-yljmethanol (183) (246 g, 1.00 mmol) wurde in frisch
destilliertem Thionylchlorid (5.00 mL, 68.9 mmol) refluxiert, bis keine Gasentwicklung
mehr zu beobachten war. Anschliefend wurde das verbliebene Thionylchlorid im Vakuum
entfernt. Der Riickstand wurde in 5 mL entgastem DMF aufgenommen und mit NaN;
(346 mg, 5.32 mmol) versetzt. Dieses Gemisch wurde iiber Nacht bei 50 °C geriihrt. Nun
wurde der Grofiteil an DMF im Vakuum entfernt und der Riickstand in CH,Cl, und ges.
NaCl-Losung aufgenommen. Die Phasen wurden separiert und die organische Phase iiber
Na,SOy getrocknet. Nach Entfernen des restlichen Losungsmittels wurde verbliebenes DMF
mittels Lyophilisierung mit Wasser entfernt, wodurch das 6lige Produkt sauber erhalten

wurde (221 mg, 815 pmol, 82%).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 7.51 (1H, s, H3), 7.30 — 7.38 (5H, m, H9— H11),
7.07 (1L s, H2), 4.49 (21, s, [7), 4.30 (211, s, -CH,N), 4.08 (21, t, J = 6.99 Hz, [Y), 3.44
(2, t, J=570Hz, H6), 2.05 (2, tt, J = 6.32 Mz, H5). C NMR (400 MIlz,
Chloroform-d) & 139.4 (C3), 138.0 (CS), 130.1 (C2), 128.6 (C10), 128.0 (C11), 127.9 (C9),
125.3 (C1), 73.3 (C7), 66.0 (C6), 44.0 (-CH:N3), 42.0 (C4), 31.1 (C5). LCMS (ESD):
tr = 8.4 min (Methode I); m/z (% relative Intensitdt): 272.1 [M+H'] (100.0), 543.3
2M+H"*] (4.3). HRMS (ESI): m/z ber. fir CuHisN;O" [M+H"] 272.1506; gef. m/z
272.1502. IR (cm): ¥ = 2930 (w), 2861 (w), 2093 (s), 1496 (m), 1454 (m), 1367 (w),
1233 (m), 1208 (w), 1157 (w), 1111 (s), 1088 (w), 1027 (w), 922 (w), 865 (w), 827 (w),

740 (m), 699 (m), 664 (m).
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[3-(3-Benzyloxypropyl)imidazole-4-yljmethanamin (185, JES-125)
NH,

P /6\/4\ !
10
oy

1 3 N

Zu einer Losung von 5-(Azidomethyl)-1-(3-benzyloxypropyl)imidazole (184) (153 mg,
562 pmol) in 4.0 mL EtOH wurde unter Argon-Atmosphéire Pd/C (27.5 mg, 25.8 pmol)
gegeben. Das Gemisch wurde nun iiber Nacht und bei RT unter Wasserstoffatmosphére
geriihrt. Als kein Edukt mehr im IR-Spektrum zu erkennen war, wurde das Gemisch iiber
Celite abfiltriert und vom Ldsungsmittel befreit. Mittels sédulenchromatographischer

Trennung wurde das Produkt aus dem erhaltenen Gemisch isoliert (98.4 mg, 401 pmol,

T1%).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 7.37 (1H, s, H3), 7.27 - 7.36 (5H, m, H9— H11),
6.88 (1M, s, H2), 4.48 (21, s, H7), 4.07 (2M, t, J = 7.00 Hz, H/), 3.81 (21, s, -CHELNHL),
3.43 (2H, t, J = 5.76 Hz, H6), 2.00 — 2.06 (2H, m, H5). **C NMR (400 MHz, Chloroform-
d) 6 137.9 (C8), 137.8 (C9), 132.4 (C1), 128.4 (C10), 127.7 (C11), 127.6 (C9), 126.8 (C2),
73.0 (C7), 66.1 (C6), 41.5 (C4), 35.8 (-CH.NH,), 30.9 (C5). HRMS (ESI): m/z ber. fiir
CuHyN;O" [M+H'] 246.1601; gef. m/z 246.1602. IR (cm™): ¥ = 3365 (w), 3291 (w),
3087 (w), 3062 (w), 3030 (w), 2926 (w), 2859 (m), 1603 (w), 1496 (s), 1453 (m), 1365 (m),
1258 (w), 1232 (w), 1206 (w), 1106 (s), 1084 (w), 1026 (w), 925 (w), 815 (m), 737 (s),

698 (s), 662 (s), 609 (w), 461 (w).

[1-(3-Benzyloxypropyl)imidazole-4-yl]-methanol (186, JES-127)

9 7 6 4 2
10 8 AN OH
07 N®1_/
1 3 =N

Die Durchfithrung erfolgte analog zur Reduktion des Aldehyds 181, wobei hier 1-(-3-

Benzyloxypropyl)imidazole-4-carbaldehyd (182) (1.40 g, 5.73 mmol) eingesetzt wurde. Es
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wurden 1.3 1g (5.31 mmol, 93%) des gewiinschten Produkts als hellgelbes Ol erhalten, das

ohne weitere Aufreinigung umgesetzt wurde.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 7.29 — 7.39 (6H, m, H3 + H9— H11), 6.80 (1H, s,
H2), 457 (2H, s, -CH,OH), 4.48 (2H, s, H7), 4.03 (2, t, J = 6.82 Hz, Hj), 3.42 (2H, t,
J=1572Hz, H6), 1.98-2.05 (2H, m, H5). "C NMR (400 MHz, Chloroform-d) é
142.5 (C1), 138.1 (C8), 137.3 (C3), 128.6 (C10), 128.0 (C11), 128.0 (C9), 116.4 (C2),
73.3 (C7), 66.1 (C6), 58.5 (-CHL,OH), 44.0 (C4), 31.3 (C5). LCMS (ESI): tg = 5.7 min
(Methode I); m/z (% relative Intensitét): 247.1 [M+H*] (100.0), 493.3 [2M+H*] (1.6).
HRMS (ESI): m/z ber. fiir Ci4sHisN,O," [M+H'] 247.1441; gef. m/z. 247.1446. IR (cm™):
¥ = 3213 (w), 3109 (w), 3064 (w), 3031 (w), 2027 (w), 2861 (s), 1500 (m), 1454 (m),
1407 (w), 1368 (w), 1206 (w), 1158 (m), 1106 (s), 1090 (w), 1028 (m), 991 (m), 825 (w),

741 (s), 699 (m), 640 (w).

4-(Azidomethyl)-1-(3-benzyloxypropyl)imidazole (187, JES-128)
G

Die Umsetzung des [1-(3-Benzyloxypropyl)imidazole-4-yl]-methanols (186) (1.20 g,
4.87 mmol) erfolgte analog zu der des Alkohols 183, wobei jedoch 6.3 Aq. NaN; im zweiten
Schritt eingesetzt wurden. Die Aufarbeitung des zweiten Schrittes wurde ebenfalls leicht
variiert, wobei der Riickstand nach Entfernen des DMF in ges. NaCl-Losung aufgenommen
wurde und diese wiéssrige Phase nach Basifizierung mit NaHCO;-Losung mit CH,Cl,
extrahiert wurde. Das nach Trocknung iiber Na,SO, und Entfernen des Losungsmittels

erhaltene Produkt (1.16 g, 4.26 mmol, 88%) wurde ohne weitere Aufreinigung umgesetzt.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 7.48 (1H, s, H3), 7.29 — 7.39 (5H, m, H9 — H11),
6.84 (1H, s, H2), 4.48 (2H, s, H7), 4.29 (2H, s, -CH:N), 4.07 (2H, t, J = 6.80 Hz, HJ), 3.42

(2H, t, J = 5.72 Hz, H6), 2.00 — 2.07 (2H, m, H5). **C NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6
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138.0 (C8), 137.6 (C3), 136.7 (C1), 128.6 (C10), 128.0 (C11), 128.0 (C9), 117.7 (C2),
73.3 (C7), 65.9 (C6), 48.2 (-CH,N3), 44.2 (C4), 31.2 (C5). LCMS (ESI): ty = 8.1 min
(Methode I); m/z (% relative Intensitit): 272.2 [M+H*] (100.0), 543.3 [2M+H*] (2.8).
HRMS (ESI): m/z ber. fiir C,;H;:N;O* [M+H*] 272.1506; gef. m/z 272.1505. IR. (cm™):
¥ = 3088 (w), 3063 (w), 3030 (w), 2927 (w), 2862 (w), 2092 (s), 1558 (w), 1497 (m),
1453 (m), 1400 (w), 1366 (w), 1311 (w), 1246 (m), 1157 (w), 1104 (s), 1045 (w), 1023 (m),

992 (w), 944 (w), 909 (w), 867 (w), 827 (w), 800 (w), 740 (s), 699 (m), 661 (w), 611 (w).

[1-(3-Benzyloxypropyl)imidazole-4-yljmethanamin (188, JES-130)

9 8 7 6 4 2 NH
10 O/\E)/\N/\>1_/ 2
" 3\QN

Die Durchfithrung erfolgte analog zur Umsetzung des Azids 184. Ausgehend von
4-(Azidomethyl)-1-(3-benzyloxypropyl)imidazol (187) (1.03 g, 3.80 mmol) wurde das
gewiinschte Produkt nach mehr als einer Woche bendtigter Reaktionszeit nach

saulenchromatographischer Trennung isoliert (232 mg 0.96 mmol, 25%).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 7.28 — 7.38 (6H, m, H3 + H9— H11), 6.74 (1H, s,
H2), 4.47 (2H, s, H7), 4.00 (2H, t, J = 6.84 Hz, HY), 3.79 (2H, s, - CH,NH,), 3.41 (2H, t,
J = 5.74 Hz, H6), 2.61 (2H, bs, -NH,), 1.97 - 2.03 (2H, m, H5). C NMR (400 MHz,
Chloroform-d) & 143.6 (C1), 138.2 (CS), 137.2 (C3), 128.6 (C10), 128.0 (C11), 127.9 (C9),
115.42 (C2), 73.3 (C7), 66.2 (C6), 43.9 (C4), 39.8 (-CH.NH,), 31.3 (C5). LCMS (ESI):
tr = 8.4 min (Methode I); m/z (% relative Intensitédt): 272.1 [M+H'] (100.0), 543.3
[2M+H"] (4.3). HRMS (ESI): m/z ber. fir CiyHioNsONa® [M+Na'] 268.1420; gef. m/z
268.1419. IR (cm): ¥ = 3366 (w), 3087 (w), 3061 (w), 3030 (w), 2927 (w), 2859 (m),
1716 (w), 1649 (m), 1547 (w), 1496 (m), 1453 (m), 1366 (w), 1312 (w), 1237 (W),

1158 (m), 1087 (s), 1045 (w), 1026 (w), 822 (w).
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4-Pyrrolidin-1-ylpyridin-2-carboxamid (191, JES-142)

Zu einer Suspension von 4-Chlorpyridin-2-carboxamid (189) (94.0 mg, 600 pmol) in 2 mL
1,4-Dioxan wurde unter Argon-Atmosphéire Pyrrolidin (400 pL, 4.87 mmol) gegeben. Das
Gemisch wurde fiir 3 h bei 110 °C geriihrt und nach Entfernen des Losungsmittels im
Vakuum sdulenchromatographisch getrennt. So wurde das reine Produkt als weifler

Feststoff erhalten (63.0 mg, 329 pmol, 55%).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 8.12 (1H, d, J=5.80Hz, H5), 7.92 (1H,
bs, -CONH,), 7.32 (1H, d, J=2.60 z, H2), 6.43 (1IL, dd, J= 5.78, 2.62 Iz, Hj),
5.80 (1H, bs, -CONH), 3.343.37 (4H, m, H6), 1.99  2.06 (4H, m, H?).
3C NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 168.1 (-CONH,), 152.8 (C3), 149.7 (C1),
148.4 (C5), 108.8 (C4), 106.0 (C2), 47.3 (C6), 25.4 (C7). LCMS (ESD): ty = 5.4 min
(Methode 1); m/z (% relative Intensitat): 192.1 [M+H"] (100.0). HRMS (ESI): m/z ber.
fiir CioHuN;O" [M+H'] 192.1131; gef. m/z 192.1132. IR (cm™): ¥ = 3348 (w), 3119 (w),
2059 (w), 2907 (w), 2851 (w), 1701 (w), 1658 (w), 1634 (w), 1599 (s), 1534 (w), 1504 (w),
1456 (m), 1387 (m), 1339 (w), 1289 (w), 1263 (w), 1248 (w), 1179 (w), 1157 (w), 1058 (w),
1010 (m), 978 (w), 916 (w), 872 (w), 863 (m), 812 (w), 788 (m), 769 (w), 747 (w), 706 (w),

650 (s), 565 (m), 535 (w), 459 (m), 436 (w).
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N-Benzyl-4-chlorpyridin-2-carboxamid (192, JES-143)

4-Chlorpyridin-2-carboxamid (94.0 mg, 600 pmol) wurde unter Argon-Atmosphére in 2 mL
1,4-Dioxan suspendiert und mit Benzylamin (530 ulL, 4.87 mmol) versetzt. Da zunéchst
kein Umsatz zu beobachten war, wurde das Gemisch drei Tage bei 110 °C geriihrt. Nach
Entfernen des Losungsmittels im Vakuum, wurde das Gemisch sdulenchromatographisch

getrennt und das Hauptprodukt sauber isoliert (54.1 mg, 238 pmol, 40%).

'H NMR (400 MIlz, Chloroform-d) & 8.41 (1H, d, J=5241z H5), 8.31 (1L,
bs, -CONH-), 8.24 (1H, d, J=2.04 Hz, H2), 7.41 (1H, dd, J= 5.24, 2.08 Hz, H}),
7.25 - 7.35 (5H, m, HS - H10), 4.66 (2H, d, J= 6.12 Hz, H). *C NMR. (400 MHz,
Chloroform-d) 6 163.1 (-CONIL-), 151.4 (C1), 149.0 (C5), 146.0 (C3), 138.0 (C7),
128.8 (C9), 127.9 (C8), 127.6 (C10), 126.4 (C4), 123.1 (C2), 43.7 (C6). LCMS (ESI):
tr = 9.4 min (Methode I); m/z (% relative Intensitit): 247.1 [M+H'] (100.0), 515.1
[2M+H"] (2.1). HRMS (ESI): m/z ber. fiir Ci3Hi2CIN,O" [M+H"] 247.0633; gef. m/z
247.0632. TR (cm): ¥ = 3302 (w), 3081 (w), 3050 (w), 3024 (w), 2921 (w), 1749 (w),
1658 (s), 1574 (w), 1556 (w), 1519 (s), 1494 (w), 1450 (w), 1420 (w), 1392 (w), 1362 (w),
1293 (m), 1259 (w), 1232 (w), 1202 (w), 1166 (w), 1092 (w), 1076 (w), 1049 (w), 1028 (w),
1009 (w), 991 (w), 912 (w), 844 (w), 831 (m), 795 (w), 749 (w), 715 (s), 686 (m), 618 (w),

606 (w), 529 (w), 513 (m), 454 (m).
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4-[[3-(3-Benzyloxypropyl)imdidazol-4-yljmethylamino)pyridin-2-carbonitril

(195, JES-150)

N—2
S &k” 21 CN
10 s 7 . N Ns'/ I1
1 O/\J“ 2N
5

5

[3-(3-Benzyloxypropyl)imidazole-4-yljmethanamin (185) (159 mg, 648 pmol), Kupfer
(3.75 mg, 59.0 pmol) und CsOAc (249 mg, 1.30 mmol; aus AcOH und Cs;CO3) vorgelegt,
worauthin die Atmosphére gegen Argon ausgetauscht wurde und 2.0 mL trockenes DMSO
zugegeben wurden. Nachdem die Losung mit Argon entgast worden war, wurde das Gefafl
verschlossen. Bei 110 °C wurde das Gemisch nun 45 min geriihrt, bevor 4-Brompyridin-2-
carbonitirl (193) (108 mg, 590 pmol) hinzugegeben wurde. Nach Riihren iiber Nacht wurde
das Gemisch vom Loésungsmittel befreit. AnschlieBend wurde der Riickstand mit Wasser
verdiinnt und mit EtOAc extrahiert. Die so erhaltene organische Phase wurde nach
Evaporieren des Lésungsmittels durch praparative HPLC getrennt, wobei das Produktes

sauber isoliert wurde (12.0 mg, 34.5 pmol, 6%).

'H NMR (400 MHz, DMSO-dy) 6 8.12 (1H, d, J = 5.84 Hz, H5°), 7.60 (1H, bs, H3), 7.39
(1ML, t, J = 5.12 Hz, -NH-), 7.26 - 7.35 (5H, m, H9 — H11), 7.12 (111, d, J = 2.32 Mz, H2Y),
6.80 (1H, bs, H2), 6.80 (1H, dd, J = 5.86, 2.46 Hz, Hj"), 4.43 (2H, s, H7), 4.33 (2H, d,
J = 5.20 Iz, -CHNIL), 4.00 (2I, t, J = 7.20 Hz, Hj), 3.39 (2H, t, J = 6.02 Hz, H6),
1.92 - 1.99 (2H, m, H5). *C NMR. (400 MHz, DMSO-d;) § 153.6 (C%9), 150.6 (C59,
138.3 (C8), 132.8 (arom. (), 128.2 (arom. C), 128.0* (C2), 127.4 (arom. C), 127.4 (C11),
118.2 (C17), 112.3% (€29, 110.0% (C49), 71.9 (C7), 66.4 (C6), 41.3 (C4), 35.5 (- CH,NH-),
30.5 (C5). (*nur aus Korrelationsspektren abgeleitet)y LCMS (ESI): tr = 7.4 min
(Methode I); m/z (% relative Intensitét): 348.2 [M+H"] (100.0), 695.4 [2M+H"] (28.8).
HRMS (ESI): m/z ber. fiir CoHyN:;O" [M+H"] 348.1819; gef. m/z 348.1825. IR (cm™):

U= 3242 (w), 3130 (w), 2861 (w), 1672 (w), 1597 (s), 1497 (w), 1454 (w), 1365 (w),
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1336 (w), 1202 (w), 1173 (w), 1108 (m), 981 (m), 930 (w), 827 (m), 737 (m), 662 (w),

607 (w), 483 (m).

3-(((1H-Imidazol-4-yl)methyl)amino)benzonitril (197, JES-220)

10
N=\

1 H-Imidazol-4-carbaldehyd (174) (200 mg, 2.08 mmol) wurde zu einer Losung von
3-Aminobenzonitril (196) (246 mg, 2.08 mmol), in 4 mL MeOH gegeben und das Gemisch
wurde iiber Nacht bei 60 °C geriihrt. Nach Zugabe von NaBH, (118 mg, 3.12 mmol) wurde
fiir 5 h geriihrt bevor die Reaktion durch Zugabe von Wasser abgebrochen wurde. Nach
dreimaliger Extraktion mit EtOAc wurden die vereinigten organischen Phasen iiber Na,SO,
getrocknet und vom Losungsmittel befreit. Nach sdulenchromatographischer Trennung

wurde das Produkt als weifler Feststoff erhalten (307 mg, 1.55 mmol, 75%).

'H NMR (400 MHz, DMSO-d;) 6 7.62 (1H, d, J = 1.12 Hz, H10), 7.20 - 7.24 (1H, m,
H5), 6.94 — 6.98 (3H, m, H/ + H6 + HY), 6.89 (1H, ddd, J = 7.46, 7.46, 1.21 Hz, H2), 6.41
(1H, t, J=4.76 Hz, -C°'NH-), 4.16 (2H, d, J=4.92 Hz, H7). C NMR (400 MHz,
DMSO-d;) 6 149.1 (C3), 135.7 (CS), 135.0 (C10), 129.8 (C5), 119.6 (-CN), 118.7 (C2),
117.1 (C4), 116.1 (C9), 114.1 (C6), 111.5 (C1), 39.9 (C7). LCMS (ESI): tx = 5.3 min
(Methode I); m/z (% relative Intensitét): 199.1 [M+H'] (100.0), 397.1 2M+H"'] (4.7

HRMS (ESI): m/z ber. fiir C,,HuN,* [M+H*] 199.0978; gef. m/z 199.0983. IR (cm

)
)
¥ = 3395 (m), 3086 (w), 2978 (w), 2823 (m), 2738 (w), 2667 (w), 2590 (w), 2225 (m),
1605 (s), 1578 (m), 1510 (m), 1491 (s), 1473 (w), 1447 (w), 1409 (w), 1332 (m), 1320 (w),
)

1273 (w), 1257 (m), 1217 (w), 1164 (w), 1099 (m), 1083 (w), 991 (w), 943 (m), 907 (w),

875 (w), 855 (m), 828 (s), 802 (w), 773 (s), 679 (m), 661 (m), 627 (m), 474 (m), 435 (w).
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3-(((1H-Imidazol-4-yl)methyl)amino)benzamid (199, JES-224)

10
0] N=\

Zu einer Losung von 3-Aminobenzamid (198) (262 mg, 1.93 mmol) in 2 mL MeOH wurde
1 H-Imidazol-4-carbaldehyd (174) (185 mg, 1.93 mmol) gegeben. Nach Riihren bei 60 °C
iiber Nacht wurde Natriumborhydrid (109 mg, 2.89 mmol) hinzugegeben. Nach 6.5 h
wurde Wasser zugegeben und mit EtOAc extrahiert. Dann wurde einmal mit CHCl;:"PrOH
(1:3) und einmal mit n-BuOH extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt und
iiber Na,SO. getrocknet. Nach Entfernen des Trocken- und Losungsmittels wurde das
Produkt sdulenchromatographisch von Verunreinigungen befreit, wodurch das Produkt als

weifigelber Feststoff erhalten wurde (267 mg, 1.23 mmol, 64%).

'H NMR (400 MHz, Methanol-di) 6 7.61 (1H, d, J = 1.12 Hz, H10), 7.15 — 7.19 (2H, m,
H2 + H5), 7.10 (1H, dt, J = 7.64, 1.30 Hz, H6), 6.97 (1H, d, J = 0.88 Hz, HY), 6.81 — 6.84
(1H, m, H4), 4.29 (2H, s, H7). **C NMR (400 MHz, Methanol-ds) 6 173.3 (-CONH,),
150.1 (C9), 137.5 (C8), 136.3 (C10), 135.7 (C1), 130.1 (C5), 117.7 (C9), 117.5 (C4),
117.0 (C6), 112.8 (C2), 41.6 (C7). LCMS (ESI): tg = 2.6 min (Methode I); m/z (%

relative Intensitat): 217.1 [M+H"] (100.0), 433.2 [2M+H"] (6.2). HRMS (ESI): m/z ber.

fir CuHpN,ONa® [M+Na'] 239.0903; gef. m/z 239.0902. IR (cm™): ¥ = 3184 (m),
2858 (w), 2437 (w), 1652 (w), 1601 (w), 1578 (), 1512 (w), 1487 (w), 1443 (w), 1387 (m),
1335 (w), 1297 (w), 1256 (w), 1209 (w), 1102 (w), 1088 (w), 991 (w), 828 (w), 752 (m),

686 (w), 662 (w), 622 (w).
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1-(2-(1,3-Dioxolan-2-yl)ethyl)-1 H-imidazol-4-carbaldehyd (201) und 1-(2-(1,3-
Dioxolan-2-yl)ethyl)-1 H-imidazol-5-carbaldehyd (202) (JES-226)
1 Nz{ \/5\6(())7
N:\ 5 60 7 zﬁ/N
O 2l N 3 4 07
\A{ \4/\%)7 o7
201 202

1 H-Imidazol-4-carbaldehyd (174) (5.05 g, 51.0 mmol) wurde zusammen mit K.COs
(14.1 g, 102 mmol) und Kaliumiodid (11.9 g, 71.4 mmol) vorgelegt, woraufthin die
Atmosphére durch Argon ausgetauscht wurde. Nach Zugabe von 60 mL entgastem DMF
wurde 5 Minuten gertihrt, bis der Aldehyd gelost war. Nun wurde langsam 2-(2-
Bromoethyl)-1,3-dioxolan (200) (8.55 mL, 71.4 mmol) zugegeben und das entstandene
Gemisch iiber Nacht bei RT geriihrt. Anschliefend wurden die Salze abfiltriert und die
Losung eingeengt. Der Riickstand wurde mit EtOAc und Wasser aufgenommen und die
Phasen getrennt. Die wissrige Phase wurde drei weitere Male mit EtOAc extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden nach Waschen mit 5%iger LiCl-Losung und ges.
NaCl-Losung iiber Na,SO4 getrocknet und vom Losungsmittel befreit. Um die entstandenen
Regioisomere  von  Verunreinigungen zu  befreien wurde das  Rohprodukt
sdulenchromatographisch getrennt, wobei das Kieselgel vorher {iber Nacht in einem
Losungsmittelgemisch aus CHyCla:MeOH 9:1 mit 1% NH,OH desaktiviert wurde. So wurde

das Gemisch an Regioisomeren als gelbes Ol erhalten (3.46 g, 17.6 mmol, 35%).

Dieses Regioisomerengemisch konnte durch RP-Sdulenchromatographie mit einem
C8-Material soweit angetrennt werden, dass das 1,4-substituierte Derivat (weiler Feststoff)
sauber charakterisiert werden konnte, wiahrend das zweite Regioisomer aus der Mischung

heraus charakterisiert wurde.
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Verbindung 201:

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 9.69 (1H, s, -CHO), 8.09 (1, d, J = 1.16 Hz, H3), 7.88
(1H, d, J = 0.92 Hz, HI), 4.82 (1H, t, J = 4.52 Hz, H6), 4.14 (2H, t, J = 7.34 Hz, HJ),
3.73 - 3.93 (4H, m, H7), 2.00 - 2.14 (2H, m, H5). “C NMR (400 MHz, DMSO-d,) &
185.2 (-CHO), 141.5 (C2), 139.9 (CI), 127.6 (C9), 101.3 (C6), 64.3 (C7), 42.1 (C4),
34.1 (C5). LCMS (ESI): tz = 2.6 min (Methode I); m/z (% relative Intensitét): 197.1
[M+H* (100.0), 393.2 [2M+H*] (6.3). HRMS (ESD): m/7 ber. fiir CoHisNoO5" [M+H]
197.0021; gef. m/z 197.0922. IR (cm): ¥ = 3102 (w), 3060 (w), 2962 (w), 2895 (w),
2848 (w), 2768 (w), 1670 (s), 1542 (m), 1487 (w), 1460 (w), 1446 (w), 1415 (m), 1380 (m),
1358 (w), 1217 (w), 1166 (s), 1133 (m), 1078 (w), 1063 (m), 1048 (w), 1027 (m), 994 (w),
968 (w), 941 (m), 890 (s), 862 (m), 786 (w), 773 (s), 728 (w), 684 (w), 670 (m), 633 (s),

541 (m), 408 (w).
Verbindung 202:

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 9.73 (1H, d, J = 0.80 Hz, -CHO), 7.79 (1H, s, H2),
7.26 (1H, s, H3), 4.81 (100, t, J = 4.42 Uz, H6), 4.42 (21, t, J = 6.92 Iz, H}), 3.80 — 3.98
(4H, m, H7), 212-219 (2H, m, H5). ™C NMR (400 MHz, Chloroform-d) é
179.2 (-CHO), 144.1 (C1), 143.7 (C2), 131.1 (C9), 101.9 (C6), 65.3 (C7), 42.6 (C4),
34.1 (C5). LCMS (ESI): tg = 3.3 min (Methode I); m/z (% relative Intensitat): 197.1
[M+H"*] (100.0). HRMS (ESI): m/z ber. fir CoHisN,Os" [M4+H'] 197.0921; gef. m/z

197.0923. (IR wurde nicht gemessen, da nur als Isomerengemisch)
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Ethyl- N-(2-amino-1,2-dicyanovinyl)formimidat (211, JES-228)
; CN
PN
NH,
Eine Mischung von Diaminomalonitril (210) (20.0 g, 185 mmol) und Triethylorthofomiat
(30.0 mL, 185 mmol) in 32 mL 1,4-Dioxan wurde iiber 4 h refluxiert, wobei iiber eine
Destillationsbriicke kontinuierlich ein Gemisch aus EtOH und Dioxan abdestilliert wurde.
Sobald die Kopftemperatur von den vorher durchgéingigen 95 °C auf etwa 100 °C stieg,
wurde das Heizen gestoppt. Nachdem das Gemisch RT erreicht hatte, wurden 166 mL
n-Hexan hinzugegeben und das Gemisch auf -15 °C abgekiihlt, wobei ein brauner Feststoff
ausfiel. Der Feststoff wurde abfiltriert und aus CH,Cl, umkristallisiert. Dabei wurde ein
schwarzer Feststoff aus der heien Losung abfiltriert. Aus dem Filtrat fiel bei Herabkiihlen
ein brauner Feststoff aus, der als das saubere Produkt identifiziert wurde (20.2 g,

122 mmol, 66%).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 8.01 (1H, s, H1), 4.65 (2H, bs, -NH,), 4.28 (2H, qd,
J =11.87, 0.67 Hz, -CH,CHs), 1.39 (3H, t, -CH;). *C NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6
158.2 (C1),121.4 (C3), 113.9 (-CN), 113.2 (-ON), 104.2 (C2), 64.2 (- CH,CHs), 14.1 (- CHy).
LCMS (ESI): tr = 7.5 min (Methode I); m/z (% relative Intensitét): 165.1 [M-+H']
(100.0), 137.0 [M-Et+H"] (99.5). HRMS (ESI): m/z ber. fir C-H:N.ONa* [M+Na']
187.0590; gef. m/z 187.0591. IR (cm™): ¥ = 3418 (m), 3307 (s), 3262 (w), 3169 (w),
3106 (w), 2093 (w), 2980 (w), 2244 (m), 2208 (w), 1637 (s), 1607 (w), 1473 (m), 1400 (w),
1378 (m), 1340 (w), 1254 (s), 1231 (w), 1212 (w), 1173 (w), 1150 (), 1123 (w), 1080 (w),

1009 (w), 940 (w), 808 (m), 632 (m), 600 (w), 545 (m), 503 (s).
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5-Amino-1-(3-hydroxypropyl)-1 H-imidazol-4-carbonitril (213, JES-230)

HoN

3 4 6
NC\%\N/\/\OH
2 —J 5
N=—4

Ethyl- N-(2-amino-1,2-dicyanovinyl)formimidat (211) (400 mg,  2.44 mmol) und
Aniliniumchlorid (5.00 mg, 38.5 pmol) wurden in 8 mL EtOH gelost. Nachdem die Losung
auf 10 °C abgekiihlt war, wurde bei dieser Temperatur 3-Aminopropanol (212) (222 pL,
2.92 mmol) zugetropft. Dann wurde das Gemisch 3 h bei RT geriihrt. Anschliefend wurde
das Gemisch bei 10 °C zu 5 mL 0.8 M NaOH-Lésung getropft. Nach 1 h Riithren bei RT
wurde mit ges. NaCl-Losung verdiinnt und dreimal mit n-BuOH extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden {iber Na,SO, getrocknet und vom Loésungsmittel befreit. Der
erhaltene Feststoff wurde mit CH,Cl, gewaschen, wodurch nach Trocknung das saubere

Produkt gewonnen wurde (401 mg, 2.41 mmol, 99%).

'H NMR (400 Mz, DMSO-d,) & 7.17 (11, s, 1), 6.14 (2H, s, -NH,), 4.77 (111, bs, -OH),
3.86 (2H, t, J = 7.00 Hz, Hj), 3.35 - 3.40 (2H, m, H6), 1.75 (2H, p, J = 6.56 Hz, H5).
1BC NMR (400 MHz, DMSO-d;) 6§ 147.6 (C3), 132.7 (C1), 117.5 (-ON), 90.3 (C9),
57.3 (C6), 40.0 (C4), 31.8 (C5). LCMS (ESI): tg = 1.4 min (Methode I); m/z (% relative
Intensitit): 167.1 [M+H'] (100.0). HRMS (ESI): m/z ber. fir C-H,N,O" [M+H']
167.0027; gef. m/z 167.0927. IR (cm™): ¥ = 3423 (m), 3317 (w), 3123 (m), 2944 (w),
2013 (w), 2886 (w), 2362 (w), 2207 (s), 1683 (w), 1661 (m), 1637 (w), 1587 (s), 1559 (w),
1541 (w), 1526 (w), 1508 (w), 1471 (w), 1457 (w), 1445 (w), 1430 (w), 1403 (w), 1319 (w),

(
1208 (w), 1063 (m), 1003 (w), 924 (w), 632 (m), 517 (w).
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2-(2-(1,3-Dioxolan-2-yl)ethyl)isoindolin-1,3-dion (214, JES-235)

, 9 ., 0ws
i

. 0
2-(2-Bromoethyl)-1,3-dioxolan (208) (2.98 mL, 24.9 mmol) wurde zu einem Gemisch von
Kaliumphthalimid (216) (5.07 g, 27.3 mmol) und Kaliumiodid (4.13 g, 24.9 mmol) in
50 mL entgastem DMF gegeben. Das Gemisch wurde bei 70 °C {iber Nacht geriihrt bevor
270 mL 5%iger LiCl-Losung und 150 mL EtOAc zugegeben wurden. Die Phasen wurden
getrennt und die organische Phase wurde mit ges. NaCl-Losung gewaschen, {iber Na,SOy
getrocknet und vom Loésungsmittel befreit. Der olige Riickstand wurde mit Wasser und
etwas NaHCOs-Losung verdiinnt, woraufhin unter Zugabe von EtOH umkristallisiert
wurde. Beim Abkiihlen fiel ein hellgelber Feststoff aus, welcher nach Abfiltrieren und

Trocknen als das saubere Produkt identifiziert wurde (3.68 g, 14.9 mmol, 60%).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 7.80 — 7.85 (2H, m, H2), 7.67 — 7.71 (2H, m, H1),
4.95 (1H, t, J = 4.38 Hz, H7), 3.92 — 3.95 (2H, m, HS), 3.78 — 3.86 (4H, m, H5 + HS),
2.04 - 2.09 (2I, m, H6). *C NMR (400 Mz, Chloroform-d) 6 168.4 (C4), 133.9 (C1),
132.4 (C3), 123.3 (C2), 102.8 (C7), 65.1 (CS), 33.3 (C5), 32.4 (C6). LCMS (ESI):
tr = 7.1 min (Methode I); m/z (% relative Intensitit): 248.1 [M+H'] (100.0), 517.1
[2M+Na'] (1.7). HRMS (ESI): m/z ber. fir C;3HisNO,Na* [M+Na'] 270.0737; gef. m/z
270.0741. IR (cm): ¥ = 2048 (w), 2884 (w), 2361 (w), 1765 (w), 1699 (s), 1615 (w),
1558 (w), 1542 (w), 1521 (w), 1467 (w), 1446 (w), 1434 (w), 1393 (s), 1370 (w), 1338 (w),
1248 (w), 1189 (w), 1172 (w), 1123 (m), 1061 (w), 1025 (w), 1011 (m), 992 (w), 944 (w),
911 (w), 889 (s), 848 (w), 793 (w), 726 (w), 713 (s), 669 (w), 620 (w), 566 (w), 529 (m),

495 (m).



7.2 - Synthesevorschriften

2-(2-Azidoethyl)-1,3-dioxolan (217, JES-238)

Zu einer 0.5 M Losung von NaN; (3.95 g, 60.8 mmol) in trockenem DMSO wurde
2-(2-Bromoethyl)-1,3-dioxolan (208) (6.61 mL, 55.2 mmol) getropft und die resultierende
Losung wurde bei RT iiber Nacht geriihrt. Anschlieffend wurden langsam 270 mL Wasser
zugegeben. Nach dreimaliger Extraktion mit jeweils 160 mL Et,O wurde die organische
Phase zweimal mit 270 mL Wasser und einmal mit 270 mL ges. NaCl-Losung gewaschen.
Nach Trocknung iiber Na,SO, und Entfernen des Losungsmittels (max. 35 °C und
150 mbar) wurde ein gelbes Ol erhalten, das als Produkt identifiziert wurde (6.76 g,

47.2 mmol, 86%).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 4.96 (1H, t, J = 4.48 Hz, H3), 3.96 — 4.02 (2H, m,
Hj), 3.83 —3.91 (2H, m, H{), 3.43 (2H, t, J = 6.92 Hz, H1), 1.93 — 1.98 (2H, m, H2).
13C NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 102.2 (C3), 65.1 (C4), 46.7 (C1), 33.2 (C2).
HRMS (ESI): ionisiert weder bei ESI noch bei APCI in der Routineanalytik, zudem UV-
inaktiv (PDA) IR (em™): ¥ = 2958 (w), 2885 (w), 2090 (s), 1457 (w), 1412 (w), 1368 (w),
1349 (w), 1293 (w), 1263 (m), 1136 (s), 1087 (w), 1057 (w), 1028 (m), 980 (w), 944 (m),

906 (w), 791 (w), 640 (w), 557 (w), 484 (w).

2-(1,3-Dioxolan-2-yl)ethan-1-amin (215, JES-233)

Methode 1:  Eine Losung von 2-(2-(1,3-Dioxolan-2-yl)ethyl)isoindolin-1,3-dion (214)

(3.74 g, 15.1 mmol) und Hydrazinmonohydrat (2.00 mL, 41.2 mmol) in 62 mL MeOH
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wurde fiir 4 h unter Riickfluss erhitzt. Anschlieend wurde das Lésungsmittel entfernt und
10%ige NaOH-Losung zugegeben. Nach Riihren fiir 15 Minuten wurde mehrfach mit
CH,Cl; extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Wasser gewaschen und
iiber Na,SO, getrocknet. Das durch Entfernen des Losungsmittels erhaltene Ol wurde ohne

weitere Aufreinigung umgesetzt (750 mg, 6.40 mmol, 42%).

Methode 2: Zu einer Losung von 2-(2-Azidoethyl)-1,3-dioxolan (217) (6.40 g, 44.7 mmol)
in 45 mL trockenem THF wurde tiber 3 h eine Lésung von Triphenylphosphin (11.7 g,
44.7 mmol) in 45 mL trockenem THF getropft. Anschlieend wurde die Losung fiir 2 h bei
RT geriihrt und dann mit 1.5 mL. Wasser versetzt. Nach einer weiteren Stunde Riihrzeit
wurde die Losung konzentriert und 45 mL FEt,O zugegeben. Bei Zugabe von Na,SO, fiel
zusitzlicher Feststoff aus. Dieser wurde zusammen mit dem Trockenmittel abfiltriert und
mehrfach mit Et,O gewaschen. Nach Entfernen des Ldésungsmittels wurde das Produkt
durch eine Kugelrohrdestillation gereinigt (75— 100 °C/0.2 mbar) und als klares Ol

erhalten (3.22 g, 27.5 mmol, 62%).

'"H NMR (400 Mz, Chloroform-d) & 4.90 (1L, t, J = 4.70 Iz, H3), 3.78 - 3.98 (411, m,
o)) 2.8 (2H, t, J=6.661Hz H1), 1.79 (20, td, J =997, 472z H2).
13C NMR (400 MIz, Chloroform-d) 6 103.8 (C9), 64.9 (C4), 37.6 (C1), 37.4 (C9).
LCMS (ESI): tr = 1.4 min (Methode I); m/z (% relative Intensitét): 118.1 [M+H']
(100.0). HRMS (ESI): m/z ber. fiir C;Hi,2NO," [M+H'] 118.0863; gef. m/z 118.0862.
IR (cm™): ¥ = 3357 (w), 3264 (w), 2951 (w), 2880 (m), 1603 (w), 1474 (w), 1410 (w),
1362 (w), 1215 (w), 1129 (s), 1022 (m), 944 (w), 878 (w), 805 (w), 731 (w), 710 (w),

543 (w).
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1-(2-(1,3-Dioxolan-2-yl)ethyl)-5-amino-1 H-imidazol-4-carbonitril (218, JES-236)

7
HoN . O’>
3 6 7
NC\ZZ\N/\S/ko
N:J1

Ethyl- N-(2-amino-1,2-dicyanovinyl)formimidat (211) (3.53 g, 21.5 mmol) und
Aniliniumchlorid (67.2 mg, 519 pmol) wurden in 50 mL EtOH gelost. Nachdem die Losung
auf 10 °C abgekiihlt wurde, wurde bei dieser Temperatur eine Losung von 2-(1,3-Dioxolan-
2-yl)ethan-1-amin (215) (3.04 g, 25.9 mmol) zugetropft. Dann wurde das Gemisch iiber
Nacht bei RT geriihrt. Anschlielend wurde das Gemisch bei 10 °C zu 50 mL 0.8 M NaOH-
Losung getropft. Nach 1.5 h Riihren bei RT wurde mit ges. NaCl-Loésung verdiinnt und
dreimal mit CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Na,SO,
getrocknet und vom Losungsmittel befreit. Das Produkt wurde durch DCVC aus dem

Rohgemisch gewonnen (1.91 g, 9.16 mmol, 35%).

'H NMR (400 Mz, DMSO-d;) 6 7.17 (11, s, H1), 6.10 (2L, s, -Nb), 4.81 (1IL, t,
J = 4.68 Uz, H6), 3.85 - 3.91 (4IL, m, Hj + H7), 3.75 — 3.79 (211, m, H7), 1.93 — 1.98 (211,
m, H5). “C NMR (400 MHz, DMSO-d;) 6 147.4 (C3), 132.7 (C1), 117.4 (-CN),
101.3 (C6), 90.5 (C2), 643 (C7), 38.6 (Cf), 32.7 (C5). LCMS (ESI): tr = 2.8 min
(Methode I); m/z (% relative Intensitét): 209.1 [M+H'] (100.0), 417.1 [2M+H"] (11.3).
HRMS (ESI): m/z ber. fiir CoHisN4O," [M+H"] 209.1033; gef. m/z 209.1032. IR (cm™):
¥ = 3362 (m), 3330 (w), 3129 (m), 2889 (w), 2201 (s), 1661 (s), 1593 (s), 1525 (m),
1471 (w), 1447 (w), 1426 (m), 1215 (m), 1174 (w), 1146 (m), 1101 (m), 1034 (s), 1025 (W),
969 (m), 937 (m), 889 (m), 818 (w), 797 (w), 736 (m), 707 (w), 639 (W), 625 (w), 522 (m),

483 (w), 439 (w).
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4-(((1-(2-(1,3-Dioxolan-2-yl)ethyl)-1 H-imidazol-4-yl)methyl)amino)picolino-

nitril (203, JES-227)

N 120]”
NC._1_A H\}K/Nﬁo 13
AN, 10
N A4

4-Aminopyridin-2-carbonitril (100 mg, 839 pmol) wurde in einem Gemisch aus 1.5 mL
1,2-Dichlorethan und AcOH (240 pL, 4.20 mmol) gelost. Dann wurde eine Losung der
regioisomeren Imidazolcarbaldehyde 201 und 202 (329 mg, 1.68 mmol) in 1 mL
1,2-Dichlorethan zugegeben. Nach Zugabe von NaBH(OAc); (480 mg, 2.27 mmol) wurde
das Gemisch fiir 2.5 h bei RT geriihrt, bevor 1 M NaOH-Losung zugegeben wurde. Nach
Separation der Phasen wurde die wissrige Phase dreimal mit EtOAc extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden iiber Na,SO4 getrocknet und vom Lésungsmittel
befreit. Nach siulenchromatographischer Trennung wurde das Produkt als milchiges Ol

erhalten, das spéter auskristallisierte (169 mg, 566 pmol, 67%).

'H NMR (400 MHz, DMSO-d) 6 8.09 (1H,d, J=588Hz H5), 7.59 (1H, d,
J=1.28 Hz, HY), 7.40 (1H, t, J = 5.48 Hz, -NH), 7.11 - 7.12 (2H, m, H2 + HS), 6.79
(1H, dd, J = 5.88, 2.44 Hz, Hj), 4.76 (1H, t, J = 4.68 Hz, H12), 4.16 (2H, d, J = 5.56 Hz,
H6), 4.00 (2H, t, J = 7.40 Hz, H10), 3.72 - 3.93 (4H, m, H13), 1.99 - 2.04 (2H, m, H11).
135G NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 153.9 (C9), 150.4 (C5), 137.9 (C7), 137.2 (C9),
132.7 (C1), 118.3 (-ON), 116.9 (CS), 112.3 (C2), 109.8 (C4), 101.3 (C12), 64.3 (C19),
41.6 (C10), 39.8 (C6), 34.7 (C11). LCMS (ESI): tr = 4.8 min (Methode I); m/z (%
relative Intensitét): 300.2 [M+H'] (100.0), 599.3 [2M+H"] (25.0). HRMS (ESI): m/z ber.
fiir CusH,sN;O," [MA+I1Y] 300.1455; gef. m/z 300.1455. IR (em™): ¥ = 3225 (w), 3132 (w),
3078 (w), 3048 (w), 3023 (w), 2962 (w), 2931 (w), 2886 (m), 2233 (w), 1598 (), 1530 (m),
1503 (w), 1471 (w), 1442 (w), 1419 (w), 1358 (w), 1319 (m), 1281 (m), 1265 (w), 1244 (w),
)

(
1215 (w), 1170 (w), 1138 (m), 1076 (w), 1048 (w), 1022 (w), 992 (w), 978 (s), 945 (w

9
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918 (w), 902 (w), 884 (w), 865 (w), 837 (w), 815 (w), 789 (w), 760 (W), 729 (w), 685 (w),

649 (w), 633 (m), 541 (w), 500 (w), 483 (m).

tert-Butyl((1-(2-(1,3-dioxolan-2-yl)ethyl)-1 H-imidazol-4-yl)methyl(2-

cyanopyridin-4-yl)carbamate (204, JES-255)

0._0 9 11 42,0~ 13
Y N= B
NC AN 7\”‘1{\<0 13
I 35 & 8
N 4

4-(((1-(2-(1,3-Dioxolan-2-yl)ethyl)-1 H-imidazol-4-yl)methyl)amino) picolinonitril (203)

(100 mg, 334 pmol) wurde bei 0 °C in 800 ul. DMF wihrend NaH (60%ig, 20.0 mg,
501 pmol) portionsweise im Argon-Gegenstrom zugegeben wurde, wobei eine gelbe Losung
entstand. Das Gemisch wurde bei RT 30 Minuten geriihrt, worauthin Boc,O (87.5 mg,
401 pmol) zugegeben und das Gemisch tiber Nacht gerithrt wurde. Dann wurden 0.8 mL
einer 5%igen LiCl-Losung zugegeben und dreimal mit 0.8 mL CH,Cl, extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit 0.8 mL ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber
Nap,SOs getrocknet und vom Loésungsmittel befreit. Das Produkt wurde nach

sidulenchromatographischer Trennung als klares Ol erhalten (103 mg, 258 yimol, 77%).

'"H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 8.51 (1H, dd, J = 5.80, 0.36 Hz, H2), 8.03 (1H, dd,
J = 2.28, 0.52 Hz, H5), 7.78 (1H, dd, J = 5.72, 2.36 Hz, H{), 7.51 (1H, s, H9), 6.88 (1H,
s, H8), 4.80 — 4.82 (3H, m, H6 + H12), 4.06 (2H, t, J = 7.22 Hz, H10), 3.82 — 3.97 (4H, m,
H13), 2.09-2.13 (2H, m, Hi1), 150 (9H, s, -C(CHy)s). **C NMR (400 MHz,
Chloroform-d) § 152.8 (-NCO-), 151.4 (C2), 151.0 (C3), 138.1(C7), 136.7 (C9),
134.1 (C1), 122.9 (C5), 120.3 (C4), 117.5 (-CN), 117.5 (C8), 101.5 (C12), 83.2 (-C(CHy)s),
65.2 (C13), 46.8 (C6), 42.3 (C10), 34.9 (C11), 28.3 (-C(CHy);). LCMS (ESI):

tr = 8.1 min (Methode I); m/z (% relative Intensitdt): 400.2 [M+H'] (100.0), 799.3
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[2M+H"] (14.3). HRMS (ESI): m/z ber. fiir CyxoHyN:O4" [M+H'] 400.1979; gef. m/z
400.1978 IR (cm): ¥ = 3327 (w), 2981 (w), 2933 (m), 2864 (w), 1677 (s), 1589 (w),
1519 (s), 1481 (w), 1450 (w), 1434 (w), 1402 (w), 1389 (w), 1364 (m), 1327 (w), 1299 (w),
1274 (s), 1253 (w), 1243 (w), 1189 (w), 1163 (s), 1140 (w), 1093 (w), 1076 (w), 1037 (w),
999 (m), 968 (w), 950 (w), 936 (m), 899 (w), 875 (m), 848 (w), 824 (w), 804 (m), 787 (w),

768 (w), 715 (w), 641 (w), 624 (m), 495 (w), 443 (m).

tert-Butyl-((1-(2-(1,3-dioxolan-2-yl)ethyl)-1 H-imidazol-4-yl)methyl) (2-

carbamoylpyridin-4-yl)carbamate (205, JES-258)

O (0] 9 1 120 13
0 N=\ j
? T\l/ Tl Nf<0 13
N 10
HNT Y NG
N /4

tert-Butyl((1-(2-(1,3-dioxolan-2-yl)ethyl)-1 H-imidazol-4-yl)methyl(2-cyanopyridin-4-yl)-
carbamat (204) (536 mg, 1.34 mmol) wurde mit MeOH (928 pL, 22.9 mmol), 3 M NaOH
(1.06 mL, 3.17 mmol) und 35%iger H,O,-Losung (371 pL, 3.82 mmol) versetzt. Das
entstandene Gemisch wurde eine halbe Stunde bei RT geriihrt und anschliefend mit
Wasser verdiinnt. Die wéssrige Phase wurde dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit ges. NaCl-Losung gewaschen und {iber Na,SO4 getrocknet.
Nach Entfernen des Losungsmittels wurde das Rohprodukt séulenchromatographisch
gereinigt. Das Produkt wurde als weiler, klebriger Feststoff erhalten (396 mg, 949 pmol,
71%).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 8.41 (1H, dd, J = 5.56, 0.36 Hz, H5), 8.24 (1H, d,
J = 2.16 Hz, H?), 7.81 (1H, d, J = 2.76 Hz, H), 7.66 (1H, dd, J = 5.56, 2.36 Hz, H/), 7.49
(1H, d, J = 1.12 Hz, H9), 6.86 (1H, s, HS), 5.83 (1H, d, J = 2.72 Hz, H), 4.86 (2H, s, H6),

4.79 (1H, t, J = 4.36 Hz, H12), 4.03 (2H, t, J = 7.24 Hz, H10), 3.81 - 3.87 (4H, m, H15),
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2.06 — 2.11 (2H, m, H11), 1.48 (9H, s, -C(CHs)s). *C NMR (400 MHz, Chloroform-d) §
166.8 (-CONH,), 153.3 ((NCO-), 151.5(C39), 150.2 (C1), 148.9 (C5), 138.7 (C),
136.6 (C9), 120.8 (C4), 117.4 (C2+ C8), 101.6 (C12), 82.4 (-C(CHy)), 65.1 (C19),
46.8 (C6), 42.3 (C10), 34.9 (C11), 28.3 (-C(CHs);). LCMS (ESI): ty = 6.5 min
(Methode I); m/z (% relative Intensitét): 418.2 [M+H'] (100.0), 835.4 [2M+H"] (40.3).
HRMS (ESI): m/z ber. fiir CyHasN;O5" [M+H'] 418.2085; gef. m/z 418.2086.-IR (cm™):
¥ = 3449 (w), 3310 (w), 2976 (w), 2888 (w), 1688 (s), 1594 (m), 1557 (w), 1503 (w),
1476 (w), 1442 (m), 1368 (m), 1309 (w), 1249 (w), 1213 (w), 1151 (s), 1082 (w), 1047 (w),

997 (w), 945 (w), 908 (w), 869 (w), 854 (w), 792 (w), 769 (w), 732 (m), 626 (w), 566 (w).

4-(((1-(2-(1,3-Dioxolan-2-yl)ethyl)-1 H-imidazol-4-yl)methyl)amino)picolin-

amid (221, JES-267)

9 41 4,0~ 13
N=\ j
1 2 H T Nﬁo 13
N 10
H2N I 3 6 8

4-(((1-(2-(1,3-Dioxolan-2-yl)ethyl)-1 H-imidazol-4-yl)methyl)amino) picolinonitril (203)

(300 mg, 1.00 mmol) wurde mit MeOH (693 pL, 17.1 mmol), 3 M NaOH (790 pL,
3.00 mmol) und 35%iger H,O,-Losung (644 pl, 6.63 mmol) versetzt. Das entstandene
Gemisch wurde eine halbe Stunde bei RT geriihrt und anschlieBend mit Wasser verdiinnt.
Die wiéssrige Phase wurde einmal mit EtOAc und anschliefend dreimal mit n-BuOH
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Na,SO. getrocknet. Nach
Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurden verbliebene Spuren von n-BuOH nach
Zugabe von MeCN und Wasser durch Gefriertrocknung entfernt. Das entstandene Produkt

wurde ohne weitere Aufarbeitung verwendet (272 mg, 856 pmol, 85%).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 8.06 (1H, d, J=5.64 Hz, H5), 7.86 (1H, d,

J = 2.64 Hz, -CONH,), 7.40 — 7.41 (2H, m, H2 + H9), 6.84 (1H, s, HS), 6.55 (1H, dd,
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J=566, 2.50Hz, H{), 607 (1H, d, J=3.04Hz, -CONH), 544 (1H, t,
J=5.14 Hz, -CNHC-), 4.79 (1H, t, J = 4.38 Hz, H12), 4.28 (2H, d, J = 5.32 Hz, H6),
401 (2H, t, J=7.28Hz, HI0), 3.80 - 3.94 (4H, m, H13), 2.06-2.10 (2H, m,
H11).*C NMR. (400 MHz, Chloroform-d) § 167.9 (-CONIL), 154.5 (C3), 150.0 (C1),
148.5 (C5), 138.7 (C7), 137.2 (C9), 116.5 (C8), 109.8 (C4), 106.5 (C2), 101.5 (C12),
65.1 (C13), 42.1 (C10), 40.7 (C6), 34.9 (C11). LCMS (ESI): tx = 3.8 min (Methode I);
m/z (% relative Intensitat): 318.1 [M+H"] (100.0), 635.3 [2M+H"] (15.4). HRMS (ESI
m/z ber. fiir Ci;H0N;05" [M+H*] 318.1561; gef. m/z 318.1566. IR (cm™): V =

3140 (w), 2958 (w), 2888 (w), 1707 (w), 1677 (m), 1603 (s), 1567 (w), 1504 (w), 1435 (w),

)
)
);
):

94 (w),

(w)
1364 (m), 1326 (w), 1268 (w), 1244 (w), 1222 (w), 1160 (w), 1137 (m), 1081 (w), 1045 (w),
1026 (w), 986 (s), 944 (w), 904 (w), 829 (w), 791 (w), 731 (s), 700 (w), 625 (m), 566 (w),

530 (w).

4-(((1-(3-Oxopropyl)-1 H-imidazol-4-yl)methyl)amino)picolinamid

(222, JES-269)

N

, \/r[/\ ICHO

HoN 1| 3 P 8
N__~4
5
Eine Losung von 4-(((1-(2-(1,3-Dioxolan-2-yl)ethyl)-1 H-imidazol-4-

yl)methyl)amino)picolin-amid (221) (130 mg, 410 pmol) in 3.00 mL THF wurde mit
1.95 mL Wasser verdiinnt und anschlieBend tropfenweise mit Perchlorsdure (70% in
Wasser, 650 pL, 4.54 mmol) versetzt. Nach 5 h Rithren bei RT wurde ges. K;CO;-Losung
zugegeben und der ausfallende Feststoff wurde abfiltriert und anschliefend mit EtOAc
gewaschen. Nach Trennung der wéssrigen und organischen Phase wurde die wéssrige Phase
dreimal mit n-BuOH extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit ges.

NasS:0;3-Losung  gewaschen und  anschlieBend  iiber Na,SO, getrocknet. Nach
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sdulenchromatographischer Trennung wurde das Produkt laut LCMS-Analyse sauber
gewonnen (87.8 mg, 321 pmol, 78%), jedoch konnte kein sauberes NMR-Spektrum der

Substanz aufgenommen werden.

LCMS (ESI): tg = 0.7 min (Methode IIT); m/z (% relative Intensitét): 274.1 [M+H"]
(51.3), 292.1 [M+H*+MeCN] (100). HRMS (ESI): m/z ber. fir CsHoN;Oy" [M+H]
274.1299; gef. m/z 274.1309. IR (cm™): V = 3564 (w), 3308 (w), 3138 (w), 2953 (w),
2021 (s), 2852 (w), 2531 (w), 2165 (w), 1672 (w), 1633 (w), 1605 (), 1504 (w), 1459 (w),
1377 (w), 1325 (w), 1257 (m), 1224 (w), 1160 (w), 1090 (w), 1029 (w), 987 (w), 893 (w),
828 (w), 790 (w), 732 (w), 695 (w), 637 (m), 624 (w), 589 (w), 571 (w), 560 (w), 514 (w),

497 (w), 482 (w), 446 (w).

4-(((1-(3-((5-(2-(3-Amino-4-hydroxyphenyl)-1,1,1,3,3,3-hexafluorpropan-2-yl)-
2-hydroxyphenyl)amino)propyl)-1 H-imidazol-4-yl)methyl)amino)picolinamid
(194, JES-270)

o)

H,oN }

2
N
\ NHNWNWNHZ
HOINZ 1 24 272 oH
Zu einer Losung von 2,2-Bis(3-amino-4-hydroxyphenyl)hexafluorpropan (104) (94.9 mg,
259 pmol) in 0.5 mL entgastem DMF wurde tropfenweise eine Losung von 4-(((1-(3-
Oxopropyl)-1 H-imidazol-4-yl)methyl)amino)picolinamid (222) (47.2 mg, 173 pmol) in
0.7 mL entgastem DMF gegeben. Nach 10 min Rithren bei RT wurde NaBH(OAc);
(43.9 mg, 207 pmol) hinzugegeben und das Gemisch bei RT iiber Nacht gerithrt. Dann
wurde ges. NaHCO;-Losung zugegeben und das entstandene Gemisch mit n-BuOH dreimal

extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit ges. NaCl-Losung gewaschen

und iiber Na,SOy getrocknet. Das Rohprodukt wurde in MeCN/Wasser aufgenommen und

285
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durch préaparative HPLC (HILIC-Phase) von iiberschiissigem Edukt getrennt. Die
Produktfraktionen wurden durch Gefriertrocknung vom Losungsmittel befreit, sodass das

Produkt als weifler Feststoff gewonnen wurde (24.1 mg, 38.7 pmol, 22%).

'H NMR. (400 MHz, MeOH-d,) 6 8.03 (1H, bs, H5), 7.59 (1H, bs, H9), 7.35 (1H, bs, H2),
7.00 (1H, bs, HS), 6.66 — 6.75 (6H, m, Hf + Huon), 6.39 (1H, bs, Huo), 4.31 (2H, bs, H6),
3.98 (2H, bs, H10), 2.93 (2H, bs, H12), 1.93 (2H, bs, H11). C NMR (400 MHz,
MeOH-dj) § 168.7 (-CONIL), 157.2 (C9), 149.5 (C1), 147.9 (C5), 146.8 (Chrr),
146.8 (Chunr),  146.4 (Cue), 1390 (C7),  138.5 (C9), 138.0 (C13), 136.0 (Cyur),
126.1 (Chu); 122.0 (CHuron), 120.1 (CHuow), 119.4 (CHuom), 118.6 (CS), 114.5 ( CHuom),
114.4 (CHuom), 113.5 (CHauow), 110.2 (C4), 107.5 (C2), 46.0 (C10), 41.4 (C12), 41.1 (C6),
31.2 (C11). *F NMR (376 MHz, MeOH-d)) 6 64.7 (-CF;). LCMS (ESI): tg = 7.4 min
(Methode 1); m/z (% relative Intensitét): 624.2 [M+H"] (100.0). HRMS (ESI): m/z ber.
fiir CosHeFeN-O5" [M+H"] 624.2152; gef. m/z 624.2156. IR (cm™): ¥ = 3115 (w), 2037 (w),
1661 (m), 1604 (s), 1567 (w), 1522 (m), 1435 (w), 1383 (w), 1326 (w), 1235 (m), 1196 (w),
1152 (s), 1099 (w), 988 (m), 958 (m), 807 (w), 789 (w), 734 (w), 717 (m), 661 (w), 627 (w),

578 (w), 542 (w), 526 (w), 453 (w).
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7.2.9 Synthese des FESIK-PROTACs

N-(2-Amino-5-nitrophenyl)-2-(1 H-indol-3-yl)acetamid (228, DWE-005)
HoN 11 2 13
g‘|N 1 HNj’](@{‘tNO
6 8 ©
4

5

Indol-3-essigséure (226) (5.00 g, 28.5 mmol) und HATU (11.0 g, 28.9 mmol) wurden unter
Argon-Atmosphére in 67 mL entgastem DMF gelost. Nach Zugabe von DIPEA (14.2 mL,
83.7 mmol) wurde das Gemisch fiir 1 h geriihrt. Bevor das Reaktionsgemisch bei RT iiber
Nacht geriithrt wurde, wurde p-Nitrophenlylendiamin (227) (4.49 g, 29.3 mmol) zugegeben.
Die fliichtigen Bestandteile wurden nach Abschluss der Reaktion am Rotationsverdampfer
bei 60 °C entfernt. Der Riickstand wurde mit 200 mL EtOAc verdiinnt und mit 200 mL
Wasser gewaschen. Die wissrige Phase wurde zweimal mit weiterem EtOAc extrahiert und
die vereinigten organischen Phasen wurden mit Na,SOs getrocknet, bevor das
Losungsmittel entfernt wurde. Nach Umbkristallisation aus EtOH wurde eine
Produktfraktion durch Abfiltrieren gewonnen. Das Filtrat wurde mit einer kleinen Menge
Wasser versetzt, wodurch weiteres Produkt ausfiel und abfiltriert werden konnte. Die so
erhaltenen Fraktionen gelb-orangen Feststoffs wurden vereinigt und als das saubere

Produkt charakterisiert (5.44 g, 17.5 mmol, 61%).

'"H NMR (400 MHz, Aceton-ds) 6 10.15 (1H, bs, -CNHC-), 8.60 (1H, bs, -CONH-), 8.19
(1H,d, J = 2.44 Hz, H15), 7.86 (1H, dd, J = 8.98, 2.62 Hz, H13), 7.69 (1H, d, J = 7.80 Hz,
H7),7.39 — 7.42 (2H, m, H{ + H1), 7.11 - 7.15 (1H, m, H5), 7.03 — 7.07 (1H, m, H6), 6.84
(1H, d, J = 9.00 Hz, H12), 5.68 (2H, bs, -NH,), 3.91 (2H, s, -CHy-). *C NMR (400 MHz,
Aceton-dg) 6 171.5 (C9), 150.2 (C14), 138.4 (C11), 137.8 (C8), 128.6 (C3), 125.1 (C1),
123.7 (C135), 123.6 (C10), 123.2 (C15), 122.5 (C6), 120.0 (C5), 119.6 (C7), 115.4 (C12),

112.4 (C4), 109.7 (C2), 34.5 (-CHy-). LCMS (ESI): tr = 7.3 min (Methode I); m/z (%
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relative Intensitét): 311.1 [M+H"] (100.0), 621.2 2M+H"] (66.7). HRMS (ESI): m/z ber.
fiir CiHisN4Og* [M+H*] 311.1139; gef. m/z 311.1144. IR (cm™): ¥ = 3338 (w), 3262 (m),
3078 (w), 2896 (w), 1651 (m), 1591 (m), 1519 (w), 1505 (w), 1487 (s), 1458 (w), 1434 (w),
1398 (w), 1365 (w), 1328 (w), 1307 (s), 1268 (w), 1241 (w), 1226 (w), 1200 (w), 1155 (w),
1128 (w), 1094 (m), 1067 (w), 976 (w), 899 (m), 836 (m), 826 (W), 779 (W), 759 (w),

738 (s), 641 (m), 616 (W), 596 (w), 546 (w), 525 (W), 465 (m), 425 (m).

2-(1H-Indol-3-ylmethyl)-6-nitro-1 H-benzimidazol (229, DWE-006)

1
H 16

N2 15
9
8 ,3 HN-Z iy
11
7 4 N N02
A 10 N712 43

6

N-(2-Amino-5-nitrophenyl)-2-(1 H-indol-3-yl)acetamid (228) (2.23 g, 7.18 mmol) wurde in
50 mL AcOH suspendiert und wurde fiir 30 Minuten mit max. 150 W Mikrowellenstahlung
bei 112 °C erhitzt. Anschliefend wurde der GroBteil an AcOH im Vakuum entfernt, bevor
NaHCOs-Losung zum Riickstand gegeben wurde. Nach Zugabe von EtOAc wurden die
Phasen getrennt und die wéssrige Phase wurde zwei weitere Male mit EtOAc extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Na,SO, getrocknet und vom
Losungsmittel befreit. Das Produkt wurde als orange-brauner Feststoff erhalten (2.09 g,

7.14 mmol, quant.).

'H NMR (400 MHz, Aceton-ds) 6 11.69 (LI, bs, -CNNE-), 10.20 (1IL, bs, H1), 8.27 — 8.45
(1, m, Hi5oder H16), 806809 (1H, m, H13), 7.49-7.68 (2H, m,
H5 + H15oder H16), 7.37 - 7.42 (2H, m, H2+ HS), 7.08-7.12 (1H, m, HG),
6.95—-6.99 (1H, m, H7), 4.47 (2H, s, H10). ™C NMR (400 MHz, Aceton-ds) &
161.4% (C11), 144.1 (C17), 137.9 (C9), 128.4 (C4), 125.1 (C2), 122.7 (C6), 120.1 (C),
119.5 (C5), 118.3 (C19), 112.5 (CS), 110.5 (C3), 26.9 (C10). (Chomsimiaua micht sichtbar,

*nur aus Korrelationsspektren abgeleitet) LCMS (ESI): tg = 7.9 min (Methode I); m/z
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(% relative Intensitit): 293.1 [M+H'] (100.0), 585.2 [2M+H'] (4.5). HRMS (ESI): m/z
ber. fiir CiHisN,O," [M+H'] 293.1033; gef. m/z 293.1038. IR (cm™): ¥ = 3386 (w),
3057 (w), 2902 (w), 1622 (w), 1592 (w), 1506 (m), 1468 (w), 1456 (m), 1444 (w), 1408 (m),
1386 (w), 1336 (s), 1307 (w), 1251 (w), 1224 (w), 1126 (w), 1094 (w), 1064 (m), 1008 (w),
887 (w), 831 (w), 819 (m), 771 (w), 738 (s), 688 (w), 644 (w), 611 (w), 585 (w), 545 (m),

421 (m).

2-((1 H-Indol-3-yl)methyl)-1 H-benzo[d]imidazol-5-amin (230, DWE-004)
16 15

1 17 14
HN—? HN/ONHz
s X \s nlg 12 13
f N
. 10
5

6

2-(1H-Indol-3-ylmethyl)-6-nitro-1 H-benzimidazol (229) (1.00 g, 3.42 mmol) wurde in
75 mL EtOAc gelost und die Losung mit Helium entgast. AnschlieBend wurde Pd/C
(10%ig, 282 mg, 267 pmol) zugegeben und die Atmosphére durch Wasserstoff ersetzt. Das
Gemisch wurde tiber Nacht bei RT geriihrt. Nach Abfiltrieren des Katalysators iiber Celite
wurde das Losungsmittel entfernt und das so entstandene Rohprodukt
sdulenchromatographisch getrennt. Das Produkt wurde als gelber Feststoff erhalten

(695 mg, 2.65 mmol, 77%).

'H NMR (400 MHz, DMSO-d,) 6 10.90 (1H, bs, H1), 7.48 (1H, d, J = 7.92 Hz, H5), 7.35
(1H, d, J = 8.12 Hz, HS), 7.24 (1H, d, J = 2.28 Hz, H16), 7.13 (1H, s, J = 8.44 Hz, H?),
7.03 - 7.07 (1H, m, H7), 6.90 - 6.95 (1H, m, H6), 6.58 (1H, d, J = 1.84 Hz, H13), 6.43
(1H, dd, J = 8.44, 2.08 Hz, H15), 4.16 (2H, s, H10). *C NMR (400 MHz, DMSO-d,) &
151.8 (C11), 143.8 (C14), 136.2 (C9), 127.0 (C4), 123.5(C2), 121.0 (C7), 118.5 (C6),
118.3 (C5), 115.9 (C16), 111.3 (C8), 110.5 (C15), 110.3 (C3), 96.8 (C13), 25.3 (C10).
(C12  C17 als quart. Benzimidazol-Protonen mnicht zu erkennen!) LCMS (ESI):

tr = 5.3 min (Methode I); m/z (% relative Intensitat): 263.1 [M-+HT] (100.0), 525.2

289
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[2M+H"] (14.4). HRMS (ESI): m/z ber. fiir Ci¢HisNs™ [M+H'] 263.1291; gef. m/z
263.1290. IR (cm): ¥ = 3042 (w), 2920 (w), 1633 (w), 1454 (w), 1434 (w), 1415 (w),

1350 (w), 1339 (w), 1223 (w), 1163 (w), 1009 (w), 807 (w), 740 (w), 617 (w), 423 (w).

2-Benzyl-1-(tert-butyl)-(2S,4 R)-4-hydroxypyrrolidin-1,2-dicarboxylat

(232, JES-171)

O\'\TO i ] ]
4 '1\\\ (6] 6 8
SRl e
HO

Zu einer Losung von trans-N-(tert-Butoxycarbonyl)-4-hydroxy-L-prolin (231) (4.63 g,
20.0 mmol) in 82 mL MeOH wurde bei 0 °C eine Losung von Cs;COs (3.52 g, 10.8 mmol)
in 62 mL Wasser gegeben. Nach Aufwiarmen auf RT wurde das Losungsmittel im Vakuum
bei etwa 60 °C entfernt, wobei die Bildung von Gas zu beobachten war. Der entstandene
klebrige Schaum wurde in 126 mL entgastem DMF gelost und im Anschluss unter
Eiskithlung tropfenweise mit Benzylbromid (2.54 mL, 21.4 mmol) versetzt. Nach Riihren
iiber Nacht wurde der entstandene weifle Niederschlag abfiltriert und das Filtrat im
Vakkum reduziert. Der Riickstand wurde in EtOAc aufgenommen, mit Wasser gewaschen
und iiber Na,SO, getrocknet. Nach Entfernen von Trocken- und Lésungsmittel konnte das
Produkt als klares hochviskoses Ol in Form zweier Rotamere erhalten werden (6.11 g,

19.9 mmol, 95%).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 7.28 — 7.39 (5H, m, H7 - H9), 5.07 — 5.29 (2H, m,
H5), 4.41 - 4.53 (2H, m, HI + H3), 3.65 (0.4H, d, J = 4.40 Hz, Hja), 3.62 (0.6H, d,
J = 4.40 Hz, Hja), 3.55 (0.6, d, J = 11.76 Hz, H/b), 3.44 (0.4H, d, J = 11.20 Hz, H{b),
2.23 - 2.33 (1H, m, H2a), 2.94 - 2.10 (1H, m, H2a), 1.89 (1H, s, -OH), 1.45 (3.2H,

s, -C(CHs)s), 1.34 (5.8H, s, -C(CHs)s). ™C NMR (400 MHz, Chloroform-d) &
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173.0 (-COO-), 154.1 ((NCOO-), 135.6 (C6), 128.8 (arom. C), 128.6 (arom. C),
128.6 (arom. C), 128.5 (arom. C), 128.2 (arom. C), 80.5 (-C(CHs)s), 80.4 (-C(CHa)s),
70.3 (C3), 69.6 (C3), 66.9 (C5), 58.1 (C1), 57.8 (C1), 54.8 (C4), 39.3 (C2), 38.6 (C2),
98.5 (-C(CHs)s), 28.3 (-C(CHy);). LCMS (ESD): tn = 8.5 min  (Methode I); m/z
(% relative Intensitéit): 266.1 [M—Bu+H"] (100.0), 322.1 [M-+H'] (13.9), 660.3 [2M+NH,']
(16.4). HRMS (ESI): m/z ber. fiir CsH;sNO;Na* [M+Na'] 344.1468; gef. m/z 344.1467.
IR (cm'): ¥ = 3427 (w), 2976 (w), 2935 (w), 1745 (w), 1672 (s), 1498 (w), 1477 (w),
1455 (w), 1394 (s), 1366 (w), 1257 (w), 1152 (s), 1126 (w), 1083 (w), 1053 (w), 1004 (w),

979 (w), 888 (w), 855 (w), 772 (w), 738 (m), 697 (m), 573 (w), 552 (w), 493 (w), 462 (w).

2-Benzyl-1-(tert-butyl)-(2S,4 R)-4-((methylsulfonyl)oxy)pyrrolidin-1,2-dicar-

boxylat (233, JES-184)

~

UL,
No
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Zu  einer Losung von  2-Benzyl-1-(tert-butyl)-(25,4 R)-4-hydroxypyrrolidin-1,2-
dicarboxylat (232) (4.12 g, 12.8 mmol) und NEt; (3.40 mL, 24.4 mmol6) in 40 mL CH,Cl,
wurde tropfenweise Methansulfonsdurechlorid (1.70 mL, 22.0 mmol) unter Eiskiihlung
gegeben. Nach Riihren {iber Nacht wurde das Gemisch mit EtOAc verdiinnt und mit
Wasser und ges. NaCl-Losung gewaschen. Nach Trocknung mit Na,SO4 und Entfernen des
Losungsmittels wurde das erhaltene Ol sidulenchromatographisch getrennt. So wurde das
Produkt als klares Ol in sauberer Form als Gemisch zweier Rotamere erhalten (4.78 g,

12.0 mmol, 93%).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 7.32 — 7.38 (5bH, m, H7 — H9), 5.07 — 5.28 (3H, m,

Hi+ Hb), 4.51 — 4.55 (0.4H, t, J = 7.68 Hz, H3), 4.42 — 4.46 (0.6H, t, J = 7.94 Hz, H3),
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3.85 — 3.88 (0.6H, m, Hf), 3.72 — 3.77 (L4H, m, H{), 3.03 (3H, s, -OSO.CHy), 2.55 — 2.60
(0.4H, m, H2a), 2.64 - 2.69 (0.6H, m, H2b), 2.20 - 2.29 (1H, m, H2a + H2b), 1.46 (3.6H,
s, -C(CHs)s), 1.35 (5.4H, s, -C(CHs)s). C NMR (400 MHz, Chloroform-d) é
172.1 (-COOC-), 153.5 (-NCOO-), 135.3 (C6), 128.8 (arom. C), 128.7 (arom. C),
128.6 (arom. C), 128.3 (arom. C), 81.1 (-C(CHy)y), 78.2 (C1), 77.9 (C1), 67.3 (C5),
577 (C9), B57.4(C9), 52.7(C4), 52.3(C4), 389 (-CHy), 37.7(C9), 36.4 (C9),
28.5 (-C(CHs)s), 28.3 (-C(CHs)s). LCMS (ESI): tg = 10.3 min (Methode I); m/z
(% relative Intensitdt): 300.1 [M-Boc+H'] (53.0), 344.1 [M—'Bu+H'] (100.0), 816.3
[2M+NH,"] (97.3). HRMS (ESI): m/z ber. fir CisH:NO7S* [M+Na'] 422.1244; gef. m/z
422.1253. IR (cm): ¥ = 2077 (w), 2937 (w), 1745 (w), 1695 (s), 1478 (w), 1456 (w),
1396 (w), 1356 (m), 1286 (w), 1258 (w), 1168 (w), 1154 (s), 1126 (w), 1052 (w), 1008 (w),

959 (w), 897 (s), 843 (w), 773 (w), 738 (m), 697 (m), 524 (m), 465 (w).

2-Benzyl-1-(tert-butyl)-(2S,45)-4-azidopyrrolidin-1,2-dicarboxylat

(234, JES-185)

2-Benzyl-1-(tert-butyl)-(25,4 R)-4-((methylsulfonyl)oxy)pyrrolidin-1,2-dicarboxylat (233)

(4.68 g, 11.7 mmol) wurde in 16 mL entgastem DMF gelost und mit NaN; (3.05 g,
47.0 mmol) versetzt. Nach Rithren iiber Nacht bei 55 °C wurde das Reaktionsgemisch mit
EtOAc verdiinnt und mit Wasser und ges. NaCl-Losung gewaschen. Nach Trocknen iiber
Na;SOs und Entfernen des Losungsmittels wurde das erhaltene Rohprodukt
sdulenchromatographisch gereinigt. Das Produkt wurde als klares Ol erhalten (3.43 g,

9.90 mmol, 84%).
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'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 7.31 - 7.36 (5H, m, H7 — H9), 5.09 - 5.29 (2H, m,
H5), 4.48 — 451 (0.4H, m, H1), 4.34 - 4.38 (0.6H, m, H1), 4.13 - 4.15 (1H, m, H3),
3.66 - 3.77 (1H, m, H3), 3.42-3.53 (1H, m, Hfa), 2.39- 251 (1H, m, H/b),
219 - 2.21 (0.5H, m, H2a), 2.16 - 2.18 (0.4H, m, H2b), 1.46 (3.9H, s, -C(CH)s),
1.34 (5.1H, s, -C(CH;);). ™C NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 171.7 (-COOC-),
171.4 (-COOC-), 153.6 (-NCOO-), 135.6 (C6), 128.7 (arom. C), 128.6 (arom. C),
128.6 (arom. C), 128.3 (arom. C), 80.7 (-C(CHs)s), 67.2 (C5), 59.5 (C3), 58.5 (C3),
58.0 (C1), 57.6 (C1), 51.4(CY), 510 (C4), 362 (C2), 353 (C2), 28.5 (-C(CH)y),
28.3 (-C(CHs)s). LCMS (ESI): tg = 11.3 min (Methode I); m/z (% relative Intensitét):
247.1 [M-Boc+H*] (57.0), 263.1 [M-No+H*] (100.0), 291.1 [M-Bu+I"] (98.5), 347.2
IM4+IY] (19.8), 7104 [2M4+NH*] (20.9). HRMS (ESI): m/z berfiir CiHpN,ONat
[M+Na‘] 369.1536; gef. m/z 369.1536. IR (cm™): ¥ = 3034 (w), 2976 (w), 2102 (s),
1750 (w), 1696 (s), 1498 (w), 1477 (w), 1455 (w), 1392 (s), 1365 (w), 1323 (w), 1258 (w),
1212 (w), 1154 (s), 1115 (w), 1052 (w), 1029 (w), 1003 (w), 967 (w), 890 (w), 855 (w),

769 (w), 736 (m), 697 (m), 622 (W), 594 (w), 562 (w), 491 (w), 463 (w), 424 (w).

2-Benzyl-1-(tert-butyl)-(2S,4S5)-4-aminopyrrolidin-1,2-dicarboxylat

(235, JES-186)

Zu einer Loésung von 2-Benzyl-1-(tert-butyl)-(25,45)-4-azidopyrrolidin-1,2-dicarboxylat
(234) (3.00g, 8.66 mmol) in 117mL THF wurden im Argon-Gegenstrom
Triphenylphosphin (4.54 g, 17.3 mmol) und 11 mL. Wasser gegeben. Das Reaktionsgemisch
wurde 5 h unter Riickfluss geriihrt und anschlieBend vom Losungsmittel befreit. Der bei

Zugabe von Et,O ausfallende Feststoff wurde abfiltriert und das Filtrat mit 0.1 M HCI-

293
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Losung gewaschen. Die wéssrige Phase wurde gesammelt und mit 1 M NaOH-Loésung
neutralisiert und mit ges. NaHCO;-Losung leicht basisch gestellt. Diese wassrige Phase
wurde dann dreimal mit Et,O extrahiert. Die vereinigten etherischen Extrakte der
basischen Phase wurden iiber Na,SO. getrocknet und vom Losungsmittel befreit, wodurch

das Produkt als klares Ol erhalten wurde (2.05 g, 6.39 mmol, 74%).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 7.30 — 7.37 (5H, m, H7 - H9), 5.08 — 5.30 (2H, m,
H5), 4.36 — 4.40 (0.4H, m, H1), 4.25 — 4.29 (0.6H, m, H1), 3.68 - 3.72 (0.6H, m, H/a),
3.62 — 3.66 (0.4H, m, H/a), 3.51 — 3.55 (1IL, m, H3), 3.22 — 3.29 (1, m, H/b), 2.39 — 2.50
(1H, m, H2a), 1.78 — 1.86 (1H, m, H2b), 1.46 (3.6IL, s, -C(CHL)), 1.34 (5.3M, s, -C(CHy)).
13C NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 173.4 (-COOC-), 173.3 (-COOC-),
154.5 (-NCOO-), 153.8 ((NCOO-), 135.6 (C6), 128.8 (arom. C), 128.6 (arom. C.),
128.3 (arom. C), 80.4 (-C(CHa)s), 67.1 (C5), 58.5 (C1), 58.2 (C1), 55.4 (C4), 55.2 (C4),
5.3 (C9), 505 (C9), 397 (C2), 38.9(C2), 285 (-C(CHy)s), 28.3 (-C(CH)y).
LCMS (ESI): tg = 11.3 min (Methode I); m/z (% relative Intensitét): 265.1 [M—'Bu +H"]
(100.0), 321.2 [M+H'] (49.1), 641.3 [2M+H'] (89.9). HRMS (ESI): m/z ber. fiir
Ci7H24N,OsNa* [M+Na'] 343.1628; gef. m/z 343.1620. IR (cm™): ¥ = 3358 (w), 2976 (w),
2032 (w), 2875 (w), 1743 (w), 1689 (s), 1536 (w), 1497 (w), 1477 (w), 1454 (w), 1390 (s),
1365 (w), 1302 (w), 1255 (w), 1155 (s), 1124 (w), 1023 (w), 970 (w), 888 (w), 770 (w),

736 (m), 697 (s), 594 (w), 577 (w), 542 (w), 461 (w).

Ethyl-1-phenyl-2,5,8,11,14-pentaoxahexadecan-16-oat (237, JES-172)
16

2 6 7 10 1
O O NN O o N O

13

Unter Eiskithlung wurde im Argon-Gegenstrom Natrium-tert-butanolat (2.09 g,
21.7 mmol) zu einer Losung von Tetraethylenglycolmonobenzylether (236) (95%ig, 5.00 g,

16.7 mmol) in trockenem THF gegeben. Das entstandene Gemisch wurde fiir eine Stunde
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bei 40 °C gerithrt und dann nach Abkiihlen auf 0 °C mit Bromessigsdureethylester (157)
(2.77 mL, 25.1 mmol) versetzt. Das Gemisch wurde langsam auf RT gebracht und iiber
Nacht geriihrt. Nach Entfernen des Losungsmittels wurde der Riickstand in EtOAc und
Wasser aufgenommen und die beiden Phasen separiert. Die wéssrige Phase wurde drei
weitere Male mit EtOAc extrahiert und die vereinigten organischen Phasen anschlieSend
iitber NaxSO. getrocknet. Nach Entfernen von Trocken- und Losungsmittel wurde das
erhaltene Gemisch mittels DCVC getrennt, wodurch das Produkt als klares Ol erhalten

wurde (3.76 g, 10.2 mmol, 61%). Das Produkt wurde ohne Aufreinigung weiter umgesetzt.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 7.27 — 7.34 (5H, m, H15— H17), 4.56 (2H, s, H13),
421 (2H, q, J = 7.14 Hz, H2), 4.13 (2H, s, H{), 3.61 — 3.73 (16H, H5 — H12), 1.28 (3H, t,
J=T712Hz, HI). C NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6§ 170.6 (C3), 138.5 (C14),
128.5 (C15), 127.9 (C16), 127.7 (C17), 73.4 (C13), 71.1 (C5 - C11), 70.8 (C5— C11),
70.8 (05— C11), 70.8 (C5- C11), 69.6 (C12), 68.9 (C4), 60.9 (C2), 14.3 (C1).
LCMS (ESI): tg = 8.0 min* (Methode I); m/z (% relative Intensitdt): 420.2 [M+H"]
(100.0). *Angabe fir Produktpeak, Produkt aber nicht sauber! HRMS (ESI): m/z ber. fiir
CiH307Na" [M+Na't] 393.1884; gef. m/z 393.1882. IR (cm™): ¥ = 2868 (w), 1750 (m),
1453 (w), 1380 (w), 1351 (w), 1277 (w), 1203 (w), 1094 (s), 1027 (w), 942 (w), 850 (w),

740 (w), 699 (m).

Ethyl-14-hydroxy-3,6,9,12-tetraoxatetradecanoat (238, JES-176)
2 Q 6 7 10 1"
1/\0)?J\/0\/\O/\/O\/\O/\/OH
4 5 8 9 12

Nachdem eine Losung von Ethyl-1-phenyl-2,5,8,11,14-pentaoxahexadecan-16-oat (237)
(833 mg, 2.25 mmol) in 10 mL EtOAc wurde mit Argon fiir fiinf Minuten entgast worden
war, wurde Pd(OH),/C (20%ig, 789 mg, 1.12 mmol) zugegeben. Die Losung wurde dann

mit Wasserstoff gespiilt, bis die Atmosphédre vollstindig ausgetauscht war. Das
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Reaktionsgemisch wurde unter Wasserstoffatmosphére iiber Nacht geriihrt und am
néachsten Tag {iber Celite filtriert. Dabei wurde THF zur vollstandigeren Elution genutzt.
Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum, wurde das Produkt als klares, gelbliches

Ol erhalten (627 mg, 2.24 mmol, quant.).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 4.20 (2H, q, J = 7.14 Hz, H2), 4.13 (2H, s, HY),
3.59 ~3.73 (16H, m, H5 -~ H12), 2.92 (1H, bs, -OH), 1.27 (3H, t, J=7.14 Hz, HI).
3C NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 170.6 (-COOEt), 72.6 (C6— C11), 71.1 (C%),
70.8 (C6 - C11), 707 (C6 - C11), 70.7 (C6— C11), 70.5(C6— C11), 68.9 (C4),
61.9 (C12), 60.9 (C2), 14.3 (-CH;3). LCMS (ESI): tr = 3.9 min* (Methode I); m/z
(% relative Intensitit): 298.2 [M+NH,"| (100.0).* keine UV-Absorption!/ HRMS (ESI):
m/z ber. fiir CuHxuO7Nat [M+Na'] 303.1414; gef. m/z 303.1426. IR (cm™): ¥ = 3459 (w),
9871 (m), 1749 (m), 1453 (w), 1379 (w), 1350 (w), 1281 (w), 1205 (m), 1098 (s), 1030 (w),

938 (w), 884 (w), 850 (w), 578 (w).

2-Benzyl-1-(tert-butyl)-(2S5,45)-4-((16-0x0-2,5,8,11,14,17-

hexaoxanonadecanoyl)amino)pyrrolidine-1,2-dicarboxylat (194)

(o) 21
H
/2\0)3]\/0\/6\0/7\/0\/10\0/“\/0 13N 14 i 190 20
1 4 5 8 9 12 \ﬂ/ 18
O 5—N o
16
Paxe!

Schritt A: Bei 0°C wurde im Argon-Gegenstrom tropfenweise eine Losung von
p-Nitrophenylchloroformat (pNC, 92.2 mg, 457 pmol,) in 250 pL trockenem THF zu einer
Losung von Ethyl-14-hydroxy-3,6,9,12-tetraoxatetradecanoat (238) (112 mg, 398 pmol)

und NEt; (66.5 pL, 477 pmol) in 100 pL trockenem THF gegeben. Nach Riihren {iber
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Nacht wurde der ausgefallene Feststoff abfiltriert und das Filtrat im Vakuum vom

Losungsmittel befreit.

Schritt B: Der Riickstand wurde in 300 pL. DMSO aufgenommen und mit NEt; (83.2 pL,
597 pmol) versetzt. Eine Loésung von 2-Benzyl-1-(tert-butyl)-(25,4.5)-4-amino-pyrrolidin-
1,2-dicarboxylat (235) (127 mg, 398 pmol) in 300 pL. DMSO wurde zugetropft (2 x 100 pL
DMSO zusitzlich zur vollstindigen Uberfithrung) und das entstandene Gemisch wurde
tiber Nacht bei RT geriihrt. Nach Zugabe von Et,O und CHyCls (4:1) wurde die organische
Phase mit einem Gemisch aus NH4Cl- und NaCl-Losung gewaschen. Die erhaltene wéssrige
Phase wurde drei weitere Male mit CH,Cl, extrahiert. Nach Vereinigung und Trocknung
der organischen Phasen iiber Na,SO4 wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der
Riickstand ~ wurde  zunfichst iiber  préparative HPLC und dann  durch
Siulenchromatographie aufgetrennt, wobei das Produkt als farbloses Ol erhalten wurde

(Rotamerengemisch, 39.4 mg, 62.9 pmol, 16%).

'H NMR (400 Mz, Chloroform-d) & 7.29 — 7.36 (5IL, m, H22 — H24), 5.60 — 5.61 (1IL,
d, J = 8.40 Hz, -NHCOO-), 5.00 — 5.28 (2H, m, H20), 4.12 — 4.24 (8H, m, H2 + Hj + H1j
+ H18 + H12), 3.61 - 3.72 (15H, m, Hiba + H5— H11), 3.38 — 3.49 (1, m, H15b),
2.40 — 2.52 (1H, m, H17a), 1.87 — 1.95 (1H, m, H17b), 1.44 (4H, s, -C(CHy)s), 1.32 (5H,
s, -C(CHs);)1.26 (3H, t, J=T7.12Hz, HI). "C NMR (400 MHz, Chloroform-d) &
173.6 (C19), 170.5 (C9), 1558 (C13), 153.5 (C16), 135.5 (C20), 135.3 (C20),
128.8 (C22 — C24),  128.7 (022 C2f),  128.4 (C22- C24), 1283 (C22 - C24),
80.6 (-C(CHy)s), T1.1 (C5 — C12), 710 (C5- C12), 70.7 (C5 - C12), 70.7 (C5 - C12),

70.7 (C5— C12), 70.7 (C5— C12), 69.6 (C5— C12), 68.8 (C5— C12), 68.4 (C5 - C12),

53.4 (C15), 52.9 (C15), 50.6 (C14), 49.7 (C14), 37.0 (C17), 36.0 (C17), 28.5 (-C(CHs)s),

(-
(
68.0 (C5— C12), 67.4(C5- C12), 64.2(C4), 60.9 (C2), 58.0(C18), 57.9 (C18),
( )
28.3 (-

C(CHa)s), 14.3 (C1). LCMS (ESI): tg = 10.2 min* (Methode I); m/z (% relative
Intensitit): 644.3 [M+H'] (100.0).*keine UV-Absorption!/ HRMS (ESI): m/z ber. fiir

CiyHiN2O12Nat [M+Na'] 649.2943; gef. m/z 649.2943. IR (cm™): ¥ = 3330 (w), 2873 w),
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1748 (w), 1697 (s), 1525 (w), 1477 (w), 1455 (w), 1394 (m), 1366 (w), 1300 (w), 1253 (w),
1185 (w), 1151 (s), 1110 (w), 1053 (w), 966 (w), 922 (w), 853 (w), 773 (w), 750 (w),

699 (m), 576 (w), 496 (w).

tert-Butyl-14-azido-3,6,9,12-tetraoxatetradecanoat (242, JES-203SB)
o
S oA 2 o2t 2«
O oy Ty oy

Schritt A: Triethylenglykol (241) (5.0 mL, 29 mmol) wurde zusammen mit NEt; (4.04 mL,
29.0 mmol) in 40 mL trockenem CH,Cl, gelést. Dann wurde diese Losung auf 0 °C
herabgekiihlt und Methansulfonsédurechlorid (2.02 mL, 26.1 mmol) zugetropft. Nach
Zugabe wurde eine weitere halbe Stunde bei dieser Temperatur und dann 5 h bei RT
geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von ges. NaHCO3s-Losung abgebrochen. Das
entstandene Gemisch wurde dreimal mit CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen

Phasen wurden mit Na,SO4 getrocknet und anschliefend vom Lésungsmittel befreit.

Schritt B: Das so erhaltene Ol wurde in 30 mL entgastem DMF aufgenommen und nach
Zugabe von NaNj (1.88 g, 28.9 mmol) tiber Nacht bei 55 °C geriihrt. Nach vollstdndigem
Umsatz des mesylierten Eduktes wurde 5%ige LiCl-Losung zugegeben und anschlieend
dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Na,SO,
getrocknet und vom Losungsmittel befreit. Das erhaltene Rohgemisch wurde mittels DCVC
aufgetrennt und das Azid wurde als klares Ol erhalten (1.02 g, 4.67 mmol), welches ohne

volle Charakterisierung im néchsten Schritt umgesetzt wurde.

Schritt C: Zu einer Lésung von 2-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethanol (1.00 g,
4.56 mmol) in 45 mL trockenem THF wurde portionsweise bei 0 °C Natrium-tert-butanolat
(876 mg, 9.12 mmol) gegeben. Anschliefend wurde dieses Gemisch bei 40 °C 1 h geriihrt,
bevor in einer Portion tert-Butylbromoacetat (1.38 mL, 9.35 mmol) bei 0 °C zugegeben

wurde. Die Reaktionsmischung wurde nun bei RT geriihrt bis kein weiterer Umsatz zu



7.2 - Synthesevorschriften

erkennen war und dann mit Wasser und EtOAc verdiinnt. Die Phasen wurden getrennt
und die wassrige Phase wurde zwei weitere Male mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und
vom Losungsmittel befreit. Durch DCVC wurde das Produkt sauber erhalten (730 mg, 2.19

mmol, 48% im letzten Schritt).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 4.01 (2H, s, H2), 3.38 (2H, t, J = 5.12 Hz, H10),
3.66 —3.72 (14H, m HI- H9), 147 (9H, s, -C(CH)s). “C NMR (400 MHz,
Chloroform-d) § 169.8 (-COO-), 81.6 (-C(CHs)s), 70.9 (C3- C9), 70.9 (C3- C9),
70.8 (C3- C9), 708 (C3— C9), 708 (C3—C9), 70.8(C3-C9), 702 (C3- C9),
69.2 (C2), 50.9 (C10), 28.3 (-C(CH,)s). LCMS (ESI): tr = 8.8 min (Methode I); m/z
(% relative Intensitit): 250.1 (2.8), 351.2 [M+NH,"] (100.0). HRMS (ESI): m/z ber. fiir
CuHyN3O6" [M+Na't] 356.1792; gef. m/z 356.1794. IR (cm™): ¥ = 2977 (w), 2870 (w),
2100 (m), 1745 (m), 1456 (w), 1393 (w), 1368 (w), 1349 (w), 1209 (w), 1248 (w), 1227 (m),

1116 (s), 940 (w), 843 (m), 732 (w).

tert-Butyl-14-amino-3,6,9,12-tetraoxatetradecanoat (243, JES-203SC)
o
4 5 8 9
>Lo)1j\/o\/\o/\/o\/\o/\/ NH
2 3 6 7 10

Eine Loésung von tert-Butyl-14-azido-3,6,9,12-tetraoxatetradecanoat (242) (700 mg,
2.10 mmol) in 5 mL EtOH wurde zundchst mit Helium entgast und anschlieend mit
Pd(OH),/C (10%ig, 147 mg, 105 pmol) versetzt. Dann wurde die Atmosphére durch
Wasserstoff ausgetauscht und das Gemisch so lang gerithrt, bis durch Reaktionskontrolle
iiber IR-Spektroskopie kein Edukt mehr zu sehen war. Nach Filtration iiber Celite wurde
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das Produkt als klares Ol in

erhalten (645 mg, 2.10 mmol, quant.).
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'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 4.01 (2H, s, H2), 3.61 — 3.70 (12H, m, H3 - HS),
3.54 (2H, J = 5.20 Hz, H9), 2.80 (2H, J = 5.18 Hz, H10), 2.12 (2H, bs, -NIL), 1.46 (9H,
s, -C(CH;);). C NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 169.9 (-COO-), 81.8 (-C(CHs)s),
73.0 (C9), T0.8 (C3- C8), 70.7 (C3- C8), 70.7 (C3— C8), 70.4 (C3— C8), 69.2 (C2),
41.8 (C10), 28.3 (-C(CHs)s). LCMS (ESI): tg = 6.4 min* (Methode I); m/z (% relative
Intensitat): 308.2 [M+H"] (100.0).*keine UV-Absorption und in Masse Reinheit fraglich!
HRMS (ESI): m/z ber. fir Ci.sHsNOg" [M+H'] 308.2068; gef. m/z 308.2067. IR (cm™):
¥ = 3371 (w), 2870 (m), 1744 (m), 1663 (w), 1540 (w), 1457 (w), 1393 (w), 1368 (w),

1350 (w), 1299 (w), 1229 (w), 1101 (s), 940 (w), 842 (w), 750 (w).

tert-Butyl-14-((2-(2,6-dioxopiperidin-3-yl)-1,3-dioxoisoindolin-4-yl)amino)-
3,6,9,12-tetra-oxatetradecanoat (244, JES-203SD)

tert-Butyl-14-amino-3,6,9,12-tetraoxatetradecanoat (243) (600 mg, 1.95 mmol) wurde in
4 mL trockenem DMSO gelést und mit DIPEA (660 pl, 3.90 mmol) versetzt. Dann wurde
2-(2,6-Dioxopiperidin-3-yl)-4-fluoroisoindoline-1,3-dione (245) (539 mg,  1.95 mmol)
zugegeben und das Gemisch bei 90 °C iiber Nacht unter Argon-Atmosphére geriihrt.
Anschlieffend wurden 40 mlL Wasser zugegeben und dreimal mit EtOAc extrahiert. Nach
Trocknung der vereinigten organischen Phasen iiber Na,SOs wurde das Rohprodukt
sdulenchromatogaphisch getrennt, wodurch das Produkt als gelber Feststoff erhalten wurde

(75.6 mg, 134 pmol, 7%).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 8.60 (1H, bs, -CONHCO-), 7.45 (1H, t,

J = 7.80 Hz, H1J), 7.08 (1H, d, J = 7.08 Hz, H15), 6.89 (1H, d, J = 8.56 Hz, H15), 6.46
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(1H, t, J = 5.82 Hz, -C2NHC'), 4.89 (1H, dd, J = 11.76, 5.04 Hz, H19), 3.99 (2H, s, H2),
3.63 — 3.71 (14H, m, H3 — H9)), 3.42 — 3.46 (2H, m, H10), 2.69 — 2.85 (3H, m, H20 + H21),
2.07 - 2.10 (1H, m, H20), 1.44 (9H, s, -(C(CH)s). *C NMR (400 MHz, Chloroform-d) &
171.4 (C22), 169.8 (C1), 169.4 (C18), 168.6 (C23), 167.7 (C17), 146.9 (C12), 136.1 (C14),
132.6 (C16), 116.9 (C13), 111.7 (C15), 110.4 (C33), 81.6 (-(C(CHs)s), 70.8 (C3— C9),
70.8 (C3 - C9), 70.7 (C3— C9), 70.6 (C3 - C9), 69.6 (C3— C9), 69.1 (C2), 49.0 (C19),
42.5 (C10), 315 (C21), 28.2 (-C(CHy)s), 22.9 (C20). LCMS (ESI): tg = 8.8 min
(Methode I); m/z (% relative Intensitat): 564.3 [M+H'] (23), 581.3 [M+NH,*] (100.0).
HRMS (ESI): m/z ber. fir CyHsyN;OpNa®™ [M+Nat] 586.2371; gef. m/z 586.2372.
IR (cm): ¥ = 3389 (w), 3233 (w), 3113 (w), 2870 (w), 1693 (s), 1623 (m), 1509 (w),
1482 (w), 1458 (w), 1406 (w), 1355 (m), 1322 (w), 1301 (w), 1256 (m), 1195 (w), 1170 (w),
1109 (s), 1022 (w), 990 (w), 942 (w), 917 (w), 842 (w), 815 (w), 780 (w), 746 (m), 706 (w),

680 (w), 607 (m), 578 (w), 560 (w), 531 (w), 466 (m), 414 (w).

1-(tert-Butyl)-2-ethyl-(2S,4 R)-4-hydroxypyrrolidine-1,2-dicarboxylate

(246, JES-206)

Zu einer wiassrigen Cs,CO;-Losung (3.42g, 10.5 mmol, in 60 mL Wasser) wurde bei 0 °C
eine Losung von Boc-(L)-Hydroxyprolin (231) (4.50 g, 19.5 mmol) gegeben. Die Losung
wurde unter vermindertem Druck vom Loésungsmittel befreit, wahrend bis zu 60 °C geheizt
wurde. Der Kolben wurde mit Argon gefiillt und der klebrige Riickstand in 123 mL
entgastem DMF aufgenommen. Nach Zugabe von Ethylbromid (1.59 mL, 21.4 mmol)

wurde das Gemisch iiber Nacht bei RT geriihrt. Der entstandene weifle Feststoff wurde
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mittels Vakuumfiltration abfiltriert. Das Filtrat wurde konzentriert und der Riickstand in
EtOAc gelost. Die organische Phase wurde dreimal mit 100 mL. Wasser gewaschen, iiber
Na»SO4 getrocknet und vom Loésungsmittel befreit. So wurde das saubere Produkt ohne

weitere Reinigung als klares zéhfliissiges Ol erhalten (4.70 g, 18.1 mmol, 93%).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 4.46 — 4.49 (1H, m, H3), 4.35 - 4.39 (1H, m, H1),
414 - 4.23 (2H, m, -CHCH;), 3.63 (1H, dd, J= 4.40, 11.64 Hz, Hj), 3.49 (1H, dd,
J = 11.60, 44.37 Hz, HJ), 2.27 — 2.32 (1H, m, H2), 2.03 - 2.10 (1H, m, H2), 2.00 (1H,
s,-OH), 1.45 (3H, s, <C(CHy)s), 1.41 (6K, s, -C(CHy)s). 1.27 (3H, t, J = 7.00 Hz, -CH,C Hy).
13C NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 173.3 (-COO-), 154.2 (-NCOO-), 80.5 (-C(CHs)s),
69.6 (C9), 612 (-CH,CHs), 58.1(C1), 549 (Cf), 39.4(C2), 28.4 (-C(CH,)),
14.3 (-CH,CHs). LCMS (ESI): tg = 11.3 min (Methode I); m/z (% relative Intensitét):
160.1 [M-Boc+H] (100.0), 204.1 [M-Bu+I‘] (58.1), 260.1 [M+I"] (19.5), 536.3
[2M+NH,"] (17.4). HRMS (ESI): m/z ber. fiir C;;HaNO;Na* [M+Na'] 282.1312; gef. m/z
282.1314. IR (cm): ¥ = 3436 (w), 2978 (w), 2936 (w), 1743 (w), 1698 (w), 1671 (s),
1477 (w), 1393 (s), 1367 (w), 1257 (w), 1188 (w), 1155 (s), 1124 (w), 1085 (w), 1028 (w),

986 (w), 970 (w), 934 (w), 914 (w), 859 (w), 772 (m), 751 (W), 735 (W), 552 (w).

1-(tert-Butyl)-2-ethyl-(2S,4 R)-4-((methylsulfonyl)oxy)pyrrolidine-1,2-

dicarboxylat (247, JES-207)

3 2

/\C*JV

S:
(6]

o

Zu einer Losung von Boc-(L)-Hydroxyprolinethylester (246) (4.00 g, 15.4 mmol) und
NEt; (4.10 mL, 29.3 mmol) in 40 mL CHyCl, wurde bei 0°C tropfenweise

Methansulfonsidurechlorid (2.04 mL, 26.4 mmol) gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 2 h
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geriihrt, bevor nach Wasserzugabe die Phasen getrennt wurden. Die wéssrige Phase wurde
zwei weitere Male mit CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
anschliefend mit ges. NaCl-Losung gewaschen und mit Na,SO4 getrocknet. Nach Entfernen
des Losungsmittels wurde das Rohgemisch sdulenchromatographisch getrennt (DCVC).

Dadurch wurde das Produkt als klares Ol erhalten (4.59 g, 13.6 mmol, 88%).

'H NMR (600 MHz, Chloroform-d) 6 5.25 (1H, bs, HS3), 4.44 (0.4H, t, J = 7.59 Hz, Hla),
4.38 (0.6H, t, J = 7.92 Hz, H1b), 4.16 — 4.25 (2H, m, -CH,CHy), 3.84 — 3.86 (0.6H, m, H/b),
3.74 — 3.76 (LA, m, Hja, Hj), 3.05 (31, s, -OSO.CH), 2.64 - 2.68 (0.6IL, m, H2b),
2.56 — 2.59 (0.4IL, m, H2a), 2.23 — 2.28 (11, m, H2), 1.46 (3.61L, s, -C(CHy)s(a)), 1.42 (5.4I1,

-C(CHs)s(b)), 1.26 — 1.30 (3H, m, -CH,CH;). C NMR (600 MHz, Chloroform-d) &
172.4 (-COO-(b)), 1721 (-COO-(a)),  154.1 (NCOO-(a))  153.6 (-NCOO-(b)),

81.0 (-C(CHy)s(b)), 81.0 (-C(CHy)s(a)), 78.2 (Cla), 78.0 (C1b), 61.6 (-CH,CHs(a

(
(
61.5 o
(

CH,CH;(b)), 57.7 (C8b), 57.4 (C3a), 52.6 (C4a), 52.3 (C4b), 38.9 (-OSO»CH,(b

)
);
)
)

(-
(-
38.8 (-OSO.CHy(a)), 37.7 (C20), 36.4 (C2a), 28.5 (-C(CHs)s(a)), 28.4 (-C(CHs)s(b)),
14.3 (-CH,CHj), 14.2 (-CH;CH;). LCMS (ESI): tg = 8.5 min (Methode I); m/z (% relative
Intensitit): 238.1 [M-Boc+H'] (100.0), 282.1 [M—Bu-+H'] (46.2), 692.3 [2M-+NH,"] (20.7).
HRMS (ESI): m/z ber. fir CuHuNO;SNa* [M4+H*] 360.1087; gef. m/z 360.1086.
IR (cm!): ¥ = 2980 (w), 2938 (w), 1740 (w), 1697 (s), 1478 (w), 1456 (w), 1395 (w),
1363 (m), 1290 (w), 1255 (w), 1196 (w), 1157 (s), 1126 (w), 1050 (w), 1027 (w), 958 (m),

898 (s), 846 (w), 783 (m), 705 (w), 525 (m), 466 (w), 448 (m).
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1-(tert-Butyl)-2-ethyl-(2S,45)-4-azidopyrrolidin-1,2-dicarboxylat (248, JES-208)

o

OY Cl)J\

J3 2
N3

Eine Losung von 1-(tert-Butyl)-2-ethyl-(25,4 R)-4-((methylsulfonyl)oxy)pyrrolidine-1,2-
dicarboxylat (247) (3.63 g, 10.8 mmol) und NaNj; (2.81 g, 43.1 mmol) in 10 mL entgastem
DMF wurde bei 55 °C iiber Nacht geriihrt. Anschliefend wurde mit EtOAc verdiinnt und
der ausfallende Feststoff abfiltriert. Das Filtrat wurde mit wassriger LiCl-Losung (5%ig)
gewaschen. Diese wissrige Phase wurde dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und
vom Loésungsmittel befreit. Das Produkt wurde nach Reinigung des Rohproduktes durch

DCVC in sauberer Form erhalten (2.36 g, 8.29 mmol, 77%).

'H NMR (600 MHz, Chloroform-d) 6 4.41 (0.4H, dd, J= 11.3, 3.03 Hz, Hi(a)), 4.30
(0.611, dd, J = 8.73, 3.93 Iz, H1(b)), 4.14 — 4.26 (311, m, H3 + - CH,CIL,,), 3.75 (0.61L, dd,
J = 11.56, 6.09 Hz, Hj(b)), 3.69 (0.4H, dd, J= 11.34, 6.06 Hz, H/(a)), 3.50 (0.6H, dd,
J=11.56, 3.63 Hz, (b)), 3.45 (0.4H, dd, J = 11.38, 3.03 Hz, Hj(a)), 2.42 — 2.50 (1H,
m, H2), 2.18 (0.6H, t, J = 4.11 Hz, H2(b)), 2.16 (0.4H, t, J = 4.11 Hz, H2(a)), 1.47 (3.6H,
s, -C(CHy)s(a)), 1.42 (54H, s, -C(CH)s(b)), 1.26-1.30 (3H, m, -CH.CH;).
¥C NMR (600 MHz, Chloroform-d) 6 171.9 (-COO-(b)), 171.5 (-COO-(a)),
154.1 (-NCOO-(b)), 153.6 (-NCOO-(a)), 80.6 (-C(CHs)s), 61.5 (-CH,CHj;), 59.3 (C3(a
58.4 (C3(b)), 58.0 (C1(b)), 57.6 (C1(a)), 5l.4 (C4(a)), 51.0 (C4(b)), 36.2 (C2D)),
(

)
)
)
35.3 (C2(a)), 28.5 (-C(CHy)s(a)), 28.4 (-C(CHa)a(b)), 14.3 (-CH,CH,(b)),

)
)
);
)
)
14.2 (-CH,CH;(a)). LCMS (ESI): tr = 9.6 min (Methode I); m/z (% relative Intensitét):
185.1 [M-Boc+H'] (100.0), 229.1 [M-Bu+H'] (49.3), 285.1 [M+H'] (13.2), 586.3
[2M+NH,"] (8.5). HRMS (ESI): m/z ber. fiir C1oH20N4OsNa* [M+Na*] 307.1377; gef. m/z

307.1379. IR (cm): ¥ = 2978 (w), 2936 (w), 2102 (s), 1749 (w), 1697 (s), 1477 (w),
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1455 (w), 1391 (s), 1366 (w), 1300 (w), 1258 (w), 1189 (w), 1156 (s), 1115 (m), 1052 (m),

1027 (w), 999 (w), 926 (w), 907 (w), 856 (w), 769 (m), 623 (w), 562 (w).

(285,45)-4-Azido-1-(tert-butoxycarbonyl)pyrrolidin-2-carbons&dure

(249, JES-209)

0._0
4.

4H‘ ¢ Z1 /4

H
N3 Ao
o

1-(tert-Butyl)-2-ethyl-(25,45)-4-azidopyrrolidin-1,2-dicarboxylat (248) (1.82 g,
6.40 mmol) wurde in 10 mL EtOH gelost, worauthin 5 mL 2 M NaOH-Losung zugetropft
wurden. Anschliefend wurde das Gemisch fiir 4 h bei RT geriihrt. Der Grofiteil des
Loésungsmittels wurde unter vermindertem Druck entfernt und der entstandene Riickstand
mit Wasser verdiinnt und anschliefend mit Et,O extrahiert. Die wéssrige Phase wurde mit
1 M HCI-Lésung neutralisiert und mit NH,Cl-Losung schwach sauer gestellt. Die
resultierende weifle Suspension wurde dreimal mit Et.O extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden iiber Na,SO, getrocknet und vom Losungsmittel befreit. Das
resultierende klare Ol kristallisierte iiber Nacht zu einem weiflen Feststoff aus, welcher als

das saubere Produkt identifiziert wurde (1.31 g, 5.10 mmol, 80%).

'"H NMR (400 MHz, DMSO-d;) 6 12.58 (1H, bs, -COOH), 4.32 — 4.35 (1H, m, H3),
4.16 — 4.21 (1H, m, H1), 3.58 — 3.65 (1H, m, H4"), 3.20 - 3.24 (1H, dd, J = 11.52, 3.48 H,
/%), 2.46 - 2.58 (1, m, H29, 1.93 — 1.98 (11, m, H2), 1.40 (3.5I, s, -C(CH)s(a)),
1.35 (5.5H, s, -C(CH)y(b)). C NMR (400 MHz, DMSO-d;) § 173.0 (-COOH(b)),

)
)
172.6 (-COOH(a)),  153.2 (-NCOO-(a)),  152.9 (-NCOO-(b)),  79.1 (-C(CHy)s(a)),
79.0 (-C(CHy)s(b)), 58.7 (C8a), 57.8 (C3b), 57.3 (C1b), 57.1 (Cla), 51.0 (C2a), 50.6 (C2b),

):

35.2 (C4b),  34.4 (C4a), 28.0 (-C(CHs)s(a)), 27.9 (-C(CHs)s(b)). LCMS (ESI
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tr = 5.3 min (Methode IV); m/z (% relative Intensitét): 255 [M-H] (74.0), 273.9 [M-
H*+IL,0] (25.1), 301 [M-H*+HCOOH] (49.3), 511.2 [2M-H'] (100.0). HRMS (ESI): m/z
ber. fiir C1oHi;N,Oy [M-H*] 255.1099; gef. m/z 255.1100. IR (cm™): ¥ = 3268 (w), 2975 (w),
2032 (w), 2640 (w), 2117 (w), 2093 (m), 1759 (w), 1720 (w), 1702 (w), 1687 (s), 1621 (m),
1478 (w), 1428 (w), 1409 (s), 1365 (m), 1322 (w), 1284 (w), 1257 (m), 1211 (w), 1159 (s),
1122 (w), 1067 (w), 1049 (w), 1001 (m), 896 (m), 863 (w), 834 (w), 803 (w), 769 (m),

748 (w), 670 (w), 624 (m), 575 (w), 561 (w), 418 (w).

tert-Butyl-(2S,4 R)-2-((2-((1 H-indol-3-yl)methyl-1 H-benzo[d]imidazol-5-

yl)carbo-moyl)-4-azidopyrrolidin-1-carboxylat (250, JES-211)

1
H (0] (0]
g o N2 1716 15 Q Y
ll; HN 14 19N,
1 18
! 4 N N 21
10 N1273; H 2

5 N;

Eine Losung von (25,45)-4-Azido-1-(tert-butoxycarbonyl)pyrrolidin-2-carbonséure (249)
(267 mg, 1.05 mmol) in 5 mL trockenem MeCN wurde im Argon-Gegenstrom mit
DIPEA (330 plL, 1.91 mmol) versetzt. Anschliefend wurde HATU (399 mg, 1.05 mmol)
zugegeben und das Gemisch fiir 15 Minuten geriihrt bevor 2-((1H-Indol-3-yl)methyl)-1 H-
benzo[d)imidazol-5-amin (230) (250 mg, 953 pmol) zugegeben wurde und bei RT {iber
Nacht gerithrt wurde. Nach Abschluss der Reaktion wurde das Losungsmittel entfernt und
der Riickstand in Wasser und EtOAc aufgenommen. Die wissrige Phase wurde nach
Separation zwei weitere Male mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden iiber NaxSO4 getrocknet und das Losungsmittel wurde entfernt. Das Rohprodukt
wurde sdulenchromatographisch gereinigt, wonach das Produkt als hellgelber Feststoff

erhalten wurde (437 mg, 874 pmol, 92%).
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'H NMR (400 MHz, DMSO-d,) 6 10.98 (1H, s, HI), 9.95 (0.6H, s, -CONH-(b)), 9.90
(0.4H, s, -CONH.(a)), 7.92 (1H, s, H13), 7.46 — 7.50 (1H, m, HS), 7.42 (1H, d, J = 8.60 Hz,
H16), 7.37 (1H, d, J= 8.12 Hz, H5), 7.30 (1H, d, J= 1.88 Hz, H2), 7.24 (1H, d,
J = 8.68 Hz, H15), 7.05 — 7.00 (1H, m, H7), 6.93 - 6.96 (1H, m, H6), 4.26 — 4.34 (41, m,
H10 + H19 + H21), 3.73 (1H, dd, J= 10.86, 6.62 Hz, H22), 3.27 (1H, dd, J = 10.28,
6.28 Hz, H22), 2.58 - 2.67 (1H, m, H20), 1.89 - 1.96 (1H, m, H20), 141 (3H,
s, -C(CHy)s(a)), 1.28 (6HL, s, -C(CH)s(b)). *C NMR (400 MHz, DMSO-d;) 6 169.8 (C18),
154.4 ((NCOO-), 152.9 (C11), 136.9 (C12) 136.2 (C9), 1352 (C17), 133.5 (CL4),
126.9 (C4), 123.8 (C2), 121.1(C7), 1185 (C6), 1183 (C8), 114.8 (C15 + C16),
1114 (C5), 1094 (C3), 104.8 (C13), 79.3 (-C(CHs)s(a)),  79.0 (-C(CHs)s(b)),
59.3 (C19(b)), 59.0 (C19(a)), 58.2 (C21(a)), 57.3 (C21(b)), 51.3 (C22(a)), 50.7 (C22(b)),
35.7 (C20(b)), 34.9 (C20(a)), 28.0 (-C(CHs)s(a)), 27.9 (-C(CHs)s(b)), 25.9 (C10).
LCMS (ESI): tg = 8.1 min (Methode I); m/z (% relative Intensitédt): 501.2 [M+H"]
(100.0), 1001.5 [2M+H*] (29.1). HRMS (ESI): m/z ber. fiir CoeHaoN:O5" [M+H"] 501.2357;

gef. m/z 501.2360. IR (cm): ¥ = 3272 (w), 2975 (w), 2927 (w), 2101 (s), 1671 (s),
1366 (w), 1320 (w), 1256 (w), 1221 (w), 1160 (s), 1123 (w), 1066 (w), 1010 (w), 968 (w),
(

)
1635 (w), 1603 (w), 1557 (w), 1540 (w), 1522 (w), 1488 (w), 1455 (w), 1410 (w), 1393 (s),
)
850 (w), 807 (w), 775 (w), TAL (s), 668 (w), 647 (w), 621 (w), 556 (w), 473 (w), 458 (w),

425 (m).
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tert-Butyl-(2S,4 R)-2-((2-((1 H-indol-3-yl)methyl-1 H-benzo[d]imidazol-5-

yl)carbomoyl)-4-aminopyrrolidin-1-carboxylat (251, JES-212)

1
H (0] (0]
s o 2 " 15 O Y
l, HN 14 AN
7 1 18
A 10 N2 H —¢
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Zu einer Losung von tert-Butyl-(2S5,4 R)-2-((2-((1 H-indol-3-yl)methyl-1 H-benzo| d)imidazol-
5-yl)carbomoyl)-4-azidopyrrolidin-1-carboxylat (250) (311 mg, 621 pmol) in 5 mL EtOH
wurde Pd/C (20%ig, 20.0 mg, 37.6 nmol) gegeben, worauthin die Atmosphére durch
Wasserstoff ersetzt wurde. Das Gemisch wurde unter diesen Bedingungen bei RT iiber
Nacht geriihrt. Anschlieflend wurde nach Filtration tiber Celite das Losungsmittel entfernt.

Das Produkt wurde so ohne weitere Aufreinigung sauber erhalten (279 mg, 587 pmol,

95%).

'H NMR (400 MHz, DMSO-d,) & 10.95 (1H, s, H1), 10.38 (1H, s, -CONL), 7.88 (1H, s,
H15), 7.35 — 7.48 (3H, m, H5 + HS + HI6), 7.22 — 7.28 (2H, m, H2 + H15), 7.06 (1H, t,
J=17.26Hz H7), 6.94 (1H, t, J = 7.40 Hz ,H6), 4.31 — 4.34 (1H, m, H19), 4.26 (2H, s,
H10), 3.72 — 3.74 (1H, m, H21), 3.57 - 3.61 (1H, m, H22), 3.45 — 3.50 (1M, m, H29),
2.50 — 2.58 (1H, m, H20), 1.91 — 1.99 (1H, m, H20), 1.40 (3H, s, -C(CH)s(a)), 1.28 (6H,
s, -C(CH)s(b)). C NMR (400 MHz, DMSO-d)) § 171.4 (C18), 152.9 (-NCOO-),
136.2 (C9), 126.9 (C4), 123.7 (C2), 121.0 (C7), 118.4 (C6 + C8), 111.4 (C5), 109.9 (C9),
79.2 (-C(CHy)s), 59.4 (C19), 51.5 (C22), 48.9 (C21), 35.6 (C20), 28.0 (-C(CHy)s(a)),
27.8 (-C(CHzs)s(b)), 25.4 (C10) (Chewsimiaaza nicht sichtbar). LCMS (ESI): tg = 7.5 min
(Methode I); m/z (% relative Intensitdt): 210.1 (5.8), 375.2 [M-Boc+H'] (7.7), 475.2
IM+H*] (100.0), 949.5 2M-+H*] (21.6). HRMS (ESI): m/z ber. fir CosHyNeOy* [M+H*]
475.2452; gef. m/z 475.2453. IR (cm™): ¥ = 2975 (w), 2357 (w), 1669 (m), 1557 (w),
1525 (w), 1488 (w), 1455 (w), 1411 (m), 1368 (w), 1230 (w), 1159 (w), 1127 (w), 1054 (w),

1011 (w), 839 (s), 775 (w), 741 (w), 557 (m), 483 (w), 425 (w).
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tert-Butyl-(2S5,45)-2-((2-((1 H-indol-3-yl)methyl)-1 H-benzo|d]imidazol-5-yl)-
carbamoyl)-4-(14-((2-(2,6-dioxopiperidin-3-yl)-1,3-dioxoisoindolin-4-yl)amino)-
3,6,9,12-tetraoxatetradecanamido)pyrrolidin-1-carboxylat (253, JES-213)
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tert-Butyl-14-((2-(2,6-dioxopiperidin-3-yl)-1,3-dioxoisoindolin-4-yl)amino)-3,6,9,12-tetra-
oxatetradecanoat (244) (119 mg, 212 pmol) wurde in 4 mL trockenem CH,Cl, gelost und
mit 2 mL TFA versetzt. Nach Riihren iiber Nacht wurden die fliichtigen Bestandteile im
Vakuum entfernt. Nach préparativer HPLC wurde das noch nicht vollstindig reine
Produkt (252) ohne weitere Aufreinigung umgesetzt (105 mg, 124 pmol). Hierzu wurde es
zusammen mit HATU (112 mg, 296 pmol) in 2 mL trockenem MeCN gelost und mit
DIPEA (210 pL, 1.21 mmol) versetzt. Nach 15 Minuten wurde tert-Butyl-(25,4R)-2-((2-
((1H-indol-3-yl)methyl-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)carbomoyl)-4-aminopyrrolidin-1-
carboxylat (251) (96.2 mg, 203 nmol) und 1 mL entgastes DMF hinzugegeben. Nach
Riithren {iber Nacht wurden Wasser und EtOAc hinzugegeben. Nachdem die Phasen
getrennt wurden, wurde die wissrige Phase zwei weitere Male mit EtOAc extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit ges. NaCl-Losung gewaschen und mit NaxSO,
getrocknet. Das Produkt wurde durch préiparative HPLC gereingt und als gelbes Ol

erhalten (30.2 mg, 31.3 umol, 25%).

'"H NMR (400 MHz, DMSO-d,) 6 11.09 (1H, s, -C*ONH-), 11.00 (1H, d, J = 1.48 Hz,
H1), 10.16 (1H, s, -CONHCO-), 8.12 - 8.19 (1H, m, H15), 7.98 (1H, d, J = 1.48 Hz, H13),
7.55 (1H, dd, J = 8.42, 7.22 Hz, H36), 7.45 - 7.50 (2H, m, H8 + H16), 7.33 — 7.39 (3H, m,

H2 + H5),7.02 - 7.11 (3H, m, H7 + H35 + HS7), 6.95 (1H, t, J = 7.42 Hz, H6), 6.58 (11,
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t, J = 5.70 Hz, -C®NH,*C*-), 5.03 — 5.08 (1H, m, Hj1), 4.40 — 4.44 (1H, m, H21), 4.35
(2H, s, H10), 4.28 (1H, m, H19), 3.83 - 3.92 (2H, m, H2{), 3.37 - 3.70 (18H, m,
H22 + H25— H32 + -CNH,*C*-), 3.25 — 3.28 (1H, m, H22), 2.85 — 2.91 (1H, m, H{3),
2.52 — 2.61 (3H, m, H20 + H/2 + H{3), 2.01 - 2.04 (1H, m, H/2), 1.88 — 1.91 (1H, m,
H20). *C NMR (400 MHz, DMSO-d;) 6§ 172.7 (C44), 171.2 (C18), 170.0 (C40),
168.9 (C45), 168.9 (C23), 167.3 (C39), 154.4 (C11), 153.0 ((OCON-), 146.4 (C34),
136.3 (C36), 136.1 (C9), 133.9 (C17), 132.1 (C38), 126.8 (C4), 124.1 (C2), 121.2 (C7),
118.6 (C6), 118.2 (C8), 117.4 (C35), 115.2 (C15), 114.6 (C16), 111.5 (C5), 110.6 (C37),
109.2 (C39),  108.8 (C5),  104.6 (C13),  78.9 (-C(CHy)s),  70.3 (C25— C51),
69.9 (C25 - C31), 69.7 (C25— C31), 69.7 (025 — C31), 69.5 (C25 — C31),
68.2 (C25— C31), 62.8 (C25— C31), 59.4 (C19), 52.1 (C22), 48.6 (C41), 46.4 (C21),
(
(

(
41.7 (C32), 35.9 (C20), 31.0 (C43), 28.0 (-C(CHs)s(a)), 27.9 (-C(CHs)s(b)), 24.7 (C10),
22.1 (C42) (C12 und C14 nicht sichtbar). LCMS (ESI): tr = 7.8 min (Methode I); m/z
):

(% relative Intensitit) 482.7 [M42H'] (72.5), 964.6 [M+H"] (100.0). HRMS (ESI): m/z
ber. fiir CypHNoO12Na® [M+Na'] 964.4019; gef. m/z 964.4012. IR (cm™): ¥ = 3268 (w),
3076 (w), 2872 (w), 1694 (s), 1623 (w), 1514 (w), 1482 (w), 1456 (w), 1405 (m), 1363 (w),
1293 (m), 1259 (w), 1200 (w), 1150 (s), 1108 (w), 1044 (w), 1023 (m), 1005 (w), 841 (),
816 (w), 746 (m), 607 (w), 557 (m), 482 (m), 468 (w), 426 (m).
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(28,45)- N-(2-((1 H-indol-3-yl)methyl)-1 H-benzo|[d]imidazol-5-yl1)-4-(14-((2-(2,6-
dioxopiperidin-3-yl)-1,3-dioxoisoindolin-4-yl)amino)-3,6,9,12-tetraoxatetra-
decanamido)-pyrrolidine-2-carboxamid (254, JES-215)
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6
tert-Butyl-(25,45)-2-((2-((1 H-indol-3-yl)methyl)-1 H-benzo[ d]imidazol-5-yl)carbamoyl)-4-
(14-((2-(2,6-dioxopiperidin-3-yl)-1,3-dioxoisoindolin-4-yl)amino)-3,6,9,12-tetraoxatetra-
decanamido)pyrrolidin-1-carboxylat (253) (14.6 mg, 13.5 pmol) wurde in 3 mL CH,Cl
gelost und bei 0 °C mit 3 mLL TFA versetzt. Nach 1 h bei RT wurde das Gemisch vom
Losungsmttel befreit und mit 0.1 M HCl-Lésung umgesalzen, wihrend das Wasser durch
Lyophilisation entfernt wurde. Dadurch wurde das Produkt als sauberes HCl-Salz erhalten

(12.1 mg, 13.3 pmol, quant.).

'H NMR (400 MHz, DMSO-d,) 6 15.21 (1H, bs, -CUNNH-), 11.56 (1H, s, -C*ONH-),
11.30 (1H, d, J = 1.68 Hz, H1), 11.06 (1H, s, -CONHCO-), 10.41 (1H, bs, -CNH,*C*-),
8.94 (1H, bs, -CUNH,*C*-), 8.25 (1H, s, H19), 8.97 (1H d, J = 7.36 Hz, -C*ONH-), 7.92
(1H, d, J = 7.92 Hz, HS), 7.71 (2H, s, H15 + H16), 7.54 — 7.58 (2H, m, H2 + H36), 7.41
(2H, d, J = 8.08 Hz, H5), 7.08 -~ 7.12 (2H, m, H7 + H35), 6.97 - 7.03 (2H, m, H6 + H37),
5.04 (1H, dd, J = 12.82, 5.38 Hz, H/1), 4.65 (2H, s, H10), 3.88 (2H, s, H2{), 3.42 — 3.60
(17H, H25 — H52 + H22), 3.21-3.25 (1H, m, H22), 2.80 — 2.94 (2H, m, H20 + H{3),
2.46 — 2.60 (2H, m, H/2 + H{3), 1.95 — 2.06 (2H, m, H20 + H{2). *C NMR (400 MHz,
DMSO-d;) 6 172.7 (C44), 170.0 (C40), 169.6 (C23), 168.9 (C45), 167.2 (C39), 166.4 (C18),
153.7 (C11), 146.4 (C34), 136.2 (C36), 136.0 (C9), 132.0 (C38), 131.0 (C17), 127.1 (C14),

126.4 (C4), 125.3 (C2), 121.5 (C7), 119.0 (C6), 118.1 (C15), 118.0 (C8), 117.4 (C35),
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114.1 (C16), 1117 (C5), 110.6 (C37), 109.2 (C39), 105.7 (C9), 103.8 (C19),
70.2 (C25 - C32), 69.8 (C24), 69.7 (C25 — C32), 60.5 (C25 - C32), 68.8 (C25 - C39),
58.6 (C19), 48.9 (C29), 48.5 (C41), 47.2 (C21), 417 (C32), 34.7 (C20), 31.0 (C49),
22.5 (C10), 22.1 (C42). LCMS (ESI): tr = 7.0min (MethodeI); m/z (% relative
Intensitit) 432.7 [M+2H'] (100.0), 864.5 [M+H*] (79.3). HRMS (ESI): m/z ber. fiir
CuHioNoOuNa' [M4+Na'] 836.3495; gef. m /7 836.3493. IR (cm™): ¥ = 3370 (m), 3053 (w),
2020 (w), 2254 (w), 2127 (w), 1754 (w), 1694 (s), 1623 (w), 1558 (w), 1510 (w), 1488 (w),
1460 (w), 1408 (w), 1357 (m), 1325 (w), 1290 (w), 1261 (w), 1200 (w), 1149 (m), 1111 (w),
1048 (w), 1022 (s), 998 (w), 820 (m), 762 (w), 748 (m), 607 (w), 574 (w), 482 (w), 467 (w),

425 (w).

(28,4 R)- N-(2-((1 H-Indol-3-yl)methyl)-1 H-benzo|d]imidazole-5-y1)-4-

aminopyrrolidin-2-carboxamid (255, JES-241)
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tert-Butyl-(25,4R)-2-((2-((1 H-indol-3-yl)methyl-1 H-benzo[ d]imidazol-5-yl)carbomoyl)-4-

aminopyrrolidin-1-carboxylat (251) (77.7 mg, 164 pmol) wurde in 4 M HCl in Dioxan
(1.23 ml, 4.91 mmol) suspendiert und bei RT fiir 1.3 h geriithrt. Nach Entfernen der
fliichtigen Bestandteile wurde das HCl-Salz des Produkts als oranger Feststoff erhalten

(66.9 mg, 163 pmol, quant.).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 11.47 (1H, s, -CONH-), 11.25 (1H, d, J = 1.72 Hz,
H1), 821 (1H, d, J=1.24 Hz, H13), 7.70 (1H, d, J= 8.80 Hz, H16), 7.65 (1H, dd,
J=8.86, 1.66 Hz, H15), 7.57 (1H, d, J = 7.92 Hz, HS), 7.50 (1H, d, J = 2.32 Hz, H2),
7.41 (1H, d, J = 8.16 Hz, H5), 7.10 (1H, t, J = 7.64 Hz, H7), 6.99 (1H, t, J = 7.58 Hz,

HG6), 4.61 (2H, s, H10), 4.54 (1H, dd, J = 9.96, 8.16 Hz, H19), 3.92 — 4.00 (1H, m, H21),
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3.50 — 3.64 (11, m, H22), 3.39 — 3.43 (1H, m, H22), 2.99 - 3.06 (1, m, H20), 2.06 - 2.14
(1H, m, H20). ®*C NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 165.5 (C18), 154.0 (C11), 136.2
(C9), 135.5 (C14), 131.8* (C16), 128.3* (C17), 126.4 (C4), 125.2 (C2), 121.5 (C7), 119.0
(C6), 118.0 (C8), 117.7 (C15), 114.3 (C5), 106.0 (C3), 104.1 (C13), 58.9 (C19), 47.9 (C21),
AT.5 (C29), 32.9 (C20), 22.9 (C10). LCMS (ESD): tr = 0.7 min (Methode III); m/7
(% relative Intensitét): 208.7 (100.0), 263.15 [M—Prolin+H"] (21.2), 375.3 [M+H"] (61.3).
HRMS (ESI): m/z ber. fiir CoHuN¢O' [M+H"] 375.1928; gef. m/z 375.1931. IR (cm™):
¥ = 2023 (s), 2852 (w), 2366 (w), 1687 (m), 1632 (w), 1583 (m), 1559 (w), 1514 (w),
1490 (w), 1456 (m), 1405 (w), 1351 (w), 1228 (m), 1177 (w), 1097 (w), 1052 (w), 1009 (w),

968 (w), 847 (w), 816 (w), 743 (s), 496 (m), 482 (w).

7.2.10 Synthese der GORFE-PROTACs

2-Methyl-5-phenyl-4 H-pyrazolo[1,5-a|pyrimidin-7-on (258, JES-161)

Nach Zutropfen von Ethylbenzoylacetat (257) (24.1 mL, 125 mmol) zu einer Losung von
3-Methyl-1H-pyrazol-5-amin (256) (11.0 g, 114 mmol) in 100 mL AcOH, wurde dieses
Gemisch iiber Nacht refluxiert. Nach Kiihlen auf RT wurde das Reaktionsgemisch in
600 mL eiskalten MTBE gegeben und dort 1 h unter Eiskiihlung geriihrt. Der Feststoff
wurde abfiltriert und mit weiteren 200 mL. MTBE gewaschen. Nach Trocknung im
Vakuum wurde das Produkt als weif bis leicht rotlicher Feststoff erhalten (18.6 g,

82.6 mmol, 73%).

'"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 12.31 (1H, bs, -NH-), 7.80 - 7.83 (2H, m, HS),

7.56 - 7.59 (3H, m, H9 + H10), 6.04 (1H, s, H2), 5.99 (1H, s, H5), 2.31 (3H, s, -CHy).
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13C NMR (400 MHz, DMSO-d) 6 156.1 (C4), 152.1 (C1), 149.2 (C6), 142.4 (C3),
132.3 (C7), 130.9 (C10), 129.0 (C9), 127.1 (CS), 93.6 (C5), 89.2 (C2), 14.1 (-CHy).
LCMS (ESI): tr = 5.0 min (Methode I); m/z (% relative Intensitét): 226.1 [M-+H?]
(100.0), 451.2 [2M+H"] (13.3). HRMS (ESI): m/z ber. fiir C3sH2N;O" [M+H"] 226.0975;
gef. m/z 226.0977. IR (cm™): ¥ = 2998 (w), 1670 (m), 1611 (s), 1585 (w), 1552 (m),
1519 (w), 1491 (w), 1450 (w), 1425 (w), 1395 (w), 1328 (m), 1244 (w), 1202 (w), 1156 (w),
1135 (w), 1010 (w), 923 (w), 816 (w), 771 (s), 743 (m), 697 (s), 660 (w), 612 (w), 517 (s),

477 (w), 436 (w), 421 (w).

7-Chloro-2-methyl-5-phenylpyrazolo[1,5-a|pyrimidin (259, JES-162)
Cl
5 /6 N’N\
10

2-Methyl-5-phenyl-4 H-pyrazolo[1,5-a]pyrimidin-7-on (258) (7.50 g, 33.3 mmol) wurde in
80 mL Toluol suspendiert und unter Riihren tropfenweise mit einem Gemisch aus
Phosphorylchlorid (9.34 mL, 99.9 mmol) und frisch destilliertem N, N-Dimethylanilin
(5.28 mL, 41.6 mmol) versetzt. AnschlieBend wurde das Gemisch 4.5 h refluxiert bevor es
auf einem roten bis schwarzen Riickstand reduziert wurde. Dieser Riickstand wurde zu
200 mL Eis gegeben und die entstandene Losung mit ges. NaHCO;-Losung neutralisiert.
Durch dreifache Extraktion mit je 300 mL EtOAc, konnte nach Waschen mit ges. NaCl-
Losung, Trocknen iiber Na,SO4 und Entfernen des Lésungsmittels das Rohprodukt erhalten
werden. Nach Umkristallisation in CH mit wenigen Tropfen EtOAc wurde das Produkt als

gelber Feststoff erhalten (5.13 g, 21.0 mmol, 63%).
'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 8.02 - 8.06 (2H, m, HS8), 7.46 — 7.53 (3H, m,
H9 + H10), 7.32 (1, s, H5), 6.59 (1M, s, H2), 2.58 (3I, s, -CH). C NMR. (400 MIz,

Chloroform-d) & 156.6 (C1), 155.8 (C4), 150.6 (C3), 138.2 (C6), 136.8 (C7), 130.7 (C10),
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129.1 (C9), 127.4 (C8), 104.9 (C5), 98.1 (C2), 14.9 (-CHy). LCMS (ESI): tr = 10.4 min
(Methode I); m/z (% relative Intensitét): 244.1 [M+H"] (100.0). HRMS (ESI): m/z ber.
fiir CisHuCINg"™ [M+-H'| 244.0636; gef. m/z 244.0639. IR (cm™): ¥ = 1607 (m), 1581 (w),
1538 (w), 1505 (w), 1488 (m), 1400 (w), (w), 1350 (w), 1283 (w), 1268 (w), 1228 (m),
1190 (w), 1153 (w), 1056 (w), 1026 (w), 989 (w), 928 (W), 866 (w), 849 (w), 837 (w),
796 (w), 785 (w), 774 (m), 733 (w), 697 (w), 685 (m), 662 (w), 648 (w), 583 (m), 565 (w).
3-Bomo-T7-chloro-2-methyl-5-phenylpyrazolo[1,5-a|pyrimidin (260, JES-164)
Cl

6
5 2 >N-N
8 4 N

10 Br
Eine Losung von 7-Chloro-2-methyl-5-phenyl-pyrazolo[l,5-aJpyrimidin (259) (4.29 g,
17.6 mmol) in 55 mL CH,Cl, wurde unter Argon auf 0 °C gekiihlt und portionsweise mit
NBS (3.45 g, 19.4 mmol) versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde dann bei RT {iber Nacht
geriihrt. Nach Zugabe von Wasser wurde die organische Phase separiert und die wéssrige
Phase mit weiterem CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit
ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und unter vermindertem Druck vom

Losungsmittel befreit. Das Produkt wurde so als gelber Feststoff ohne weitere Aufreinigung

erhalten (5.68 g, 17.6 mmol, quant.).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 8.10 - 8.14 (2H, m, HS), 7.49 —7.53 (3H, m,
H9 + H10), 7.39 (1H, s, H5), 2.57 (3H, s, -CH;). *C NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6
156.6 (C4), 154.9 (C1), 146.9 (C3), 138.7 (C6), 136.2 (C7), 1311 (C10), 129.2 (C9),
127.6 (C8), 105.6 (C5), 86.8 (C2), 13.6 (-CH;). LCMS (ESI): tx = 12.7 min (Methode I);
m/z (% relative Intensitat): 324.0 [M+H'] (100.0). HRMS (ESI): m/z ber. fiir
CusHyoBrCINs* [M+H"] 321.9741; gef. m/z 321.9747. IR (cm™): ¥ = 3098 (w), 3065 (w),

1699 (w), 1605 (m), 1594 (w), 1539 (m), 1486 (s), 1397 (w), 1352 (m), 1276 (w), 1236 (w),
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1188 (m), 1136 (w), 1071 (m), 1056 (w), 1034 (w), 1016 (w), 991 (w), 925 (w), 868 (W),
849 (w), 818 (m), 794 (w), 773 (m), 735 (m), 725 (w), 689 (s), 654 (w), 643 (w), 611 (m),

566 (w), 551 (W), 526 (w), 487 (w), 422 (w).

3-Bromo-7-(4-ethylpiperazin-1-yl)-2-methyl-5-phenyl-pyrazolo-

[1,5-a]pyrimidine (261, JES-165)

Zu 3-Bomo-7-chloro-2-methyl-5-phenylpyrazolo[1,5-a|pyrimidin (260) (3.00 g, 9.30 mmol)
und DIPEA (2.43 mL, 14.0 mmol) in 20 mL Isopropanol wurde 1-Ethylpiperazin (1.37 mL,
10.8 mmol) gegeben. Das entstandene Gemisch wurde tiber Nacht refluxiert. Der beim
Abkiihlen ausfallende Feststoff wurde abfiltriert, mit Isopropanol und Wasser gewaschen
und anschlieflend getrocknet. So wurde das Produkt als gelber Feststoff in sauberer Form

erhalten (2.82 g, 6.14 mmol, 66%).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6§ 8.08 - 8.10 (2H, m, HS8), 7.43 —7.50 (3H, m,
HY + H10), 6.52 (1H, s, H5), 3.82 — 3.84 (4H, m, H11), 2.74 - 2.76 (4H, m, H12), 2.55 (2H,
g, J=T7.19 Hz, -CH,CHs), 2.49 (3H, s, -CH;) 1.16 (3H, t, J=7.20 Hz, -CH,CH,).
18C NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 157.6 (C4), 152.4 (C1), 150.7 (C6), 148.0 (C9),
138.3 (C7), 130.1 (C10), 128.8 (C9), 127.5 (C8), 90.5 (C5), 84.3 (C2), 52.5 (-CH,CHy),
52.2 (C12), 48.3 (C11), 13.7 (-CHs), 12.0 (-CI,CHs;). LCMS (ESI): tr = 13.2 min
(Methode I); m/z (% relative Intensitét): 400.1 [M+H"] (100.0). HRMS (ESI): m/z ber.
fiir CiyHpsBrNs" [M+H"] 400.1131; gef. m/z 400.1137. IR (cm™): ¥ = 2968 (w), 2933 (w),

2915 (w), 2871 (w), 2822 (w), 2783 (w), 1604 (m), 1551 (s), 1509 (w), 1486 (w), 1447 (w),
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1404 (w), 1382 (w), 1365 (w), 1344 (w), 1325 (w), 1267 (w), 1238 (m), 1202 (w), 1177 (w),
1125 (m), 1092 (w), 1069 (w), 1044 (w), 1023 (w), 1000 (w), 950 (m), 912 (w), 815 (w),

799 (w), 773 (w), T61 (m), 737 (w), 731 (w), 681 (m), 670 (W), 644 (W), 617 (W), 567 (w).

2-(4-Benzylpiperazin-1-yl)ethanol (263, JES-167)
1 3 K\N/\t;@s
HO/\{N\) 9
Benzylpiperazin (262) (10.0 mL, 57.3 mmol) wurde in 80 mL MeCN gelost und K,COs
(15.8 g, 114 mmol) wurde zugegeben. Nachdem 2-Bromethanol (4.87 mL, 68.8 mmol)
tropfenweise zugegeben worden war, wurde bei RT {iber Nacht geriihrt. Nach Filtration

wurde das Losungsmittel entfernt und das Produkt durch DCVC gereinigt. Nach Entfernen

des Losungsmittels wurde das Produkt als leicht braunes Ol erhalten (3.29 g, 14.9 mmol,

26%).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6§ 7.23 — 7.33 (5H, m, H7 — H9), 3.52 — 3.62 (2H, m,
1), 352 (21, s, H5), 2.50 - 2.56 (11H, m, H2 - Hj, -OH). “C NMR (400 Mz,
Chloroform-d) & 138.1 (C6), 129.2 (C7), 128.2 (C8), 127.1 (C9), 63.0 (C5), 59.2 (C2),
57.7 (C1), 53.1 (C3), 52.9 (C4). LCMS (ESI): tg = 4.8 min (Methode I); m/z (% relative
Intensitat): 221.2 [M+4+H'] (100.0). HRMS (ESI): m/z ber. fiir Ci3sHuN,O" [M+H']
221.1648; gef. m/z 221.1648. IR (cm™): ¥ = 3358 (w), 3085 (w), 3061 (w), 3027 (w),
2037 (w), 2877 (w), 2809 (m), 2770 (w), 1663 (w), 1494 (w), 1455 (m), 1348 (w), 1297 (m),
1209 (w), 1152 (m), 1136 (w), 1055 (m), 1007 (s), 933 (w), 877 (w), 832 (w), 815 (w),

771 (w), 738 (s), 697 (s), 621 (w), 603 (w), 528 (w), 502 (w), 483 (w), 460 (w).
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2-(4-Benzylpiperazin-1-yl)ethoxy-tert-butyldimethylsilan (264, JES-168)

A SK\N/\GQS
>|/SI\O/\/N\)4 7 9
2 3 8

Zu einer Losung von 2-(4-Benzylpiperazin-1-yl)ethanol (263) (2.50 g, 11.4 mmol) und
1H-Tmidazol in 25 mL trockenem CH,Cl, wurde bei 0 °C im Argon-Gegenstrom TBSCI
(2.05 g, 13.6 mmol) gegeben. Das Gemisch wurde iiber Nacht bei RT geriihrt. Nach Zugabe
von Wasser wurde die organische Phase separiert und die wissrige Phase mit weiterem
CH,.Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit ges. NaCl-Losung
gewaschen, {iber Na,SO, getrocknet und vom Losungsmittel befreit. Nach
sdulenchromatographischer Trennung wurde das Produkt als klares Ol erhalten (3.40 g,

10.2 mmol, 90%).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 7.21 — 7.33 (5I, m, H8 — HY), 3.74 — 3.77 (2I, m,

HI), 3.50 (2H, s, H5), 2.48 — 2.55 (10H, m, H2 - HJ), 0.88 (9H, s, -SiC(CH)s), 0.05 (6H,
s, -Si(CHs)s-). *C NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 138.3 (C6), 129.3 (C8), 128.3 (C7),
127.1 (C9), 63.2 (C5), 61.5 (C1), 60.7 (C2), 54.0 (C3), 53.2 (C4), 26.1 (-SiC(CHs)s), 18.4 (-
SiC(CHs)s), 5.2 (-Si(CHs)s-). LCMS (ESI): tg = 14.1 min (Methode I); m/z (% relative
Intensitat): 335.2 [M+H] (100.0), 705.4 (8.8). HRMS (ESI): m/z ber. fiir CioHs;N,OSi*
IM+H 335.2513; gef. m/z 335.2504. IR (cm?): = 3028 (w), 2930 (m), 2881 (w),

2856 (w), 2807 (w), 2768 (w), 1684 (w), 1494 (w), 1471 (w), 1456 (w), 1388 (w), 1360 (w

9

(w)
(w),
1349 (w), 1316 (w), 1300 (w), 1282 (w), 1253 (m), 1158 (w), 1139 (w), 1100 (s), 1030 (w)
1011 (m), 937 (w), 914 (w), 830 (s), 774 (m), 735 (m), 697 (m), 664 (w), 604 (w), 518 (W),

459 (w).
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tert-Butyldimethyl-(2-piperazin-1-ylethoxy)silan (267, JES-169)

4

5" "NH

N/

St
Methode 1: Zu einer entgasten Losung von 1-Benzyl-4-(2-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-
ethyl)piperazine (264) (3.34 g, 9.68 mmol) in 80 mL EtOH wurde im Argon-Gegenstrom
Pd(OH), (20%ig, 5.44 g, 7.74 mmol) zugegeben. AnschlieBend wurde die Atmosphére
durch Wasserstoff ausgetauscht und das Gemisch iiber Nacht bei RT geriihrt. Durch

Filtration {iber Celite und Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurde das Produkt

als klares Ol erhalten (2.01 g, 8.22 mmol, 85%).

Methode 2: Eine Suspension von 2-Bromethoxy-tert-butyldimethylsilan (266) (8.97 mL,
41.8 mmol), Piperazin (265) (9.00 g, 105 mmol) und K>COs (43.3 g, 314 mmol) in 90 mL
MeCN wurde 20 h bei 80 °C unter Argonatmosphére geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde
nach Abschluss der Reaktion filtriert und das Filtrat vom Losungsmittel befreit. Der
Riickstand wurde in Et,O aufgenommen, mit Wasser gewaschen und mit NaxSO,
getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels wurde das Produkt mittels DCVC
aufgereinigt, wobei die Elution mit CH,Cl,:MeOH erfolgte (99:1 bis 9:1; dann EtOH fiir
héhere Alkoholgehalte bis 100% EtOH). Als Produkt wurde ein klares Ol erhalten (7.51 g,

30.7 mmol, 74%).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 3.74 (2H, t, J= 6.40 Hz, HI), 2.91 (4H, t,
J=4.92 Hz, Hj), 249 — 2.52 (6H, m, H2 + H3), 0.88 (9H, s, -SiC(CHy)s), 0.05 (6H,
s, -Si(CHs)s-). C NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 61.3 (C1), 61.2 (C2), 54.8 (C3),
46.0 (C4), 26.1 (-SiC(CHs)s), 18.4 (-SiC(CHs)s), -5.2 (-Si(CHs)»). LCMS (ESI):
tr = 12.3 min  (Methode I); m/z (% relative Intensitdt): 245.2 [M+H'] (100.0).
HRMS (ESI): m/z ber. fiir C1oHoN,OSi* [M+H"] 245.2044; gef. m/z 245.2048. IR (cm™):
)

¥ = 2929 (m), 2885 (w), 2855 (w), 2819 (w), 1471 (w), 1462 (w), 1388 (w), 1361 (w),
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1322 (w), 1305 (w), 1252 (m), 1100 (m), 1061 (w), 1030 (w), 1005 (w), 938 (w), 896 (w),

830 (m), 772 (s), 663 (w), 597 (w), 571 (w).

2-[4-(3-Bromo-2-methyl-5-phenylpyrazolo[1,5-a]pyrimidin-7-yl)piperazin-1-

yllethoxy-tert-butyldimethylsilan (170)

Eine Losung von 3-Bomo-7-chloro-2-methyl-5-phenylpyrazolo[1,5-a|pyrimidin (260)
(2.20 g, 6.82 mmol), tert-Butyldimethyl-(2-piperazin-1-ylethoxy)silan (267) (1.94 g,
7.92 mmol) und DIPEA (1.78 mL, 10.2 mmol) wurde tiber Nacht bei 80 °C geriihrt. Der
nach Ankratzen an der abgekiihlten Kolbenwand ausfallende gelbe Feststoff wurde
abfiltriert, mit Wasser und Isopropanol gewaschen und im Exsikkator {iiber P4Og

getrocknet (3.09 g, 5.82 mmol, 85%).

'H NMR (600 MHz, Chloroform-d) 6§ 8.07 — 8.10 (2H, m, HS8), 7.44 — 7.50 (3H, m, H9
+ H10), 6.51 (1H, s, H5), 3.80 - 3.83 (6H, m, HI1 + H1J), 2.83 (4H, bs, H12), 2.65 (2H,
bs, H13), 2.49 (3H, s, -CHs), 0.91 (9H, s, -SiC(CHs);), 0.09 (6H, s, -Si(CH;)s-).
13C NMR, (600 MHz, Chloroform-d) § 157.6 (C4), 152.4 (C1), 150.7 (C6), 148.0 (C9),
138.3 (C7), 130.1 (C10), 128.9 (C9), 127.5 (C8), 90.5 (C5), 84.3 (C2), 615 (CL4),
60.6 (C13), 532 (C12), 484 (C11),  26.1 (-SiC(CHs)s),  18.5 (-SiC(CHs)y),
13.7 (-CHs), -5.1 (-Si(CHs)s-). LCMS (ESI): tr = 19.3 min (Methode I); m/z (% relative
Intensitéit): 532.2 [M-+H'] (100.0). HRMS (ESI): m/z ber. fitr CoHyBrN;OSi* [M+H]

530.1945; gef. m/z 530.1941. IR (cm™): ¥ = 2950 (w), 2927 (w), 2881 (w), 2851 (w),
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1606 (w), 1598 (w), 1556 (s), 1507 (w), 1473 (w), 1463 (w), 1444 (w), 1387 (w), 1373 (w),
1358 (w), 1330 (w), 1296 (w), 1253 (w), 1235 (m), 1206 (w), 1155 (m), 1136 (w), 1111 (m),
1079 (w), 1058 (w), 1042 (w), 1021 (m), 1008 (w), 951 (w), 939 (m), 922 (w), 829 (m),

807 (w), 768 (s), 736 (w), 690 (m), 663 (w), 644 (w), 616 (w), 566 (w), 484 (w).

3-(2-(Benzyloxy)phenyl)-7-(4-(2-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)ethyl)-

piperazin-1-yl)-2-methyl-5-phenylpyrazolo[1,5-a]pyrimidin (271, JES-173)

Ein entgastes Gemisch aus 5 mL Dioxan und 1 mL. Wasser wurde zu einem durchmengten
Gemisch aus 2-[4-(3-Bromo-2-methyl-5-phenylpyrazolo[1,5-a]pyrimidin-7-yl)piperazin-1-
yllethoxy-tert-butyldimethylsilan (269)  (1.00 g,  1.88 mmol),  2-Benzyloxyphenyl-
boronséure (270) (516 mg, 2.26 mmol), Cs,CO; (614 mg, 1.88 mmol) und PdCly(dppf)
(138 mg, 188 pmol) unter Argon gegeben. Diese Suspension wurde tiber Nacht refluxiert,
wobei sich eine dunkle Loésung bildete. Anschlieffend wurde mit EtOAc verdiinnt und
zweimal mit Wasser gewaschen. Nach Trocknung iiber NaySO,, Filtration und
Konzentration wurde das erhaltene Gemisch chromatographisch getrennt. Dabei wurde das

Produkt als neongelber Feststoff erhalten (771 mg, 1.22 mmol, 65%).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 8.01 —8.04 (2H, m, HS), 7.56 (1H, dd, J = 7.50,
1.74 Hz, H16), 7.40 — 7.44 (3H, m, H9 + H10), 7.20 - 7.33 (6H, m, H22 — H25 + HIS),

7.09 (1H, dt, J = 11.20, 1.08 Hz, H17), 7.06 (1H, dd, J = 8.16, 0.64 Hz, H19), 6.53 (1H, s,
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H5),5.07 (2H, s, -CHy-), 3.84 — 3.87 (6H, m, H11 + H1/), 2.67 — 2.89 (6H, m, H12 + H15),
2.44 (3H, s, -CHs), 0.92 (9H, s, -SiC(CHs)s), 0.10 (6H, s, -Si(CHs),). *C NMR. (400 MHz,
Chloroform-d) & 156.9 (C20), 156.3 (C4), 153.4 (C1), 150.5 (C35), 148.9 (C6), 138.8 (C7),
137.6 (C22), 133.2 (C16), 129.7 (C10), 128.7 (C9), 128.4 (C24), 128.2 (arom. C),
127.6 (C18), 127.4 (C8), 127.3 (C23), 122.5 (arom. C), 121.1 (C17), 113.3 (C19),
106.3 (C15), 90.0 (C5), 70.8 (-CHy), 61.4 (C14), 60.7 (C13), 53.3 (C12), 48.3 (C11),
26.1 (-SiC(CH)s), 185 (-SiC(CHy)y), 14.6 (-CHy), -5.1 (-Si(CH;)»). LCMS (ESI):
tr = 21.1 min (Methode I); m/z (% relative Intensitit): 317.7 [M+2H'] (7.3), 634.3
[M+H*] (100.0). HRMS (ESI): m/z ber. fiir CyHiN;O0.Sit [M+H'] 634.3572; gef.
m/z 634.3571. IR (cm™): ¥ = 3061 (w), 3018 (w), 2951 (w), 2923 (w), 2875 (w), 2848 (w),

9

(
1596 (w), 1555 (s), 1524 (w), 1499 (w), 1467 (w), 1455 (w), 1438 (m), 1407 (w), 1388 (w
(

1073 (w), 1057 (w), 1020 (w), 1011 (w), 1000 (m), 953 (m), 942 (w), 919 (w), 857 (w),

)

)

1378 (w), 1358 (w), 1324 (w), 1298 (w), 1285 (w), 1231 (s), 1205 (w), 1135 (w), 1115 (m),
)

W)

(
829 (m), 811 (w), 776 (m), 757 (w), 745 (s), 722 (w), 700 (w), 689 (m), 667 (w), 634 (

9

619 (w), 572 (w), 553 (w), 525 (w), 491 (w), 472 (w).

2-(7-(4-(2((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)ethyl)piperazin-1-yl)-2-methyl-5-

phenylpyrazolo[1,5-a]pyrimidin-3-yl)phenol (272, JES-175)

Methode 1: 3-(2-(Benzyloxy)phenyl)-7-(4-(2-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)ethyl)-

piperazin-1-yl)-2-methyl-5-phenylpyrazolo[1,5-a|pyrimidin (271) (100 mg, 158 pmol)
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wurden in einer minimalen Menge EtOAc gelost und mit Pd(OH),/C (20%ig, 1.1 mg,
1.6 nmol) versetzt. Anschlieflend wurde die Atmosphére durch Wasserstoff ausgetauscht
und das Gemisch bei Wasserstoffiiberdruck (4 bar) iiber Nacht gerithrt. Nach etwa 17 h
wurde die gleiche Menge an Katalysator nachgegeben. Nach weiteren 6 h Riithren unter
Wasserstoffiiberdruck (4 bar) wurde das Gemisch nach vollstandigem Umsatz {iber Celite
filtriert und vom Losungsmittel befreit. So wurde das Produkt als tiefgelber Feststoff

erhalten (84.9 mg, 153 pumol, quant.).

Methode 2:  Zu einem  Gemenge aus 2-[4-(3-Bromo-2-methyl-5-phenylpyrazolo-
[1,5-a]pyrimidin-7-yl)piperazin-1-ylJethoxy-tert-butyldimethylsilan (269) (1.00 g,
1.88 mmol), 2-Hydroxyphenylboronsiure (268) (468 mg, 3.39 mmol), Cs,CO; (1.23 g,
3.77 mmol) und PdCly(dppf) (138 mg, 188 pmol) wurde ein entgastes Gemisch aus 5 mL
Dioxan und 1 mLL Wasser gegeben. Die entstandene Suspension wurde iiber Nacht unter
Sauerstoffausschluss zum Riickfluss erhitzt, wobei sich eine schwarze Losung bildete. Das
Gemisch wurde mit EtOAc verdi{innt und filtriert. Dann wurde die organische Phase mit
Wasser und ges. NaCl-Losung gewaschen, bevor sie iiber Na,SOs getrocknet und im
Vakuum konzentriert wurde. Nach sdulenchromatographischer Trennung, wurde das

saubere Produkt als gelber Feststoff erhalten (371 mg, 682 pmol, 36%).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 10.37 (1H, bs, -OH), 8.00 - 8.02 (2H, m, HS),
7.43 - 7.52 (I, m, H9 + H10 + H16), 7.23 - 7.28 (11, m, H18), 7.15 (11, dd, J = 8.10,
1.26 Hz, H19), 7.00 (1H dt, J = 11.07, 1.39 Hz, H17), 6.49 (1H, s, H5), 3.85 — 3.94 (6H, m,
H11 + H1j), 2.70 — 2.87 (6H, m, H12 + H13), 2.66 (3H, s, -CH), 0.92 (9H, s, -SiC(CHy)s),
0.10 (6H, s, -Si(CH;),-). *C NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 156.02 (C4), 154.9 (C20),
152.3 (C1), 150.6 (C9), 146.7 (C6), 137.0 (C7), 130.4 (C10), 129.6 (C16), 129.0 (C9),
128.7 (arom. C), 127.9 (C18), 127.2 (C8), 127.1 (arom. C), 120.4 (arom. C), 120.1 (C17),
119.5 (C19), 106.2 (C15), 89.1 (C5), 61.3 (C14), 60.4 (C19), 53.1 (C12), 48.4 (C11),
25.9 (-SiC(CHy)s), 183 (-SiC(CHa)), 15.2 (-CHy), -5.3 (-Si(CHs)»-). LCMS (ESI):

tr = 18.7 min (Methode I); m/z (% relative Intensitét): 272.7 (5.1), 544.3 [M+H"] (100.0).



324

7 - EXPERIMENTALTEIL

HRMS (ESI): m/z ber. fiir CsiHuN:02Si" [M+H'] 544.3102; gef. m/z 544.3099. IR (cm™):

)
U= 2953 (w), 2928 (m), 2883 (w), 2854 (w), 1598 (w), 1562 (s), 1520 (w), 1498 (w),
1470 (w), 1445 (m), 1409 (w), 1388 (w), 1360 (w), 1324 (m), 1283 (w), 1242 (m), 1205 (w),
)

1098 (m), 1050 (w), 1020 (w), 1005 (m), 953 (m), 831 (m), 811 (w), 773 (w), 759 (s),

750 (w), 724 (w), 687 (m), 662 (w).

2-(7-(4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl)-2-methyl-5-phenylpyrazolo-

[1,5-a]pyrimidin-3-yl)phenol (272, JES-192)

TBAF-Losung (1 M in THF, 73.6 pL, 73.6 pmol) wurde bei 0 °C langsam zu einer Losung
von (2-(7-(4-(2((tert-Butyldimethylsilyl)oxy Jethyl)piperazin-1-yl)-2-methyl-5-phenylpyra-
zolo[1,5-a]-pyrimidin-3-yl)phenol (272) (40.0 mg, 73.6 pmol) in 500 pL trockenem THF
getropft. Nach 1.5 h wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand in
CH,Cl, aufgenommen. Die organische Phase wurde mit Wasser gewaschen und die so
erhaltene wéssrige Phase wurde dreimal mit CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden iiber Na,SO, getrocknet und nach Filtration vom Losungsmittel befreit.
Das erhaltene Gemisch wurde durch praparative HPLC getrennt, wobei das Produkt als

gelber Feststoff erhalten wurde (3.5 mg, 8.2 pmol, 11%).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6§ 10.28 (1H, bs, ArOH), 7.99 — 8.02 (2H, m, HS),
7.48 — 7.53 (3H, m, H9 + H10), 7.44 (1H, dd, J = 7.78, 1.58 Hz, H16), 7.24 — 7.28 (1H, m,

H18), 7.15 (1H, dd, J = 8.12, 1.24 Hz, H19), 7.01 (1H, td, J = 11.14, 1.32 Hz, H17), 6.50
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(1H, s, H5), 3.97 (4H, bs, H11), 3.76 (2H, t, J = 5.20 Hz, H1/), 2.91 (4H, bs, H12), 2.75
(2H, t, J = 5.18 Hz, H13), 2.66 (3H, s, -CH3). *C NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6
156.3 (C4), 155.1 (C20), 152.6 (C1), 150.6 (C3), 146.8 (C6), 137.1 (C7), 130.7 (C10),
129.8 (C16), 129.2 (C9), 128.2 (C18), 127.3 (C8), 120.5 (C2), 120.4 (C17), 119.7 (C19),
106.5 (C15), 89.4 (C5), 59.7 (C13), 57.9 (C14), 52.5 (C12), 48.2 (C11), 15.3 (-CHy).
LCMS (ESI): tr = 10.2 min (Methode I); m/z (% relative Intensitét): 430.2 [M+H"]
(100.0). HRMS (ESI): m/z ber. fiir CysHasN;Oo" [M+H'| 430.2238; gef. m/z 430.22309.
TR (cm): ¥ = 2023 (w), 2851 (w), 1598 (w), 1564 (s), 1520 (w), 1496 (w), 1447 (w),
1408 (w), 1323 (w), 1283 (w), 1245 (m), 1203 (w), 1153 (w), 1130 (w), 1100 (w), 1072 (w),

1033 (w), 1006 (w), 950 (w), 760 (m), 685 (W), 656 (W), 474 (w).

14-((2(2,6-Dioxopiperidin-3-yl)-1,3-dioxoisoindolin-4-yl)amino)-14-oxo-

3,6,9,12-tetraoxatetradecylmethansulfonat (275, JES-195)

OSO - 1615H
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Einer Losung von N-(2-(2,6-Dioxopiperidin-3-yl)-1,3-dioxoisoindolin-4-y1)-14-hydroxy-3,6-
12-tetraoxatetradecanamid (274) (105 mg, 206 pmol) und NEt; (37.3 pL, 268 pmol) in
3.5 mL CH,Cl, wurde bei 0 °C tropfenweise eine Losung von MsCl (28.3 mg, 247 pmol) in
0.5 mL, CH,Cl, zugefiihrt. Nach 15 Minuten wurde das Eisbad entfernt und das Gemisch
flir 2.5 h bei RT gerithrt. Die Losung wurde zweimal mit Wasser gewaschen und nach
Trocknen iiber Na,SO, vom Loésungsmittel befreit. Durch chromatographische Trennung

wurde das Produkt als neongelber Feststoff erhalten (108 mg, 184 pmol, 89%).
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'H NMR, (400 MHz, Chloroform-d) & 10.51 (1H, s, (-(CO),NH), 8.85 (1H, dd, J = 8.26,
7.58 Hz, H2), 8.54 (1H, s, -CONH-), 7.72 (1H, dd, J = 8.26, 7.58 Hz, H3), 7.58 (1H, dd,
J=7.32, 0.64 Hz, Hj), 499 (1H, m, H10), 4.35 - 4.37 (2H, m, H17 - H26), 4.19 — 4.19
(2H, d, J=3.16 Hz, H16 ), 3.81 (4H, s, H17— H26), 3.75 - 3.77 (2H, m, H17— H26),
3.60 — 3.71 (SH, m, H17 — H26), 3.06 (3H, s, -OSO,CH,), 2.75 — 2.90 (3H, m, H13 + H1j),
2.14-219 (1H, m, Hi14). "C NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 171.2 (C12),
169.4 (C15), 168.6 (C11), 168.2 (C7), 166.9 (C9), 136.9 (C1), 136.4 (C3), 131.6 (C5),
125.3 (C2), 1189 (C4), 116.3 (C6), 717 (C17), T71.1(C16), 70.8 (C18 - C26),
70.7 (C18 — C26), 70.7 (C18 - C26), 706 (C18— C26),  69.3 (C18 - C26),
69.1 (C18 — C26), 49.4 (C10), 37.8 (-0SO.CHs), 31.4 (C13), 22.9 (C14). LCMS (ESI):
tr = 6.6 min (Methode I); m/z (% relative Intensitdt): 603.2 [M+NH,"] (100.0).
HRMS (ESI): m/z ber. fir CoHsuN3O1SNat [M+Na®] 608.1521; gef. m/z 608.1526.
IR (cm™): ¥ = 3306 (w), 3113 (w), 2914 (w), 1769 (w), 1703 (s), 1618 (w), 1527 (m),
1479 (w), 1428 (w), 1397 (m), 1348 (m), 1293 (w), 1260 (w), 1198 (w), 1174 (m), 1117 (w),

1029 (w), 978 (w), 918 (w), 824 (w), 748 (w), 622 (w), 592 (W), 529 (w), 465 (w).
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14-(2-(7-(4-(2-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)piperazin-1-yl)-2-methyl-5-
phenylpyrazolo[1,5-a]pyrimidin-3-yl)phenoxy)-3,6,9,12-tetraoxatetra-

decansiureethylester (277, JES-202)

Ethyl-14-hydroxy-3,6,9,12-tetraoxatetradecanoat (238) (1.68 g, 5.99 mmol) wurde in
30 mL trockenem CH,Cl, gelost und bei 0 °C mit NEt; (1.09 mL, 7.79 mmol) versetzt.
Dann wurde MsCl (557 puL, 7.19 mmol) zugetropft und das resultierende Gemisch
30 Minuten bei 0 °C geriihrt, bevor das Fisbad entfernt und weitere 30 Minuten bei RT
geriihrt wurde. Bei der folgenden Zugabe von ges. NaHCOy-Lésung wurde darauf geachtet,
dass der wahrend der Reaktion entstandene Feststoff vollstéandig geldst wurde. Dann wurde
die wassrige Phase separiert und drei weitere Male mit CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden {iber Na,SO, getrocknet und vom Lésungsmittel befreit, wobei

ein gelbes Ol entstand, das ohne weitere Aufreinigung weiter umgesetzt wurde (1.88 g).

Der Riickstand wurde in 30 mL Aceton (HPLC-Reinheitsgrad) gelost und nach Zugabe
von Natriumiodid (1.80 g, 12.0 mmol) 2.5 h refluxiert, wobei ein Feststoff ausfiel, der
abfiltriert wurde. Dann wurde das Losungsmittel entfernt und der entstandene Riickstand
in CH,Cl, aufgenommen. Diese Losung wurde mit Wasser gewaschen und iiber NasSO,
getrocknet. Nach Entfernen des Lésungsmittels wurde ein rotes Ol erhalten (1.10 g),
welches mit 5 mL entgastem DMF aufgenommen wurde und zusammen mit 2-(7-(4-(2-

((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)ethyl)peperazin-1-yl)-2-methyl-5-phenylpyrazolo[1,5-a| pyri-



328

7 - EXPERIMENTALTEIL

midin-3-yl)phenol (272) (770 mg, 1.42 mmol) und Cs;COs (3.90 g, 12.0 mmol) bei 50 °C
geriihrt wurde. Nachdem kein weiterer Umsatz mehr festzustellen war, wurden 50 mL
Wasser zugegeben und diese wéssrige Phase viermal mit EtOAc extrahiert. Anschliefend
wurden die vereinigten organischen Phasen mit 5%iger LiCl-Losung und ges. NaCl-Losung
gewaschen. Nach Trocknung iiber Na,SO, und Entfernen des Losungsmittels wurde das
Rohprodukt sdulenchromatographische getrennt (Tol:'PrOH 98:2 zur Elution des
verbliebenen Edukts, dann 9:1), wodurch das gewiinschte Produkt sauber erhalten wurde

(667 mg, 827 pmol, 58%).

'"H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 8.02 -~ 8.03 (2H, m, HS), 7.55 (1H, dd, J = 7.50,
1.68 Hz, H16),7.37 — 7.43 (3H, m, H9 + H10), 7.30 (1H, td, J = 11.66, 1.64 Hz, H18), 7.08
(1H, t, J = 7.41 Hz, H17), 7.02 (1H, d, J = 8.28 Hz, H19), 6.52 (1H, s, H5), 4.19 (2H, q,
J = 7.14 Hz, -CH,CH;), 4.13 (2H, t, J = 5.28 Hz, H21), 3.83 — 3.85 (6H, m, H11 + H1/),
3.68 — 3.73 (4H, m, H22 - H29), 3.64 - 3.66 (2H, m, H22 - H29), 3.56 — 3.60 (4H, m,
H22 — H29), 3.51 (4H, s, H22 — H29), 2.86 (4H, bs, H12), 2.67 (2H, t, J = 5.85 Hz, H13),
2.46 (3H, s, -C'CHs), 1.26 (3H, t, J = 7.14 Hz, -CH,CH;), 0.92 (9H, s, -C(CHs)), 0.10 (6H,

S, —SI(CHJ)Z—)

13C NMR (600 MHz, Chloroform-d) § 1705 (-COO-), 156.7 (C20), 156.1 (C/

)

9

)
153.4 (C1), 150.5 (C6), 148.8 (C9), 138.7 (C7), 133.1 (C16), 129.6 (C10), 128.6 (C9)
128.1 (C18), 127.3 (C8), 122.2 (C2), 120.9 (C17), 112.7 (C19), 106.1 (C15), 89.7 (C5),
71.0 (C21 — C29), 71.0 (C21 - C29), 70.7 (C21 — C29), 70.6 (C21 — C29),

69.8 (C21 — C29), 68.8 (021 — 029), 68.4 (C21 — 029), 67.9 (C21 — C29),
61.6 (C21 - C29), 61.4(C1f), 60.8 (-CH,CIL), 60.6 (C13), 53.2 (C12), 48.2 (C11),
26.1 (-C(CHs)), 18.4 (-C(CHj)), 14.5 (-C'CHs), 14.3 (-CH,CH3), -5.1 (-Si(CHs)s-).
LCMS (ESI): tg = 17.9 min (Methode I); m/z (% relative Intensitit): 403.7 [M+2H"]
(41.2), 806.5 [M+H'] (100.0). (Produkt nicht sauber) HRMS (ESI): m/z ber. fir

CusHesN;OsSiNa™ [M+Na'| 828.4338; gef. m/z 828.4323. IR (cm™): ¥ = 2928 (w), 2856 (w),
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1752 (m), 1597 (w), 1557 (s), 1523 (w), 1500 (w), 1443 (w), 1406 (w), 1386 (w), 1370 (w),
1347 (w), 1324 (w), 1276 (w), 1243 (w), 1220 (w), 1206 (m), 1100 (s), 1060 (w), 1005 (w),
950 (w), 910 (m), 832 (m), 812 (w), 774 (w), 759 (w), 749 (w), 728 (s), 693 (w), 664 (W),

646 (w), 618 (w).

14-(2-(7-(4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-yl)-2-methyl-5-phenylpyrazolo[1,5-a]-

pyrimidin-3-y1)-3,6,9,12-tetraoxatetradecansiure-Hydrochlorid (278, JES-214)

(0]
14-(2-(7-(4-(2-((tert-Butyldimethylsilyl Joxy) piperazin-1-yl)-2-methyl-5-phenylpyrazolo-

[1,5-a]pyrimidin-3-yl)phenoxy)-3,6,9,12-tetraoxatetradecansiureethylester (277) (384 mg,
476 pumol) wurde in einer Mischung aus 3 mL EtOH und 1.5 mL 2 M NaOH gelost und 4 h
bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde mit 1 M HCI-Loésung neutralisiert und das EtOH unter
vermindertem Druck entfernt. Die restliche Losung wurde lyophilisiert und dann durch
RP-Saulenchromatographie gereinigt (TFA-Zusatz). Die sauberen Fraktionen wurden
vereinigt und durch Lyophilisieren vom Losungsmittel befreit, bevor dieser Vorgang
mehrmals unter Zugabe von 0.1 M HCIl-Losung wiederholt wurde, um das Produkt

umzusalzen. Das Produkt wurde ohne weitere Aufreinigung verwendet.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 11.43 (1H, bs, -CO.H), 8.11-8.12 (2H, m, HS),
7.46 — 7.49 (3H, m, H9 + H10), 7.40 (1H, dd, J = 7.51, 1.79 Hz, H16), 7.32 — 7.36 (1H, m,
Hi8),7.12 - 7.15 (1H, m, H19), 7.05 (1H, td, J = 7.42, 0.91 Hz, H17), 6.95 (1H, s, H5),

477 (2H, m, H11), 4.10 — 4.11 (2H, m, H21), 3.99 (2H, s, H29), 3.87 - 3.90 (2H, m, H14),
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3.72-3.75 (4H, m HI11+ H12), 3.61 —3.62 (2H, m, H22—- H28), 3.51 —3.53 (2H, m,
H22 — H2S), 3.43 — 3.48 (2H, m, H22 - H2S), 3.38 - 3.43 (10H, m, H12 + H22 - H2S),
3.36 — 3.38 (2H, m, H13), 2.35 (3H, s, -CHs). Produkt im 'H-NMR-Spektrum verunreinigt
18C NMR, (600 MHz, DMSO-ds) § 171.6 (C30), 156.2 (C20), 155.4 (C4), 152.5 (C1),
148.6 (C3), 137.5 (C7), 132.5 (C16), 130.0 (C10), 128.6 (C9), 128.4 (C18), 127.2 (C8),
121.0 (C2), 120.4 (C17), 112.3 (C19) 105.4 (C15), 89.9 (C5), 70.6, 69.8, 69.7, 69.7, 68.9,
67.6 (C29), 67.3 (C21), 59.5, 58.0 (C13), 55.2 (C14), 50.9 (C12), 44.6 (C11), 14.0 (-CHs).
LCMS (ESI): tg = 6.8 min (Methode IV); m/z (% relative Intensitét): 662.4 [M-H']
(100.0). HRMS (ESI): m/z ber. fiir Cs;sHyN:Os" [M+H'] 664.3341; gef. m/z 664.3352.
IR (cm'): ¥ = 3336 (w), 3119 (w), 3035 (w), 2923 (w), 1720 (s), 1655 (s), 1588 (m),
1577 (m), 1553 (w), 1440 (w), 1398 (s), 1351 (w), 1312 (w), 1277 (w), 1238 (s), 1200 (w),

1114 (w), 1096 (w), 1057 (m), 1008 (w), 948 (w), 931 (w), 765 (s).

tert-Butyl-(2-((2-(2,6-dioxopiperidin-3-yl)-1,3-dioxoisoindolin-4-

yl)amino)ethyl)-carbamat (280, JES-217)

0O
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tert-Butyl- N-(2-aminoethyl)carbamate (279) (174 mg, 1.09 mmol) wurde zu einer Losung
von 2-(2,6-Dioxopiperidin-3-yl)-4-fluoroisoindoline-1,3-dione (245) (300 mg, 1.09 mmol)
und DIPEA (378 nL, 2.17 mmol) in 4 mL trockenem DMSO gegeben. Das Gemisch wurde
bei 90 °C iiber Nacht geriihrt. Anschliefend wurden 40 mL. Wasser zugegeben und die
wiéssrige Phase viermal mit EtOAc extrahiert. Dann wurden die vereinigten organischen
Phasen mit 5%iger LiCl-Losung gewaschen, mit Na,SO, getrocknet und vom Losungsmittel

befreit. Das Rohprodukt wurde aus EtOH und etwas EtOAc umkristallisiert. Nach
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Waschen des entstandenen Feststoffes mit CH wurde das saubere Produkt als gelber

Feststoff erhalten (90.0 mg, 378 pmol, 20%).

'H NMR (400 MHz, Aceton-ds) 6 9.90 (1H, bs, -OCNHCO-), 7.58 (1H, dd, J= 7.14,
8.50 Hz, H6), 7.17 (1H, d, J = 8.56 Hz, H5), 7.04 (1H, dd, J = 7.06, 0.50 Hz, H7), 6.59
(1H, t, J = 5.78 Hz, -C*NHCL), 6.30 (LH, bs, -OCONL), 5.05 (1H, dd, J = 12.54, 5.46 Hz,
H12), 3.51 (2H, q, J = 6.26 Hz, H9), 3.35 (21, q, J = 6.12 Hz, H2), 2.89 - 3.00 (1H, m,
H1J), 2.70 — 2.81 (2H, m, H13 + H1j), 2.16 — 2.22 (1H, m, H13), 1.40 (9H, s, -C(CHy)s).
1BC NMR (400 MHz, Aceton-d;) 6 172.8 (C15), 170.2 (C16), 170.1 (C10), 168.3 (C9),
157.1 ((OCONH-), 147.9 (C4), 136.9 (C6), 133.7 (CS), 117.7 (C5), 1114 (C7),
111.1 (C11),  79.0 (-C(CHs)s),  49.9 (C12), 43.1 (C9), 40.6 (C2), 32.0 (CL4),
28.6 (-C(CHs)s), 23.5 (C13). LCMS (ESI): tg = 8.0 min (Methode I); m/z (% relative
Tntensitit): 361.1 [M-Bu+I*] (100.0), 417.1 [M+II*] (27.0), 850.3 [2M+Na'] (46.5).
HRMS (ESI): m/z ber. fiir CyH2NisONa® [M+Na'] 439.1588; gef. m/z 439.1584.
IR (cm): ¥ = 3374 (w), 2074 (w), 2929 (w), 1692 (s), 1623 (w), 1508 (w), 1483 (w),
1457 (w), 1407 (w), 1361 (m), 1324 (w), 1300 (w), 1257 (w), 1197 (w), 1169 (m), 1114 (w),

1022 (w), 990 (w), 815 (w), 747 (m), 608 (w), 468 (w).



332

7 - EXPERIMENTALTEIL

4-(3-(2-((17-((2-(2,6-Dioxopiperidin-3-yl)-1,3-dioxoisoindolin-4-yl)amino)-14-
0x0-3,6,9,12-tetraoxaheptadecyl)oxy)phenyl)-2-methyl-5-
phenylpyrazolo[1,5-a|pyrimidin-7-yl)-1-(2-hydroxyethyl)piperazinium-Acetat

(281, JES-222)

tert-Butyl-(2-((2-(2,6-  4-dioxopiperidin-3-yl)-1,3-dioxoisoindolin-4-yl)amino)ethyl)carba-
mat (280) wurde in einem Gemisch aus 2 mL TFA und 2 mL CH,Cl fiir 2 h geriihrt bevor
die fliichtigen Bestandteile entfernt wurden. Der Riickstand wurde in 2 mL entgastem
DMF aufgenommen und mit 1 mL. MeCN verdiinnt. Anschlieflend wurden DIPEA (70 pl,
0.40 mmol), 14-(2-(7-(4-(2-Hydroxyethyl) piperazin-1-yl)-2-methyl-5-phenylpyrazolo-
[1,5-a]pyrimidin-3-y1)-3,6,9,12-tetraoxatetradecansaure-Hydrochlorid (278) (39.7 mg,
56.7 pmol) und HATU (33.9 mg, 89.3 nmol) im Argon-Gegenstrom zugegeben und das
Gemisch iiber Nacht bei RT geriihrt. Nach Entfernen des Losungsmittels wurde das
Gemisch durch praparative HPLC getrennt und so das saubere Produkt erhalten (21.2 mg,

20.7 pumol, 35%).

'H NMR (400 MHz, DMSO-d;) 6 11.08 (1H, bs, -OCNHCO-), 8.08 - 8.11 (2H, m HS),
7.90 (1H, t, J = 5.68 Hz, -C*ONH.), 7.55 (1H, dd, J = 8.40, 7.24 Hz, H36), 7.42 — 7.48
(4H, m, H9 + H10 + H16), 7.30 — 7.34 (1H, m, H18), 7.11 - 7.17 (2H, m, H19 + H35),
7.03 - 7.07 (1H, m, H17), 7.01 (1H, d, J = 6.96 Hz, H37), 6.77 (1H, s, H5), 6.70 (1H, t,
J = 5.92 Hz, -C*NH-), 5.04 (1H, dd, J = 12.82, 5.42 Hz, H/1), 4.10 (t, J = 4.62 Hz, H21),

3.86 (6, s, H11 + H29), 3.62 (21, t, J = 5.68 Hz, H22 — H28), 3.58 (2H, t, J = 6.14 Hz,
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H1j), 3.48 — 3.52 (4H, m, H22 — H28), 3.38 — 3.45 (10H, m, H32, H22 — H28), 3.29 — 3.33
(2H, m, H31), 2.83 - 2.92 (1H, m, H43), 2.68 (4H, bs, H12), 2.50 - 2.60 (3H, m,
Hi3 + Hj3 + H}2), 2.34 (3H, s, -C'CHy), 1.98 —2.03 (1H, m, H{2), 1.90 (3H, s,
CH,COO). C NMR (400 MHz, DMSO-d;) & 172.7 (C44), 170.0 (C45), 169.8 (C30),
168.7 (C40), 167.3 (C39), 156.2 (C4), 155.2 (C20), 152.0 (C1), 149.7 (C3), 148.1 (C6),

146.3 (C34), 137.8 (C7), 136.1 (C36), 132.5 (C10), 132.2 (C38), 129.7 (C9), 128.5 (C16),

)
(C40) )
(C34) )
128.1 (C18), 127.0 (C8), 121.3 (C2), 120.3 (C17), 117.1 (C35), 112.2 (C19), 110.5 (C37),
3(033),  105.0 (C15),  89.2(C5), 702 (C22 - C29),  69.9 (C22 - C29),
69.7 (C22 — C29),  69.7  (C22 - C29),  69.6 (C22 — C29),  69.5 (C22 — C29),
68.9 (022 — C29), 67.3 (C21), 60.2 (C13), 58.5 (C14), 52.6 (C12), 48.5 (C41), 47.7 (C11),
41.4 (C32), 37.5 (C31), 31.0 (C43), 22.1 (C42), 14.0 (-C'CH;). LCMS (ESI): tx = 9.6 min
(Methode I); m/z (% relative Intensitét): 481.7 [M+2H"] (34.6), 962.4 [M+H"] (100.0).
HRMS (ESI): m/z ber. fiir CsH:NoOuNa® [M+Na'] 984.4226; gef. m/z 984.4230.
IR (cm?): ¥ = 3367 (w), 3058 (w), 2871 (w), 1755 (w), 1696 (s), 1622 (w), 1597 (w),
1556 (m), 1521 (w), 1482 (w), 1440 (w), 1406 (w), 1358 (w), 1323 (w), 1301 (w), 1259 (w),
1241 (w), 1200 (w), 1175 (w), 1111 (w), 1051 (w), 1024 (m), 1003 (w), 948 (w), 817 (w),

748 (m), 695 (w), 664 (w), 606 (w), 467 (w).
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(28,2R)-1-((S)-2(tert-Butyl)-17-(2-(7-(4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl)-2-
methyl-5-phenylpyrazolo[1,5-a]pyrimidin-3-yl)phenoxy)-4-0x0-6,9,12,15-
tetraoxa-3-azaheptadecanoyl)-4-hydroxy- N-(4-(4-methylthiazol-5-

yl)benzyl)pyrrolidine-2-carboxamid (283, JES-219)

O/\/O\/\O/\/O\)aJo\N 39 4

6 38
/\@\2\,\l
s, 46
Zu  einer  Losung  von  14-(2-(7-(4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-yl)-2-methyl-5-
phenylpyrazolo|[1,5-a]pyrimidin-3-y1)-3,6,9,12-tetraoxatetradecansaure-Hydrochlorid (278)
(51.2 mg, 73.2 pmol) in 3 mL einer Mischung aus entgastem DMF und MeCN (2:1) wurden
im Argon-Gegenstrom DIPEA (90 pL, 0.51 mmol), HATU (43.7 mg, 115 pmol) und
AHPC - HCI (282) (36.0 mg, 77.1 pmol) gegeben. Nach Riihren iiber Nacht wurde erneut
HATU (29.3 mg, 77.1 nmol) zugegeben. Nach einer weiteren Nacht wurde das

Losungsmittel entfernt und das Gemisch durch préaparative HPLC getrennt, wodurch das

saubere Produkt erhalten wurde (22.4 mg, 20.8 pmol, 27%).

'H NMR (400 MHz, DMSO-d;) 6 8.94 (1H, s, H46), 8.57 (1H, t, J = 5.90 Hz, -CONH-),
8.09 - 8.11 (2H, m, HS), 7.36 — 7.48 (9H, m, H9 + H10 + H16 + -C*ONH- + H/0 +
HJ1), 7.30 — 7.40 (1H, m, H18), 7.12 (1H, d, J = 8.24 Hz, H19), 7.05 (1H, t, J = 7.40 Hz,
H17), 6.77 (1H, s, H5), 5.16 (1H, bs, -OH), 4.57 (1H, d, J = 9.56 Hz, H31), 4.22 - 4.48
(4H, m, H3/ + H36 + H38), 4.24 (1H, dd, J = 15.83, 5.58 Hz, H38), 4.08 — 4.10 (2H, m,
H21), 3.94 (2H, s, H29), 3.86 (4H, bs, H11), 3.42 - 3.69 (18H, m, H14, H22 — H28 + H39),
2.71 (4H, bs, H12), 2.54 (2H, t, J = 5.88 Hz, H19), 2.43 (3H, s, HJ5), 2.34 (-C'CH;),

2.04 - 2.09 (1H, m, H35), 1.88 — 1.95 (1H, m, H35). *C NMR. (400 MHz, DMSO-d;) &
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171.7 (C37), 169.1 (C52), 168.5 (C30), 156.2 (C4), 155.1 (C20), 152.0 (C1), 151.3 (C46),
149.6 (C3), 148.1 (C6), 147.7 (C44), 139.4 (C39), 137.8 (C7), 132.5 (C10), 131.1 (C43),
129.7 (C9), 128.6 (C41), 128.5 (C16), 128.1 (C18), 128.1 (C42), 127.4 (C40), 127.0 (C8),
121.3 (C2), 1203 (C17), 112.2 (C19), 105.0 (C15), 89.2 (C5), 70.4 (C21— C28),

69.7 (C21 — C29), 69.7 (C21 — C28),  69.7 (C21 — C28),  69.6 (C21 - C28),
69.5 (C21 — €28), 68.9 (C21 — C28),68.8 (C34), 67.2 (C21 — C28), 60.1 (C13), 58.7 (C36),
58.5 (C14), 56.5 (C33), 55.7 (C31), 52.6 (C12), 47.6 (C11), 41.7 (C38), 37.9 (C35),
35.6 (-C(CHa)s), 26.1 (-C(CHy)s), 15.8 (C45), 13.9 (-C'CH,). LCMS (ESI): tx = 10.1 min
(Methode I); m/z (% relative Intensitét): 538.7 [M+2H"] (32.3), 1076.5 [M+H"] (100.0).
HRMS (ESI): m/z ber. fiir CyHNgOwSNat [M+Na‘] 1098.5093; gef. m/z 1098.5094.
IR (cm'): ¥ = 3392 (w), 3064 (w), 2920 (m), 2872 (w), 1671 (w), 1635 (m), 1597 (w),
1556 (s), 1522 (w), 1501 (w), 1481 (w), 1438 (m), 1370 (w), 1323 (w), 1277 (w), 1237 (m),
1109 (m), 1050 (w), 1024 (w), 1003 (s), 949 (w), 849 (w), 820 (w), 759 (m), 695 (m),

662 (w), 639 (w), 617 (w), 572 (w), 551 (w).

7.2.11 Studien zur Synthese der Knime-Verbindung 307

7-Bromo-3,4-dihydronaphthalen-1-carboxamid (312, JES-252)

Ein Gemisch aus 7-Bromo-1-tetralon (5.47 g, 24.3 mmol), Zinkiodid (50.0 mg, 157 pmol)
und Trimethylsilylcyanid (6.08 mL, 48.6 mmol) in 50 mL Toluol wurde bei 60 °C iiber
Nacht gerithrt. Anschliefflend wurden nach Kiihlen auf RT 5.6 mL konz. HsSO, zugegeben
und 30 Minuten bei RT geriihrt. Dann folgte die Zugabe von 34 mL. AcOH, 25 mL konz.

H>SO, und 4 mL Wasser. Dieses Gemisch wurde nun weitere 3 h refluxiert. Nach Abschluss
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der Reaktion wurde das Reaktionsgemisch in 250 mL Eiswasser gegeben. Der ausfallende
Feststoff wurde abfiltriert und mit Wasser gewaschen. Nach Umkristallisation aus etwa

125 mL MeCN wurde das Produkt als graues Pulver erhalten (2.57 g, 10.2 mmol, 42%).

'H NMR. (400 MHz, DMSO-ds) & 7.68 (1H, bs, -CONb), 7.64 (1H, d, J = 2.08 Hz, HY),
7.35 (1H, dd, J = 8.00, 2.12 Hz, H7), 7.21 (1H, bs, -CONH,), 7.14 (1H, d, J = 8.04 Hz,
H6), 6.57 (1H, t, J = 4.66 Hz, H2), 2.67 (2H, t, J = 8.08 Hz, H/), 2.28 — 2.33 (2H, m, H3).
13C NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 169.3 (-CONIL), 134.9 (C1), 133.7 (C5), 133.6 (C10),
132.4 (C2), 120.6 (C7), 129.5 (C6), 127.7 (C9), 119.0 (C8), 26.1 (C4), 22.2 (C9).
LCMS (ESI): tg = 7.2 min (Methode I); m/z (% relative Intensitdt) 252.0 [M+HT]
(100.0), 505.0 [2M+H*] (22.1). HRMS (ESI): m/z ber. fiir Cy,H,, BrNO* [M+H*] 252.0019;
gef. m/z 252.0023. IR (cm™): ¥ = 3327 (w), 3148 (m), 2948 (w), 2885 (w), 2833 (w),
2784 (w), 1654 (w), 1632 (m), 1591 (s), 1556 (w), 1477 (w), 1422 (s), 1353 (w), 1318 (m),
1286 (w), 1265 (w), 1215 (m), 1181 (w), 1122 (m), 1083 (w), 1014 (w), 871 (w), 853 (m),

809 (s), 759 (w), 735 (w), 674 (s), 639 (w), 614 (w), 533 (m), 459 (w), 439 (m).

(S)-7-Bromo-1,2,3,4-tetrahydronaphthalen-1-carboxamid (311, JES-253)

Og NH

FEine mit Helium entgaste Losung von  7-Bromo-3,4-dihydronaphthalen-1-
carboxamid (312) (2.00 g, 7.93 mmol) in 60 mL eines Gemisches aus MeOH und THF
(1:1) wurde mit (R)-Ru(OAc),(BINAP) (33.4 mg, 39.7 pmol) versetzt und anschliefend in
einem Autoklaven unter 5 bar Wasserstoffiiberdruck iiber Nacht bei 50 °C geriihrt. Nach
vollstdndigem Umsatz des Edukts wurde das Gemisch konzentriert und anschlieflend in
MeCN umkristallisiert, wodurch das Produkt als grauer Feststoff gewonnen wurde (1.58 g,

6.21 mmol, 78%).
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'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 7.52 (1H, bs, -CON ), 7.29 (1H, dd, J = 8.10, 2.18 Hz,
H7),7.25 (1H, d, J = 2.12 Hz, HY), 7.04 (1H, d, J = 8.16 Hz, H6), 7.00 (1H, bs, -CON ),
3.61 (1H, t, J= 6.62 Hz, H1), 2.59 — 2.72 (2H, m, H{), 1.84 — 1.99 (3H, m, H2 + H3),
1.54 - 1.64 (1H, m, H2). ®*C NMR (400 MHz, DMSO-dy) 6 175.6 (-CONH,), 138.0 (C'10),
136.6 (C5), 131.1 (C6), 130.8 (C9), 128.8 (C7), 118.1 (C8), 44.7 (C1), 28.2 (C4), 26.4 (C2),
20.2 (C3). LCMS (ESI): tg = 7.4 min (Methode I); m/z (% relative Intensitédt) 256.0
[M+H"] (100.0), 508.9 [2M+H"] (14.4). HRMS (ESI): m/z ber. fir CyHBrNONat
[M+Na'] 275.9994; gef. m/z 275.9998. Chirale HPLC >98% ee, eluiert bei 6.1 min. Saule:

Chiralcel TA, Mobile Phase: Heptan:EtOH = 80:20; 1.0 mL/min; A: 220 nm.-IR (cm™):

)
);
);
)
)

U = 3366 (m), 3174 (w), 2939 (m), 2865 (w), 2840 (w), 1645 (w), 1626 (s), 1588 (w
( (

1272 (w), 1257 (m), 1194 (w), 1173 (w), 1130 (w), 1100 (m), 1075 (w), 1053 (w), 1000 (m),
)

1564 (w), 1476 (m), 1459 (w), 1449 (w), 1432 (w), 1393 (m), 1344 (w), 1334 (w), 1310 (w

(
869 (m), 810 (s), 723 (m), 702 (w), 662 (w), 631 (w), 615 (s), 530 (m), 498 (w), 438 (m

)

425 (w), 419 (w).

(S)-(7-Bromo-1,2,3,4-tetrahydronaphthalen-1-yl)methanamin-Hydrochlorid

(314, JES-254)

Zu einer Losung von (S5)-7-Bromo-1,2,3 4-tetrahydronaphthalen-1-carboxamid (311)
(6.20 g, 24.4 mmol) in 106 mL trockenem THF wurde bei RT BH;- THF (1 M in THF,
97.0 mL, 97.0 mmol) getropft, worauthin die Losung iiber Nacht refluxiert wurde. Nach
vollstandigem Umsatz wurden 71 mL konz. H,SO, zu der abgekiihlten Losung gegeben und
das Gemisch fiir 3 h gerithrt. Die Losung wurde mit 25%iger wéssriger Ammoniaklosung

basifiziert. Nach dreimaliger Extraktion mit EtOAc¢ wurden die vereinigten organischen
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Phasen iiber Na,SO4 getrocknet und vom Loésungsmittel befreit. Das entstandene orangene
Ol wurde in Et,O gelost und mit HCI in EtOAc (33 mL, 26.7 g/L) versetzt, wobei ein
weifler Feststoff ausfiel, der als das Produkt identifiziert werden konnte (5.95 g, 21.5 mmol,

88%).

'H NMR (400 MHz, DMSO-dq) 6 8.24 (3H, bs, -NH;*) 7.50 (1H, d, J = 1.92 Hz, HY),
7.30 (1H, dd, J = 8.18, 2.06 Hz, H7), 7.05 (1H, d, J = 8.20 Hz, H6), 3.15 — 3.18 (1H, m,
Hi), 3.07 (1H, dd, J=1274, 3.94Hz, -CHN-), 290 (1H, dd, J= 12.72,
10.24 Hz, -CHN-), 257 - 2.72 (2H, m, FHj), 1.60-1.90 (4H, m, H2+ H3).
13C NMR (400 MHz, DMSO-di) 6 137.0 (C10), 136.6 (C5), 131.2 (C6), 131.2 (C9),
129.2 (C7), 118.5 (C8), 43.6 (-(CHN-), 35.2 (CI), 28.2(C4), 24.1(C2), 18.2 (C3).
LCMS (ESI): tzg = 7.6 min (Methode I); m/z (% relative Intensitédt) 223.1 [M-NH, |
(34.4), 240.1 [M+H"] (100.0). HRMS (ESI): m/z ber. fir C,yH,BrN* [M+H'] 240.0382;
gef. m/z 240.0381. IR (cm?): ¥ = 3010 (w), 2939 (s), 2628 (w), 1591 (m), 1515 (m),
1482 (5), 1451 (w), 1431 (w), 1402 (w), 1378 (w), 1296 (w), 1269 (w), 1197 (w), 1178 (w),
1165 (w), 1137 (w), 1124 (w), 1110 (w), 1084 (m), 1069 (w), 1037 (w), 1008 (w), 998 (m),
950 (m), 922 (w), 891 (w), 873 (w), 845 (s), 810 (w), 799 (m), 746 (w), 649 (w), 622 (w),

497 (w), 448 (s).

tert-Butyl-(S)-((7-bromo-1,2,3,4-tetrahydronaphthalen-1-yl)methyl)carbamate

(315, JES-256)

(5)-(7-Bromo-1,2,3,4-tetrahydronaphthalen-1-yl)methanamin-Hydrochlorid (314)

(400 mg, 1.45 mmol) wurde in 7.8 mL trockenem THF suspendiert und anschlieBend unter
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Eiskithlung mit NEt; (806 pL, 5.78 mmol) versetzt. Nachdem eine Loésung von Boc,O
(347 mg, 1.59 mmol) in 1.6 mL trockenem THF zugetropft worden war, wurde das
Gemisch iiber Nacht bei RT gerithrt. Das Gemisch wurde weitestgehend von fliichtigen
Bestandteilen befreit und anschliefend in Et;O und Wasser aufgenommen. Nach
dreimaliger Extraktion der wissrigen Phase mit Et:O wurden die organischen Phasen
vereint und iiber Na,SO, getrocknet. Nach Entfernen des Lésungsmittels wurde das
Produkt als klares Ol erhalten, welches anschliefend spontan kristallisierte (480 mg,

1.41 mmol, 98%).

'H NMR (400 Mz, Chloroform-d) & 7.34 (LIL, bs, H9), 7.22 (111, dd, J = 8.20, 2.04 Iz,
H7), 6.94 (1H, d, J = 8.20 Hz, H6), 4.63 (1H, bs, -OCONIL), 3.41 (1H, dd, J = 13.66,
3.06 Hz, -CH,N-), 3.24 (1H, dd, J= 13.72, 8.56 Hz, -CH,N-), 2.91 — 2.97 (1H, m, H1),
2.62-2.75 (2H, m, HY), 1.68  1.85 (4H, m, H2+ H3), 1.46 (9H, s, -C(CH)s).
1BC NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 156.2 ((OCONH-), 139.9 (C10), 136.8 (C5),
131.7 (C9), 131.0 (C6), 129.3 (C7), 119.4 (CS), 79.5 (-C(CHs)s), 45.8 (-CH,NH-),
38.1 (C1), 29.3 (C4), 28.6 (-C(CHa)s), 25.6 (C2), 19.5 (C9). LCMS (ESI): tg = 13.2 min
(Methode I); m/z (% relative Intensitit) 284.0 [M—'Bu+H*] (100), 681.2 [2M+H"] (60.9).
HRMS (ESI): m/z ber. fir CiHBrNO,Na" [M+Na'] 362.0726; gef. m/z 362.0723.
IR (em™): ¥ = 3327 (w), 2981 (w), 2933 (m), 2864 (w), 1677 (s), 1589 (w), 1519 (s),
1481 (w), 1450 (w), 1434 (w), 1402 (w), 1389 (w), 1364 (m), 1327 (w), 1299 (w), 1274 (),
1253 (w), 1243 (w), 1189 (w), 1163 (s), 1140 (w), 1093 (w), 1076 (w), 1037 (w), 999 (m),
968 (w), 950 (w), 936 (m), 899 (w), 875 (m), 848 (w), 824 (w), 804 (m), 787 (w), 768 (w),
)

715 (w), 641 (w), 624 (m), 495 (w), 443 (m).
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(S)-N,N-Dibenzyl-1-(7-bromo-1,2,3,4-tetrahydronaphthalen-1-yl)methanamin
(318, JES-263)

15
14 16

13

A
N\_11

Zu einer Losung von (95)-(7-Bromo-1,2,3,4-tetrahydronaphthalen-1-yl)methanamin-
Hydrochlorid (314) (200 mg, 723 pmol) und NEt; (220 pL, 1.59 mmol) in 3 mL
1,2-Dichlorethan wurde Benzaldehyd (161 mg, 1.52 mmol) und AcOH (90 pL, 1.6 mmol)
gegeben. Das resultierende Gemisch wurde bei RT 10 min gertihrt bevor NaBH(OAc)s
(659 mg, 3.11 mmol) zugegeben wurde. Nach 16 h wurde die Reaktionslosung mit ges.
Na,COs-Losung neutralisiert und die entstandenen Phasen separiert. Die wissrige Phase
wurde zwei weitere Male mit CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden anschliefend mit ges. NaCl-Lésung gewaschen und {iber Na,SO4 getrocknet. Nach
Entfernen von Trocken- und Loésungsmittel wurde das erhaltene Gemisch
saulenchromatographisch getrennt, wodurch das Produkt sauber erhalten wurde (241 mg,

573 pmol, 79%).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 7.40 — 7.42 (4H, m, H14), 7.32—-7.36 (5H, m,
H6 + H15), 7.24 - 7.28 (2H, m, H16), 7.20 (11, dd, J = 2.08, 8.16 Mz, H7), 6.89 (111, d,
J=28.16 Hz, HY), 3.80 (2H, d, J=13.5 Hz, H12), 3.42 (2H, d, J= 13.5 Hz, H12),
2.96 - 3.02 (1H, m, H1), 2.46 - 2.63 (4H, m, Hj/ + H11), 2.03-2.10 (1H, m, H2),
170 - 1.78 (1M, m, H2), 150 -1.58 (1, m, H3), 1.27-138 (1, m, IH9).
13C NMR, (400 MHz, Chloroform-d) & 141.7 (C10), 139.7 (C13), 136.6 (C5), 132.1 (C6),
130.8 (C9), 129.1 (C14), 128.7 (C7), 128.3 (C15), 127.0 (C16), 118.9 (C8), 59.9 (C11),
59.1 (C12), 35.8 (C1), 29.2 (C4), 25.2 (C2), 18.6 (C9). LCMS (ESI): tp = 19.1 min

(Methode I); m/z (% relative Intensitét): 420.1 [M+H'] (100.0), 422.1 [M+H"] (100).
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HRMS (ESI): m/z ber. fiir Cy;HyBrNT [M+H'] 420.1321; gef. m/z 420.1333. IR (cm™):
¥ = 3062 (w), 3027 (w), 2930 (w), 2797 (w), 1589 (w), 1494 (w), 1481 (w), 1450 (w),
1401 (w), 1369 (w), 1242 (w), 1191 (w), 1170 (w), 1121 (w), 1075 (w), 1027 (w), 984 (w),

961 (w), 906 (s), 857 (w), 821 (w), 802 (w), 727 (s), 697 (m), 647 (w), 498 (w), 448 (w).

(S)-8-((Dibenzylamino)methyl)-5,6,7,8-tetrahydronaphthalen-2-carbonséure

(319, JES-265)

(5)-N,N-Dibenzyl-1-(7-bromo-1,2,3,4-tetrahydronaphthalen-1-yl)methanamin (318)

(210 mg, 500 pmol) wurde in 3 mL THF gelost und auf -78 °C herabgekiihlt. Anschlieflend
wurde n-Buli (2.5 M in n-Hexan, 280 pL, 699 pmol) zugetropft und 30 min bei dieser
Temperatur gerithrt. Daraufhin wurde die Lésung auf 0 °C erwdrmt und weitere 30 min
geriihrt, bevor die Losung wieder auf -78 °C herabgekiihlt wurde und CO; durch die Lésung
geleitet wurde. Nach 1 h wurde die Gaseinleitung unterbrochen und mit 1 M HCl-Lésung
leicht sauer gestellt. Die wissrige Phase wurde dreimal mit EtOAc extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden iiber NaxSO. getrocknet und von Losungsmittel
befreit. Das Produkt wurde mittels praparativer HPLC von Verunreinigungen befreit und

so als klares Ol erhalten (20.6 mg, 53.4 pmol, 11%).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 7.99 (1H, s, H9), 7.82 (1H, dd, J = 7.94, 1.74 Hz,
H7), 7.40 — 7.42 (4H, m, H1j), 7.30 - 7.34 (4H, m, H15), 7.22 — 7.24 (2H, m, H16)7.10
(1H, d, J = 8.00 Hz, H6), 3.91 (2H, d, J = 13.44 Hz, H12), 3.41 (2H, d, J = 13.44 H,
H12), 3.06 — 3.10 (1H, m, H1), 2.50 — 2.70 (4H, m, Hj + H11), 2.10 — 2.15 (1H, m, H?),

1.74- 1.79 (1H, m, H2), 1.53-1.58 (1H, m, H9), 1.30— 1.35 (1H, m, H9).
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18C NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 172.3 (-COOH), 144.5 (C5), 139.7 (C139),
131.5 (C9), 129.4 (C6), 129.1 (C14), 128.3 (C15), 127.4 (C7), 127.0 (C16), 126.6 (C8),
59.9 (C11), 59.1 (C12), 35.7 (C1), 30.0 (C4), 25.2 (C2), 18.4 (C39). LCMS (ESI):
tr = 6.8 min (Methode IV); m/z (% relative Intensitét): 384.1 [M-H'] (100.0), 430.1
(40.8), 769.3 [2M-H*] (48.7). HRMS (ESI): m/z ber. fiir CooHNO,* [M+H*] 386.2115;
gef. m/z 386.2122. IR (cm™): ¥ = 3061 (w), 3027 (w), 2928 (m), 2832 (w), 2798 (w),
1686 (s), 1609 (w), 1573 (w), 1494 (w), 1450 (m), 1423 (w), 1375 (w), 1274 (m), 1231 (w),

1190 (w), 1124 (w), 1064 (w), 1028 (w), 985 (w).

(S)-1-(7-Bromo-1,2,3,4-tetrahydronaphthalen-1-yl)- N, N-bis(4-methoxyben-

zyl)methanamin (321, JES-266)

Zu einer Suspension von (95)-(7-Bromo-1,2,3,4-tetrahydronaphthalen-1-yl)methanamin-
Hydrochlorid (314) (1.50 g, 5.42 mmol) in 17 mL DCE wurde NEt; (1.66 mL, 11.9 mmol)
gegeben. Anschliefend wurden AcOH (675 pl, 11.8 mmol) und p-Anisaldehyd (1.38 mlL,
11.4 mmol) zugegeben und das Gemisch fiir 10 min bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde
Natriumtriacetoxyborhydrid (4.94 g, 23.3 mmol) hinzugegeben. Das entstandene Gemisch
wurde fiir 4.5 h bei RT geriihrt, bevor mit ges. Na,CO;-Losung basisch gestellt und die
wéssrige Phase nach Phasentrennung dreimal mit CH,Cl, extrahiert wurde. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit ges. NaCl-Losung gewaschen und anschliefend iiber
NaxSOs getrocknet. Nach Abfiltrieren des Trockenmittels und Entfernen des
Losungsmittels, wurde das Produkt sdulenchromatographisch von Verunreinigungen

befreit. Das Produkt wurde als klares Ol erhalten (2.02 g, 4.21 mmol, 78%).
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'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 7.35 (1H, d, J = 1.96 Hz, H6), 7.28 — 7.31 (4H, m,
H1j), 7.19 (1H, dd, J = 2.10, 8.14 Hz, H7), 6.87 - 6.90 (5H, m, H9 + H15), 3.83 (6H,
s, -OCH;), 3.79 (2H, d, J = 13.32 Hz, H12), 3.35 (2H, d, J = 13.32 Hz, H12), 2.93 — 2.99
(1H, m, H1), 2.54 - 2.60 (3H, m, H/ + H11), 2.44 (1H, dd, J = 5.08, 12.88 Hz, H11),
1.99 — 2.05 (1H, m, H2), 1.68 — 1.76 (1H, m, H2), 1.50 — 1.57 (1H, m, H3), 1.20 — 1.40 (1H,
m, H3). ®C NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 158.7 (C16), 141.9 (C10), 136.6 (C5),
132.1 (C6), 131.8 (C13), 130.7 (C9), 130.2 (C14), 128.7 (C7), 118.9 (C8), 113.7 (C15),
59.7 (C11), 58.3 (C12), 55.4 ((OCH,), 35.7 (C1), 29.2 (C4), 253 (C2), 18.6 (C9.
LCMS (ESI): tg = 17.5 min (Methode I); m/z (% relative Intensitét): 482.1 [M+H"]
(100.0), 480.1 [M+H*] (99.8). HRMS (ESI): m/z ber. fiir CoHyBrNO,* [M+H*] 480.1516;
gef. m/z 480.1517. IR (cm™): ¥ = 2998 (w), 2932 (m), 2833 (w), 1611 (m), 1586 (w),
1510 (s), 1481 (w), 1463 (w), 1453 (w), 1402 (w), 1368 (w), 1300 (w), 1247 (s), 1171 (m),

1126 (w), 1103 (w), 1075 (w), 1036 (m), 984 (w), 962 (w), 822 (m), 762 (w), 520 (wW).

(S)-8-((Bis(4-methoxybenzyl)amino)methyl)-5,6,7,8-tetrahydronaphthalen-2-

carbonsiure (322, JES-268)

(5)-1-(7-Bromo-1,2,3,4-tetrahydronaphthalen-1-yl)- N, N-bis(4-methoxybenzyl )-methan-

amin (321) (1.97 g, 4.09 mmol) wurde in 24 mL THF gelost und auf -78 °C herabgekiihlt.
Anschlieflend wurde n-BuLi (2.5 M in n-Hexan, 2.29 mL, 5.73 mmol) zugetropft und das
entstandene Gemisch 1.5 h bei -78 °C geriihrt. Darauthin wurde CO, durch die Losung
geleitet. Nach 2 h wurde die Gaseinleitung unterbrochen und mit 1 M HCI-Losung leicht

sauer gestellt. Die wéssrige Phase wurde dreimal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten
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organischen Phasen wurden iiber Na,SO4 getrocknet und von Losungsmittel befreit. Das
Produkt wurde iiber Umkehrphasenchromatographie von Verunreinigungen befreit und

anschlieBend lyophlisiert (1.57 g, 3.52 mmol, 86% (nass)).

'H NMR (400 MHz, MeOH-d,) § 7.87 (1H, d, J = 1.2 Hz, HY), 7.67 (1H, dd, J= 7.9,
1.7 Hz, H6)), 7.27 (1H, d, J = 8.6 Hz, H14), 7.03 (1H, d, J = 8.0 Hz, H7), 6.85 (4H, d,
J=8.6 Hz, H15), 3.63 — 3.83 (8H, m, -OCH; + H12), 3.35 (2H, d, J = 13.32 Hz, H12),
2.93 — 2.99 (1H, m, H1), 2.54 — 2.60 (3H, m, H/ + H11), 3.41 (2H, d, J = 13.1 Hz, H12),
2.98 (111, td, J = 9.2, 4.9 Hz, H1), 2.50 — 2.73 (3, m, H{ + H11), 2.46 (211, dd, J = 13.0,
5.2 Hz, H11), 1.97 - 2.00 (1, m, H2), 1.64 — 1.76 (111, m, H2), 1.45 - 1.50 (LI, m, I3),
1.21-1.29 (1H, m, H3). ™C NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 170.9 (-COOH),
160.4 (C16), 143.9 (C5), 140.2 (C10), 132.1 (C14), 130.1 (C6), 128.0 (C7), 114.7 (C'15),
60.4 (C11), 59.4 (C12), 55.7 ((OCH:), 36.6 (C1), 30.5(C4), 26.4(C2), 19.4 (C9.
LCMS (ESI): tg = 6.87 min (Methode IV); m/z (% relative Intensitét): 444.1 [M-H']

(100.0), 490.15 [M+HCOO ] (53.41), 889.45 [2M-H'] (91.7).



8 Anhang

K-RAsSVT-Sequenzen:
LDC
RUB

LDC:
RUB:

LDC:
RUB:

LDC:
RUB:

Von den Projektmitarbeitern aus Bochum in den HSQC-Spektren ermittelte verschobene

AS in Balkendiagrammen und die Auflistung der AS mit > 1o und > 20 (> 20 als Restraints

IRKHKEK- - - - - - - - - -
IRKHKEKMSKDGKKKKKKSKTKCVIM

in eigenen Haddock-Rechnungen verwendet):

03

0.55

MAHHHHHHSSGLEVLFQGPTEYKLVVVGAGGVGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRK
-MGHHHHHHAENLYFGHMTEYKLVVVGAGGVGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRK

QVVIDGETCLLDILDTAGQEEYSAMRDQYMRTGEGFLCVFAINNTKSFEDIHHYREQIKR
QVVIDGETCLLDILDTAGQEEYSAMRDQYMRTGEGFLCVFAINNTKSFEDIHHYREQIKR

VKDSEDVPMVLVGNKCDLPSRTVDTKQAQDLARSYGIPFIETSAKTRQGVDDAFYTLVRE
VKDSEDVPMVLVGNKCDLPSRTVDTKQAQDLARSYGIPFIETSAKTRQGVDDAFYTLVRE

T 105 © o 106
[=3 (=3
& 025 & gas
E E o4
5 02 S 035
& 015 2 025
é 01 % 02
5 k1 " 5 0 1 |
g 0os{ g T,u . Bl I | § Rt 1l i, 11,
N TENRRABIL L BRBE NP BE 58885 RRRBEY 8RS N e NRBAALSABBE R BEGEBSE Y PRARAEEEE
Aminoséure Aminoséure
015 0.4
- 107 ., 108
& g
E 0.1 E 025
@ @
E E 0.2
o =]
g g 0185
g - L . Rl Mk
F— F .
2 [Ty P Y] A 1N [ I | IR 1] | .
> 0 > 0
BRI EE LR PR R R R S N R R T T RREELELEEER RN RN RS EEE R R R RS b
Aminosaure Aminosdure
105: 1o: 5, 6, 28, 29, 33, 37, 38, 39, 48, 55, 56, 57, 58, 62, 67, 74, 75, 91, 95, 96, 97, 134,
142, 157 26: 6, 55, 56, 57, 67, 74, 75, 134.
106: 1o: 5, 8,9, 29, 36, 37, 39, 54, 55, 56, 57, 60, 67, 72, 74, 75, 79, 87 2c: 37, 39, 55, 56,

67, 74, 75.

345
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107: 1o: 5, 6, 8, 10, 11, 18, 26, 29, 31, 32, 33, 39, 42, 44, 45, 52, 55, 56, 57, 59, 67, 73, 74,
75, 79, 83, 86, 87, 91, 94, 95, 96, 97, 103, 104, 112, 117, 124, 133, 134, 136, 137, 138,
141, 142, 144, 145, 146, 149, 154, 157, 161, 162, 163 20: 5, 26, 29, 33, 39, 55, 56, 57,
67, 73, 74, 75, 91, 95, 96, 142, 146, 154.

108: 1o: 5, 6, 8, 9, 13, 18, 26, 29, 37, 39, 46, 50, 56, 57, 60, 67, 72, 74, 75, 79, 80, 91, 94
95, 97, 111, 116, 154, 157, 162 20: 6, 8, 9, 56, 57, 60, 74, 75, 79, 97

0.15 4
03

E . 109 116
= 2
g g
2 02 ]
s g
B 015 %
g2 2
g g
|
£ g
§ ool [ B _ 5
o et ok M s Al

Aminoséure Aminoséure

0.15
0.1 | |

0.05
o L L | Lo

120

Verschiebungsdifferenz [ppm]

Verschiebungsdifferenz [ppm]

Aminoséure Aminosadure

109: 1o: 5, 6, 28, 29, 33, 37, 39, 55, 56, 57, 62, 67, 74, 75, 91, 95, 96, 97, 141, 142 20: 6,
29, 55, 56, 67, 74, 75.

116: 1o: 5, 9, 10, 11, 12, 13, 16, 17, 21, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 31, 32, 33, 35, 36, 37, 39,
40, 42, 43, 46, 47, 48, 50, 51, 52, 55, 56, 57, 58, 60, 61, 62, 67, 73, 74, 75, T7, 79, 83,
84, 86, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 95, 99, 100, 101, 102, 103, 105, 106, 111, 116, 117, 120,
123, 124, 126, 128, 130, 133, 134, 135, 136, 137, 142, 144, 148, 154, 156, 157, 162,
163, 166 20: 5, 9, 10, 13, 17, 29, 31, 35, 36, 37, 39, 46, 47, 48, 50, 55, 56, 57, 58, 60,
67, 74, 75, 86, 95, 100, 102, 111, 134, 137, 142, 144, 148, 154.

118: 1o: 5, 6, 8, 9, 10, 13, 17, 18, 20, 21, 25, 26, 27, 28, 29, 31, 32, 33, 35, 36, 37, 38, 39
40, 42, 45, 46, 48, 51, 52, 55, 56, 57, 59, 60, 66, 67, 72, 73, 74, 75, 77, 79, 80, 83, 86,
90, 91, 92, 93, 95, 99, 100, 101, 102, 106, 111, 116, 117, 120, 122, 124, 125, 130, 133,
134, 136, 137, 138, 141, 142, 144, 154, 157, 158, 160, 161, 162, 163, 166 20: 5, 6, 8,
29, 31, 39, 48, 55, 56, 57, 60, 66, 67, 74, 75, 95, 134, 142, 157, 166.

120: 1o: 5, 6, 8, 9, 10, 29, 31, 37, 38, 39, 42, 45, 46, 47, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 67, 72,
74, 75,79, 95, 134, 141, 142, 154, 157 20: 6, 29, 31, 39, 55, 56, 67, 74, 75
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T 121 = 122
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E 50.15
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Aminoséure

o 134

°
g

Verschiebungsdifferenz [ppm]
Verschiebungsdifferenz [ppm]

Aminosaure Aminoséure

121: 1o: 5, 6, 8, 9, 13, 15, 17, 18, 20, 21, 25, 26, 27, 28, 29, 31, 32, 33, 35, 36, 37, 38, 39,
40, 45, 46, 51, 52, 54, 55, 56, 57, 59, 60, 62, 67, 72, 73, 74, 75, 79, 83, 85, 86, 88, 89,
90, 91, 92, 93, 95, 96, 99, 100, 102, 103, 105, 106, 112, 115, 116, 117, 119, 120, 122,
123, 125, 130, 131, 134, 136, 137, 138, 141, 142, 144, 145, 148, 149, 154, 157, 162,
163, 166 20: 5, 6, 8, 26, 31, 32, 36, 37, 46, 55, 56, 60, 67, 72, 74, 75, 93, 95, 102, 103,
123, 134, 142, 154, 157.

122: 1o: 5, 6, 8, 9, 10, 13, 18, 20, 29, 31, 33, 37, 38, 39, 42, 45, 46, 47, 54, 55, 56, 57, 60,
66, 67, 72, 74, 75, 79, 86, 91, 95, 102, 103, 111, 134, 142, 154, 157 20: 5, 6, 29, 31,
39, 55, 56, 67, T4, 75, T9.

134: 10: 3, 5, 6, 8, 9, 10, 15, 18, 20, 25, 26, 27, 28, 29, 32, 33, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 42,
43, 45, 51, 52, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 62, 67, 73, 74, 75, 79, 80, 83, 86, 90, 91, 92, 93,
94, 95, 96, 99, 102, 104, 105, 106, 112, 116, 117, 120, 123, 124, 125, 130, 133, 134,
136, 137, 138, 139, 141, 142, 144, 147, 148, 154, 157, 158, 162, 163 20: 5, 6, 8, 10, 26,
29, 37, 39, 40, 42, 55, 56, 57, 67, T4, 75, 92, 93, 94, 95, 96, 123, 134, 142.

135: 10: 5, 6,8, 9, 11, 12, 15, 17, 18, 20, 24, 26, 27, 28, 29, 31, 32, 33, 35, 36, 37, 38, 39,
40, 42, 43, 44, 46, 47, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 62, 66, 67, 72, 73, T4, 75,
77, 79, 81, 83, 86, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103,
104, 105, 106, 111, 112, 115, 116, 117, 120, 123, 127, 128, 130, 133, 134, 136, 137
138, 139, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 148, 150, 154, 157, 159, 160, 161, 162, 163, 164
20: 5, 8, 20, 26, 27, 28, 29, 31, 32, 35, 36, 37, 39, 40, 42, 46, 47, 56, 57, 58, 66, 72



348 | 8 - ANHANG

73, 74, 75, 83, 89, 91, 92, 93, 95, 96, 100, 101, 106, 117, 120, 134, 137, 138, 141, 142,
148, 154, 157, 160.

=]
o

137

136

Verschiebungsdifferenz [ppm]
o
&
Verschiebungsdifferenz [ppm]

N O T ONOONANE T AN TOOETNOOENOOUD A NOS T
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

Aminosaure Aminoséure

138 140

Verschiebungsdifferenz [ppm]
Verschiebungsdifferenz [ppm]

Aminoséure Aminoséure

136: 1o: 5, 6, 8, 10, 11, 15, 17, 18, 21, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 31, 32, 33, 35, 36, 37, 38, 39,
40, 42, 43, 44, 46, 47, 48, 51, 52, 53, 55, 56, 57, 59, 60, 62, 66, 67, 72, 73, T4, 75, 77,
79, 81, 83, 86, 88, 89, 90, 92, 93, 94, 95, 96, 98, 99, 100, 102, 103, 104, 105, 106, 111,
115, 117, 120, 124, 125, 130, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 141, 142, 144, 148, 149
150, 153, 154, 157, 159, 160, 162, 164 20: 5, 6, 8, 26, 28, 29, 31, 32, 33, 35, 36, 37,
39, 40, 42, 46, 47, 48, 55, 56, 57, 66, 73, 74, 75, 77, 86, 92, 93, 95, 96, 100, 106, 111,
117, 120, 124, 134, 137, 141, 142, 144, 154, 157, 162, 164.

137: 1o: 3, 5, 6, 8, 10, 17, 18, 20, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 31, 37, 39, 40, 42, 46, 48, 51, 52
54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 66, 67, 72, 74, 75, 79, 80, 84, 86, 87, 92, 93, 94, 95,
96, 101, 102, 103, 111, 115, 116, 120, 123, 134, 136, 137, 141, 142, 146, 154, 157, 158,
160, 161, 166 20: 5, 6, 17, 28, 29, 31, 48, 55, 56, 57, 62, 67, 74, 75, 134, 157, 166.

138: 1o: 5, 6, 8, 9, 18, 21, 24, 28, 29, 32, 33, 35, 36, 37, 38, 39, 44, 45, 46, 47, 48, 51, 52,
54, 55, 56, 57, 60, 66, 67, 72, 73, 74, 75, 77, 79, 83, 86, 87, 89, 90, 91, 92, 93, 95, 96,
99, 100, 101, 102, 103, 105, 106, 117, 120, 123, 124, 130, 133, 134, 136, 137, 138, 141,
142, 145, 148, 149, 153, 154, 157, 160, 161, 162, 163, 164 20: 6, 8, 28, 29, 32, 36, 46,
47, 55, 56, 57, 67, 74, 75, 91, 93, 95, 96, 101, 106, 142.

140: 1o: 5, 6, 8, 10, 13, 18, 27, 28, 29, 31, 33, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 43, 45, 46, 48, 51, 52
55, 56, 57, 58, 59, 67, 72, 73, T4, 75, 79, 83, 86, 89, 90, 91, 92, 93, 95, 96, 99, 100,
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101, 102, 103, 104, 106, 107, 112, 116, 117, 124, 125, 128, 130, 134, 136, 137, 138
141, 142, 144, 147, 149, 151, 154, 157, 163, 166 20: 5, 29, 31, 39, 46, 48, 51, 55, 56,
59, 67, 73, 74, 75, 92, 93, 95, 96, 99, 101, 104, 112, 116, 142, 163, 166.

0.15
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E E
a a
= =
F g
g g 0.1
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o o
c c
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= =
o L LML AL o b 0 |
NPRIENEREBINLRRBETIRBE 8835 NERARBEYERS
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E 5 02
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€ € 015
2 8 1 |
g 5 o LT THETE ]
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Q Q
: 2 1L 1 1
g = I
o L L R S SLEARN b, Bl ..
NP RNl YS I BRBERRRE 8385 ERRARBGEYER

Aminoséure Aminoséure

142: 1o: 3, 5, 11, 15, 18, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 31, 32, 33, 35, 36, 37, 38, 40, 42, 43, 44,
45, 46, 47, 49, 51, 52, 53, 54, 59, 62, 66, 67, 72, 73, 74, 75, 83, 85, 86, 91, 92, 93, 94,
95, 96, 99, 100, 102, 103, 104, 106, 107, 111, 112, 116, 117, 120, 122, 124, 125, 128,
130, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 141, 142, 144, 149, 150, 151, 153, 154, 157
162, 163, 166 20: 26, 29, 32, 33, 42, 46, 47, 62, 66, 73, 75, 86, 92, 93, 95, 99, 100, 102,
104, 106, 107, 111, 112, 134, 136, 137, 141, 142, 144, 149, 153, 154.

144: 1o: 5, 6, 10, 17, 25, 26, 27, 29, 31, 32, 33, 35, 37, 38, 39, 42, 44, 46, 47, 48, 55, 56
57, 58, 60, 62, 66, 67, 72, 74, 75, 79, 95, 96, 97, 102, 105, 111, 115, 116, 128, 134, 135,
142, 144, 157, 160, 162, 166 20: 5, 26, 29, 32, 33, 47, 55, 56, 57, 66, 67, 72, 74, 75
105, 116.

166: 10: 5, 6,9, 15, 17, 18, 21, 24, 30, 33, 36, 39, 50, 55, 56, 57, 67, 72, 74, 75, 80, 81, 82,
89, 90, 91, 92, 93, 95, 97, 102, 106, 109, 111, 114, 117, 157, 161, 165 20: 9, 18, 56,
57, 67, 72, 74, 75, 92, 97, 102, 106, 109. (rot markierte AS konnten nicht zugeordnet

werden)

167: 10: 5,6, 9, 15, 17, 18, 19, 21, 24, 25, 26, 29, 31, 33, 35, 38, 50, 55, 56, 57, 59, 72, 74,
75, 79, 80, 82, 89, 90, 91, 93, 95, 113, 114, 145, 149, 157, 164 20: 6, 9, 17, 18, 24, 29,
31, 35, 38, 50, 56, 57, 72, T4, 75, 82, 90, 91.



350

8 - ANHANG

Verschiebungsdifferenz [ppm]

015

0.1

Verschiebungsdifferenz [ppm]

168:

170:

288:

299:
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Verschiebungsdifferenz [ppm]
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Aminosaure Aminosaure

0.1

288
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Verschiebungsdifferenz [ppm]

Aminoséure Aminosaure

1o: 5, 6,9, 14, 15, 17, 18 19, 20, 21, 26, 28, 29, 33, 35, 36, 38, 50, 54, 55, 56, 57, 59
61, 72, 74, 75, 79, 80, 82, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 113, 114, 116, 145, 157 20: 6,
9, 17, 18, 29, 33, 35, 38, 50, 55, 56, 57, 72, 74, 75, 79, 82, 89, 92, 4.

1o: 5, 6,9, 10, 13, 15, 18, 24, 25, 26, 29, 36, 37, 38, 39, 40, 42, 45, 46, 50, 55, 56, 57,
58, 59, 67, 72, 74, 75, 79, 80, 82, 86, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 96, 97, 103, 105, 107, 112,
113, 114, 116, 123, 130, 134, 136, 137, 141, 142, 149, 157, 162 20: 5, 9, 10, 13, 18, 29,
55, 56, 57, 67, 72, 74, 75, 89, 90, 92, 94, 96, 97, 103, 105, 107, 123.

1lo: 5, 6, 8, 11, 18, 20, 25, 26, 28, 29, 31, 32, 35, 37, 38, 39, 40, 45, 47, 55, 56, 57, 59,
67,72, 73, T4, 75, 92, 93, 95, 99, 102, 104, 106, 107, 111, 112, 116, 119, 120, 123, 130,
134, 136, 137, 138, 141, 142, 144, 149, 154, 157, 162, 169, 186, 187 2a: 5, 28, 29, 38,
39, 40, 47, 55, 56, 59, 67, 74, 75, 95, 106, 111, 112, 186, 187.

1o: 5, 6, 8,9, 10, 11, 17, 21, 25, 26, 29, 32, 33, 35, 36, 37, 38, 39, 41, 42, 44, 45, 46
47, 48, 51, 52, 55, 56, 57, 59, 62, 64, 67, 73, 74, 75, 79, 86, 89, 90, 91, 92, 95, 98, 99,
102, 103, 104, 105, 106, 109, 111, 112, 115, 116, 120, 122, 124, 125, 130, 133, 134,
136, 137, 138, 142, 144, 145, 148, 149, 154, 157, 163, 165 20: 5, 8, 25, 29, 32, 39, 42,
46, 47, 48, 51, 55, 56, 57, 64, 67, 73, 74, 75, 86, 92, 95, 99, 102, 104, 109, 111, 142
144, 154, 157, 165.
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Aminoséure

302: 1o: 5, 6, 8, 18, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 31, 32, 35, 39, 44, 46, 47, 48, 54, 55, 56, 57, 62,
67, 72, 74, 75, 77, 79, 91, 92, 95, 96, 103, 106, 107, 111, 112, 116, 117, 134, 137, 141,
142, 153, 154, 186 20: 5, 28, 29, 55, 56, 57, 67, 74, 75, 116, 134.
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Nicht nidher diskutierte Haddock-Daten:

N,NH
o
HO OH

Proteinoberflache

Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen gréRer als 10

Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen groRer als 20

[ Cluster2 [26.7+0.7,59, 1.3+ 0.1, 2.7 + 1.5]
[ Cluster1 [-254+3.7,79,0.4 £ 0.2, 33.8 £ 18.6]
] Cluster3 [-15.2£2.2,19,0.8 % 0.1, 43.4 £ 24.5)
|| Cluster6 [ -9.2£35, 6,1.1£0.1,2.3%0.6]
|| Cluster4 [ -9.2£2.4,11,1.8:0.4,28z%1.0]
[ Cluster5 [ -7.4+22, 7,0640.1,62.6+14.5]

+ <« Haddock-Score — =

Abbildung 97: Darstellung der durch Haddock 2.4 unter Beriicksichtigung der NMR-Restraints berechneten
Cluster fiir die Bindung des Hydrazons 120 an GDP-gebundenes K-Ras4BW' (PDB:6MBT); dabei [Haddock-
Score, Zahl der Clustermitglieder, RMSD-Wert, Verletzungsenergie fiir Restraints]; der weiie Pfeil

Br
T
=3
N/NH
“
HO O O OH

Proteinoberflache

|_l Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen groBer als 10

kennzeichnet die Lage der SI/II-Bindestelle.

. Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen groRer als 20

[ Cluster1  [-14.6+1.2,89,0.3£0.2, 90.1+28.5]
[l Cluster2 [ -8.3+0.9,78,1.4+0.1,131.3+26.9]
|| Cluster3 [ -1.0+1.3,14,1.7 £0.2, 167.6 +40.8]

+ -«— Haddock-Score — =

Abbildung 98: Darstellung der durch Haddock 2.4 unter Beriicksichtigung der NMR-Restraints berechneten
Cluster fiir die Bindung des Sulfonylhydrazons 134 an GDP-gebundenes K-RAs4BWT (PDB:6MBT); dabei
[Haddock-Score, Zahl der Clustermitglieder, RMSD-Wert, Verletzungsenergie fiir Restraints]; der weie
Pfeil kennzeichnet die Lage der SI/II-Bindestelle.



N,NH
joge!
HO O O OH

Proteinoberflache

Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen gréRer als 10

- Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen groRer als 20

[ Cluster 2
[Z1 Cluster 1
|| Cluster 7
|| Cluster8
|_| Cluster 4
[ cCluster 3
[1 Cluster 5

+ -« Haddock-Score — =

[-19.3+2.6,66,1.3+0.2,
[-18.6+£2.8,87,03£0.2,
[ 6.7+51, 42202,
[ 69114, 414102,
[-55£14, 61101,
[ -20+£3.0,12,1.2+0.3,
[ 2027, 4,16x0.2,

121.3 4 61.4]
130.7 £ 40.1]
119.6 £ 37.3]
188.2 + 34.9]
174.8 + 38.0]
129.4 +58.7]
197.6 + 64.8]
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Abbildung 99: Darstellung der durch Haddock 2.4 unter Beriicksichtigung der NMR-Restraints berechneten
Cluster fiir die Bindung des Hydrazons 121 an GDP-gebundenes K-RAs4BY" (PDB:6MBT); dabei [Haddock-

Score, Zahl der Clustermitglieder, RMSD-Wert, Verletzungsenergie fiir Restraints]; der weifle Pfeil

kennzeichnet die Lage der SI/II-Bindestelle.
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HO I I OH

Proteinoberflaiche

I_l Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen groRer als 10

. Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen groRer als 20

[ Cluster1 [ 7.4+15,63,0801, 3023+37.7]
[l Cluster4 [14.2+135,9,0.4+0.2, 403.2+49.0]
|| Cluster2 [16.2%3.1,60,1.1+0.1, 370.4 +50.8]
| | Cluster3 [16.4+1.4,40,6.7 +10.2, 454.6 + 15.4]
| | Cluster5 [29.3+4.7, 6,1.6+0.1, 490.3+60.9]
I Cluster6 [33.1+8.2, 50801, 518.2+68.2]

+ -« Haddock-Score — =

Abbildung 100: Darstellung der durch Haddock 2.4 unter Berticksichtigung der NMR-Restraints berechneten
Cluster fir die Bindung des Sulfonylhydrazons 136 an GDP-gebundenes K-RAS4BW' (PDB:6MBT); dabei
[Haddock-Score, Zahl der Clustermitglieder, RMSD-Wert, Verletzungsenergie fiir Restraints]; der weie
Pfeil kennzeichnet die Lage der SI/II-Bindestelle.



CN
T
=S

N,NH
jopel
HO OH

Proteinoberflache

I_] Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen gréRer als 10

. Differenzen der chemischen Verschiebung der
Amid-Resonanzen groRer als 20

|
|
[0
S [ Cluster 1
O
(/') ] Cluster 2
f, || Cluster3
o
o Cluster 5
® H Cluster 4
uster
I
+ [E cluster6
+

[-29.1£3.3,81,04 £ 0.3, 43.1+24.0]
[21.2+22,60,0.8£0.1, 106.0 + 37.8]
[-14.8+3.2,14,2.1+£0.1,106.5+ 1.5]
[-144+£34, 813202, 41.7127.8]
[-13.7+1.4,11,1.7+0.1, 68.6 +23.5]
[-3.0£30, 404£0.1,110.3 £28.1]
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Abbildung 101: Darstellung der durch Haddock 2.4 unter Beriicksichtigung der NMR-Restraints berechneten
Cluster fiir die Bindung des Sulfonylhydrazons 137 an GDP-gebundenes K-RAs4BWT (PDB:6MBT); dabei
[Haddock-Score, Zahl der Clustermitglieder, RMSD-Wert, Verletzungsenergie fiir Restraints]; der weifle

Pfeil kennzeichnet die Lage der SI/II-Bindestelle.
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