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Einleitung
Ebolafieber

Ebolafieber ist eine von Filoviren hervorgerufene Erkrankung, die erstmals 1976 beschrieben
wurde. Es gibt fiinf bekannte Arten des Ebolavirus: Zaire Ebolavirus (ZEBOV), Sudanvirus,
Bundibugyovirus, Tai Forest Virus und das Reston Virus. Bis auf das Reston Virus, das
symptomlose Infektionen hervorruft, verursachen alle Ebolaviren im Menschen
Krankheitssymptome.! Die Symptome des Ebolafiebers sind anfangs relativ unspezifisch.
Neben Fieber und Kopfschmerz wird von Ubelkeit, Durchfall, Unterleibsbeschwerden und
Muskelschmerz berichtet. In der zweiten Phase der Erkrankungen kommt es zu Anurie,
Tachypnoe, Multiorganversagen und Schock. Dabei kann die Korpertemperatur unter
Normaltemperatur sinken und es kdnnen die typischen himorrhagischen Symptome beobachtet
werden.! Eines der wohl spezifischsten Symptome neben der Himorrhagie ist ein papuldser

Hautausschlag.?

Infektionen mit den verschiedenen Ebolavirusspezies weisen unterschiedliche Letalitétsrisiken
auf. Das durchschnittliche Sterberisiko bei einer Ebolaerkrankung liegt derzeit bei 50%.> Das
ZEBOV, welches fiir den grof8en Ebolafieberausbruch von 2013-2016, sowie den aktuellen
(Juli 2018-aktuell) Ausbruch in der Demokratischen Republik Kongo (DRC) verantwortlich ist,

scheint dabei den hdchsten Prozentsatz an letalen Ausgéngen zu verursachen.”# (Abb.1)

Der bis dato schwerste Ausbruch der Erkrankung wurde durch ZEBOV in Westafrika (Guinea,
Sierra Leone, Liberia) ausgeldst und forderte von Mérz 2014-2016 11 325 Todesopfer von
28 652 bestitigten Ebola fillen. Er hat damit mehr Todesopfer gefordert als alle Ausbriiche
zuvor.! Im aktuellen Ausbruch in der DRC sind seit Juli 2018 bis Mérz 2019 bereits 3 000
bestitigte Ebola Fille mit 2 000 Todesopfern, das sind 2/3 der Infizierten, zu beklagen.’

Die Ausbreitungsgeschwindigkeit des Ebolafiebers ist hoch. Dies zeigt die geographische
Ausbreitung der Epidemie von 2014-2016. Binnen weniger Wochen konnte das Virus auf
Grund hoher Mobilitdt der Bevolkerung von abgelegenen ldndlichen Regionen Guineas in die

Hauptstiidte der betroffenen Linder vordringen. °
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Zur Einddimmung des Virus ist bis heute die Isolation der Patienten notwendig. Das
Medizinische Personal, sowie Besucher der Erkrankten miissen spezielle Schutzkleidung
tragen, sowie Hygienevorschriften beachten. Eine besondere Rolle in der
Krankheitsiibertragung spielen auch die traditionellen Beerdigungszeremonien. Bei diesen
werden die Verstorbenen, die eine hohe Viruslast tragen, héufig beriihrt und rituell
gewaschen.?’ Das Ziel der internationalen Helfer ist es hier, wiirdevolle Beerdigungen mit
moglichst geringem Infektionsrisiko zu arrangieren. Ebenfalls ist es wichtig die
Kontaktpersonen des an Ebolafieber erkrankten Patienten zu benachrichtigen und medizinisch
zu iiberwachen. Der Erfolg der Kontrolle der Ausbriiche ist dabei stark abhidngig von der

Kooperationswilligkeit/-fahigkeit der Bevolkerung.?

Infektios sind Patienten nach dem Erscheinen erster Symptome. Die Inkubationszeit betragt 2-
21 Tage.® Die Ubertragung des Virus geschieht iiber Kontakt mit Korperfliissigkeiten (Urin,

SchweiB, Speichel, Muttermilch, Spermien) und Blut der Infizierten.! %3

Die Erkrankung gehort zu den Zoonosen. Das urspriingliche Reservoir ist immer noch unklar.
Es gibt Hinweise darauf, dass Fledermduse das Virus tragen, aber es wird auch Busch-Fleisch
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als Quelle diskutiert.®® Nach dem Ubersprung auf den Menschen konnte wihrend der Epidemie

2014-2016 die Ubertragung von Mensch zu Mensch nachgewiesen werden. '%!!

Es konnte gezeigt werden, dass das Ebola-Virus schon vor der Epidemie 2014-2016 in Sierra
Leone zugegen war. In einer Untersuchung die eigentlich zur Pridvalenz von Lassa-Fieber in
der Region durchgefiihrt wurde, konnten in 8.6 % der Proben auch Antikérper gegen das
ZEBOV gefunden werden.!? Interessant ist in dem Zusammenhang, dass Uberlebende des
Ebolafiebers in der ersten Woche IgM und spiter IgG Antikérper gegen das Ebola
Nukleoprotein entwickeln. Konnte IgM gegen das Ebola Nukleoprotein bei den Patienten nur
in Spuren und IgG gegen dieses gar nicht nachgewiesen werden, war der Ausgang der
Erkrankung letal.!* Nach Genesung wurde gezeigt, dass das Virus noch einige Monate in
verschiedenen Geweben persistieren kann. Dazu zidhlen der Glaskorper des Auges, aber auch
die Hoden.'* In Spermaproben von genesenen Minnern konnte das Ebolavirus noch bis zu neun

Monate nach der Erkrankung nachgewiesen werden. !>

Therapie des Ebolafiebers

Bis vor kurzem waren noch unterstiitzende MaBnahmen wie die intravendse Gabe von
Fliissigkeit und Elektrolyten zum Erhalt des Hydratationszustandes, das Bereitstellen von
Sauerstoff zur Atmungsunterstiitzung, die Gabe von Medikamenten zum Aufrechterhalt des
Kreislaufes (Blutdruck) oder Antiemetika, Analgetika und Antipyretika, sowie die Behandlung
von Co-Infektionen, die einzigen therapeutischen Maflnahmen, die gegen Ebolafieber getroffen
werden konnten. Seit 2018 stehen zwei neue Therapie-Optionen zur Verfiigung. Die beiden
Antikorper-Therapeutika mAb114 und REGN-EB3.!7 mAb114 wurde aus dem Serum eines
Uberlebenden des Ebola-Ausbruchs von Kikwit (DRC) 1995 gewonnen. Es ist ein gegen das
Ebola-Glykoprotein (GP) gerichteter monoklonaler humaner Antikérper mit einem ICso-Wert
von 0.02 ug/mL, der an Oberflichenproteine des EBOV bindet.'®* REGN-EB3 ist ein Gemisch
aus drei monoklonalen humanisierten Maus-Antikdrpern, das ebenfalls an Oberflichenproteine
des EBOV bindet.!” In der Pamoja Tulinde Maisha-Studie wurden REGN-EB3 und mAb114
als effektive Therapieoptionen bestitigt. Die Sterblichkeitsrate unter Gabe von mAbl14 sank
auf 34 %, die Sterblichkeitsrate unter REGN-EB3 war mit 24 % noch geringer. Ein weiterer
Antikorper-Mix ZMapp konnte mit einer gemessenen Sterblichkeitsrate von 49 % nach
Verabreichung genauso wenig iiberzeugen wie das Nukleotidanalogon Remdesivir mit einer
gemessenen Sterblichkeitsrate von 53 %.!"
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Die Wirkung der Antikdrper ist liberzeugend. Die Applikation kann allerdings schwierig
werden, da diese intravenos erfolgt und somit steriles Infusionsbesteck zugénglich sein muss.
Die Lagerung von mAbl14 ist weniger problematisch als es eventuell fiir monoklonale
Antikorper erwartet werden konnte. Das Lyophilisat ist bei 40 °C fiir sechs Monate haltbar, die
Langzeitlagerung wird allerdings bei 2-8 °C empfohlen.?’ Dennoch sollte auf Grund der
Infusionsproblematik und den hiufig hohen Kosten von Antikdrpertherapien die Suche nach

kleinen Molekiilen, die mdglichst per oral appliziert werden konnen, fortgesetzt werden.

Ein weiterer Meilenstein in der Kontrolle von Ebolafieberausbriichen ist die Einfiihrung eines
Impfstoffes (rVSV-ZEBOV-GP). In diesem trigt der Vesicular Stomatitis Virus (VSV) das Gen
des ZEBOV GPs. Die Wirksamkeit ist {iberzeugend und der Schutz vor einer
Ebolafiebererkrankung wurde laut Studien mit 97% bewertet. 2! Dieser Impfstoff der Firma
MSD mit dem Namen Ervebo® wurde im November 2019 von der EMA zugelassen.?? Ein

weiterer Impfstoff wird im aktuellen Ebolafieberausbruch in der DRC getestet.?’

Aufbau des Virus und Infektionsmechanismus

Wie schon beschrieben, gehoren die fiinf Ebola-Virus Arten zur Familie der Filoviren. Zwei
weitere Gattungen unter den Filoviren sind zum einen die Gattung der Marburg Viren, mit ihren
beiden Vertretern: Lake Victoria Marburg Virus und Ravn Virus, und zum anderen die Gattung
der Cuevaviren, mit ihrem Vertreter Lloviu Virus** Filoviren sind Einzel(-)-Strang RNA
Viren.?> Sie weisen ein fadenformiges Erscheinungsbild auf, dem sie ihren Namen (aus dem
lateinischen filum = Faden) verdanken.?® Der Durchmesser aller Ebolaviren betriigt ungefihr
80 nm. Die Linge des ,,Fadens* variiert aber erheblich (790-14 000 nm).?’ Sieben Gene sind
auf der RNA codiert. Diese codieren fiir das Nucleoprotein (NP), den Polymerase Co-Faktor
VP35, das Matrixprotein VP40, das Glycoprotein (GP), den Transkriptionsaktivator VP30, das
sekundire Matrixprotein VP24 und die RNA-abhéngige RNA-Polymerase (L). Das GP-Gen
der Ebolaviren codiert nicht nur fiir das Membran-gebundene Glykoprotein (GP12), sondern
auch fiir das 18sliche Glykoprotein (sGP) und das A-Peptid.? Das A-Peptid und sGP werden
iiber die Spaltung durch wirtseigenes Furin aus pre-sGP, das aus nicht prozessierter mRNA
translatiert wurde, erhalten.?®?’ Das Membran-gebundene GP1» wird von prozessierter mMRNA

translatiert.’* Immunmodulierende Funktionen von sGP werden immer noch diskutiert. 3!
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Bekannt ist allerdings, dass es in grolen Mengen von infizierten Zellen ausgeschiittet wird und

antiinflammatorisch wirkt. 3!

VP40 RBNA VP30 NP

VP24

GP1,2
trimer Membrane L VP35

Abbildung 2: Schematische Darstellung eines Filovirus. Abbildung entnommen aus LEROY et al.?’

Die Virus-RNA wird zusammen mit VP30, VP35 wund der RNA-abhédngigen
RNA-Polymerase (L) vom Nukleoprotein umbhiillt. Sie bilden das Nukleokapsid. VP35 und L
bilden die aktive Polymerase, somit ist VP35 essentiell fiir Transkription und Replikation.
VP30 hat keinen Einfluss auf die Replikation. Es ist allerdings essentiell fiir die Transkription
und dient als Regulator der Transkriptionsinitialisierung, als Elongationsfaktor wihrend der

Translation und als mRNA-Stabilisator. 2

Eintritt des Virus in die Zelle

Die Replikation der Filoviren findet im Cytoplasma der Wirtszelle statt.>! Das Virion dringt
durch zwei Strategien in diese ein. Erstens durch Macropinocytose und zweitens durch
Clathrin-vermittelte Endocytose. Dabei bestimmt die Wirtszellart und die Grofe des Virions
welcher Weg gewihlt wird. >3 Das GP, welches auf der Membran des Virus lokalisiert ist, dient
dabei als Eintrittsvermittler (durch Rezeptorbindung) und als Fusionsvermittler der

Virusmembran mit der Wirtszellmembran bzw. Endosomenmembran.>®3* (Abb. 3)

Im Falle der Macropinocytose verbessert die Anwesenheit des Tyrosinproteinkinase Rezeptor 3
(TYRO?3) den Eintritt des EBOV. T-Zell-Immunoglobulin und Mucin-Démane 1 (TIM1) gelten
als Filovirusrezeptoren auf Epithelzellen. Wie genau GP allerdings den Eintritt katalysiert und

welche Rezeptoren auf nicht-Epithelzellen den Eintritt fordern, ist nicht bekannt.>> (Abb. 3)
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Eintritts der Ebola-Viren in die Wirtszelle. Abbildung entnommen aus
BHATTARYYA.%0

Im Falle der Clathrin-vermittelten Endocytose kann das Virus an nach innen gestiilpten
Regionen in der Zellmembran, die von innen mit dem Protein Clathrin belegt sind,
aufgenommen werden. Diese Stellen werden als Clathrin coated pits bezeichnet. Das Enzym
Dynamin (Dyn2) hilft in diesem Aufnahmeweg, wie auch bei anderen endocytotischen
Aufnahmewegen, sowie bei der Abschniirung des Vesikels in die Zelle. Weitere spezifische
und essentielle Enzyme des Weges sind das Accessor Protein 2 (AP2) und Epsl5. Ist der
Vesikel in die Zelle aufgenommen, verliert er seinen Clathrinbelag. Dies ist wichtig fiir den

weiteren Transport durch die Zelle und die Verschmelzung mit anderen Vesikeln.’” (Abb. 3)

Das Virus wird im Friith-Vesikel (early endosome) durch die Zelle transportiert. Dabei
verschmilzt der Friith-Vesikel mit anderen Vesikeln und transportiert das Virus kontinuierlich
weiter. Bestimmte Bedingungen, wie z.B. niedriger pH-Wert oder Anwesenheit von
proteolytischen Enzymen (Cathepsin L und Cathepsin B) im Spit-Vesikel (late endosome),
sorgen fiir eine Konformationsinderung des Membran-gebundenen GPs. Diese
Konformationsdnderung kann durch ein sogenanntes ,,Priming®, d.h. eine Endreifung des GP1 2,
erreicht werden. Die Endreifung beinhaltet das Wegschneiden von 60 % der Aminoséduren aus
GP;.%° Eine besondere Rolle spielt der Nieman-Pick C1-Transporter (NPC1). Er scheint als
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intravesikuldrer Transporter flir Filoviren zu dienen. Die zurzeit stirkste These ist, dass
geprimtes GP an NPC1 bindet und somit die Verschmelzung der Virusmembran mit der
Endosmenmembran ausgeldst wird. Es wird allerdings auch diskutiert, ob nicht-geprimtes GP

an NPC1 bindet und dieser in den Vorgang der Endreifung eingreift.>> 3’

Replikation und Transkription

Darauthin folgt die eigentliche Virusvermehrung. Fiir Replikation und Transkription bringt das
Virus wie oben beschrieben seine Maschinerie selbst mit in die Zelle.® Zuerst erfolgt die
Primértranskription des noch enkapsidierten negativen Virusgenoms (3°-5°) in sieben positive
mRNA-Stringe, die flir die Virusproteine codieren. Das NP des Kapsids scheint fiir die
Transkription des ersten Gens eine katalytische Rolle zu spielen. Das erste Gen, ndmlich das
NP-Gen, wird nur von Polymerase L zusammen mit Co-Faktor VP35 ohne den
Transkriptionsaktivator VP30 transkribiert. Die entstehende mRNA bildet allerdings eine
Sekundérstruktur, die die weitere Transkription pausieren lisst.’! Damit die Transkription der
anderen Gene stattfinden kann, bedarf es VP30, das fiir die Reinitialisierung der Transkription
sorgt.’! Der Mechanismus dazu ist noch unbekannt.’® Die gebildeten mRNAs werden am
3‘-Ende polyadenyliert und am 5‘-Ende mit einer Cap-Struktur (7-Methylguanosin) versehen.
Die Polyadenylierung am 3‘-Ende wird nach dem Stop-Codon durch 3 UAAUUC eingeleitet

t.31

und durch transkriptionelles Stuttering zugefig Da das Virus allerdings keine

Translationsmaschinerie mitgebracht hat, werden die viralen mRNAs durch die wirtseigenen

Translationsenzyme in die funktionsfihigen Virusproteine iibersetzt. *8

Nachdem die ersten Virusproteine translatiert wurden, springt die Replikation der viralen RNA
an. Dazu wird zuerst eine Einzel(+)-Strang-RNA transkribiert, das sogenannte Antigenom.
Dieses dient als Matrize zur Transkription des Virusgenoms. Das entstandene Virusgenom kann
in der Zelle entweder wiederum als Vorlage zur Synthese neuer mRNAs dienen oder aber
zusammen mit VP30 und VP35 von NP umgeben werden und als neues Nukleokapsid zur

Zellmembran wandern.3®
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Zusammensetzung des neuen Viruspartikels und Entlassung aus der Wirtszelle

Nach der Translation wird GP1> zusammen mit VP40 in Multi-Vesicular-Bodies (MVB) zur
Wirtszellmembran transportiert. GP1, wird von der Zelle auf die MembranauBlenseite gelagert.
Es bildet dort als Trimer sogenannte Spikes, die spiter beim vollstdndigen Virus auf der dufleren
Membran zu sehen sind. (Abb.2) VP40 ist nicht nur ein Strukturprotein, welches zusammen
mit dem Nukleokapsid formgebend fiir das Ebolavirus ist, sondern es ist auch fiir die Entlassung
des Virus aus der Zelle essentiell. Es aktiviert den Endosomal-Sorting-Complex-Required for
Transport (ESCRT), dadurch werden nicht nur VP40 und GP;>in den MVB, sondern auch die
in Inclusionbodies eingeschlossenen Nukleokapside (NP, VP30, VP35, L und VP24) zur
Zellmembran transportiert. Wie die Nukleokapside die /nclusionbodies verlassen, ist noch nicht
geklart. Dort konnen sie dann zusammen mit VP40 als vollstdndiger Viruspartikel exocytotisch

aus der Zelle ausgeschleust werden.*”

Eukaryotische Translation

Die eukaryotische Translationsmachinerie wird von Filoviren zur Translation eigener Proteine
genutzt. Aus diesem Grund trigt sie entscheidend zur Virusvermehrung bei. Die Translation
wird in vier Schritte unterteilt: 1. Initiation. 2. Elongation. 3. Termination und
4. Ribosomrecycling.*® Auf Schritt 4 wird im weiteren Verlauf nicht mehr eingegangen. Zur
Initiierung der Translation bedarf es im eukaryotischen Organismus mindestens neun
eukaryotischer Initiationsfaktoren.*! Diese helfen bei der Zusammenlagerung des
Translationskomplexes. Die Initiation selbst, 1dsst sich wiederum in zwei Schritte unterteilen.
Der erste Schritt ist die Bildung eines 48S Translationskomplexes aus dem 43S
Préinitiationskomplex. Der Préinitiationskomplex besteht aus der 40S Untereinheit, dem
terniren elF2-GTP-Met-tRNAM®;_Komplex (eIF2TC), elF3, eIF1 und elF1A, sowie vermutlich
elF5. Er bindet an das 5‘-CAP-Ende der mRNA unter Entwindung der terminalen
5¢-Sekundirstruktur der mRNA mit Hilfe von elF4A, elF4B und elF4F. Darauthin fahrt der
43S Komplex die mRNA in der 5’UTR (untranslatd region) in 5°-3° Richtung so lange ab, bis
er das Start-Codon erreicht hat. So gebunden ist es der funktionsfahige 48S Komplex. Nachdem
das Startcodon erkannt wurde folgt der zweite Schritt: e[F5 und eIF5B sorgen fiir die Hydrolyse
des elF2-gebundenen GTPs, der Ablosung anderer elFs und somit fiir Anlagerung der 60S
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Untereinheit.*! Damit ist das funktionsfihige 80S Ribosom fiir die zweite Phase, nimlich die

Elongationsphase bereit. (Abb. 4)
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Abbildung 4: Schematische Abbildung der eukaryotischen Translation. Entnommen aus SCHULLER et a

In der Elongationsphase liest das Ribosom die Informationen der mRNA ab und iibersetzt die
Codons, bestehend aus drei Nukleotiden, in Aminosduren. Diese werden als Aminoacyl-tRNA
»geliefert“. Mit Hilfe des eukaryotischen Elongationsfaktors 1A (eEF1A) binden die
Aminoacyl-tRNAs mit ihrem Anticodon in der A-Stelle des Ribosoms auf das entsprechende
Codon der mRNA. Es folgt eine nukleophile Substitution mit tetraedrischer Zwischenstufe. Die
terminale Aminogruppe der Aminosdure, die durch ihre f/RNA in der A-Position lokalisiert ist,

greift den Carbonylkohlenstoff des Carbonsédureesters der Aminoacyl-fRNA in P-Position an.
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Dadurch wird die wachsenden Peptidkette auf die Aminoacyl-fRNA in der A-Position
iibertragen. (Abb. Sb) Dadurch verschieben sich die ribosomalen Untereinheiten leicht
gegeneinander. D.h. die Akzeptorstimme der fRNAs sind in einem sogenannten Hybridstadium
schon eine Position weiter geriickt, nimlich von P nach E und von A nach P, die Anticodons
verweilen allerdings noch in ihrer Ausgangsposition. Der Elongationsfaktor eEF2 sorgt unter
Spaltung von GTP zu GDP und Phosphat dafiir, dass die ,leere* f/RNA komplett in die E-
Position und die fRNA mit der wachsenden Peptidkette in die P-Position rutscht und das
Ribosom somit ein Codon weiter auf der mRNA wandert. (Abb. 5a) Die nun freie A-Bindestelle
wird mit der dem Codon-entsprechenden Aminoacyl-fRNA besetzt und der Ablauf so lange
wiederholt, bis das Ribosom am Stopp-Codon angelangt ist. Dort helfen sogenannte
eukaryotische Entlassfaktoren (eucaryotic releasing factors/eRF) die entstandene Peptidyl-
fRNA aus dem Ribosom zu entlassen.*’
%
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Der oben beschriebene Initiationsmechanismus scheint der von der eukaryotischen Zelle am
hdufigsten genutzte zu sein. Ein anderer Mechanismus ist die Initiationsvermittlung iiber
sogenannte Interne Ribosomale Eintritts-Bindestellen (IRES, internal ribosomal entry site).
Dies sind RNA-Elemente, die die Enden-unabhéngige Rekrutierung der Ribosomen an interne
RNA-Sequenzen vermitteln.*! Da dieser Mechanismus relativ selten ist, soll er hier nicht weiter

beleuchtet werden.
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elF4A — DEAD-Box-Helikase im Mittelpunkt

elF4A ist eine ATP-abhingige RNA-Helikase, die in der 5°-UTR eukaryotischer mRNA
zweidimensionalen Strukturen entwindet.*?
elF4E und elF4G in einem Komplex (e[F4F) vor. eIF4E bindet an die 5°-Capstruktur der
mRNA und bringt diese in rdumliche Néhe zu elF4A. elF4G dient als Scaffoldprotein, welches

elF4E, eIF4A und die gebundene RNA in rdumlicher Nihe zueinander hilt.** eIF4F rekrutiert

Wihrend der Translationsinitiation liegt sie mit

den 43 S Préinitiationskomplex. Unter Entwindung der Sekundérstrukturen durch elF4A kann

die weitere Translationsinitiation fortfahren. **

elF4A gehort zur Familie der DEAD-Box-Helikasen. Sie bestehen aus einem Helikasekern aus
zwei a-f3 gefalteten RecA-dhnlichen Doménen, welche neun konservierte Aminosdure-Motive
enthalten und durch einen kurzen Linker miteinander verbunden sind. Die namensgebende
Aminosduresequenz (DEAD, D = Asp, E = Glu, A = Ala, D = Asp) ist im Motiv II enthalten.
Die Aminosdure-Motive sdumen die Furche zwischen den beiden RecA-dhnlichen Doménen
und tragen zu RNA-Bindung, ATP-Hydrolyse und Entwindung der Sekundirstrukturen bei.**
45.46 e JF4A begriindet tatsichlich die Helikasefamilie und besteht im Gegensatz zu den anderen
Vertretern dieser Klasse, die weitere Anhéngsel an N- oder C-Terminus, sowie Insertionen in
den RecA-dhnlichen Dominen besitzen, nur aus dem Helikasekern.*> (Abb. 6) Der
Helikasekern bindet kurze Duplex-RNA ohne Sequenzspezifizitdt, ATP bindet er hingegen mit

hoher Spezifizitit (gegeniiber anderen Nukleosidtriphophaten).**

Die DEAD-Box Helikasen entwinden nur kurze Sequenzen von RNA, sie laufen nicht bei der
weiteren Translation mit. Die Entwindung der Duplex-RNA wird durch einen Zyklus von
Konformationsdanderungen des Helikasekerns herbeigefiihrt. Dabei nimmt der Helikasekern
verschiedene Konformationen ein. Ist weder RNA noch ein Nukleotid gebunden, liegt der
Helikasekern in verschiedenen offenen Konformationen vor, in denen die zwei RecA-dhnlichen
Domainen keine Interdoméanenkontakte ausbilden. Durch die Bindung von RNA und ATP wird
die Furche an den konservierten Aminoséduremotiven zwischen den beiden RecA-dhnlichen
Doménen geschlossen. Dies fiihrt zu der Assemblierung der ATP-Hydrolyse-Tasche, sowie zur

zwei zahnigen Bindetasche der RNA. 44
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N~— |a | 1a GG b 1 ﬁ IV QxxR V V| i~——C
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Abbildung 6: Struktur von elF4A-11I mit gebundener Einzelstrang RNA (gelb) und ADPNP (5 Adenylyl-f-y-imidophosphat)
(PDB-ID: 2j0s). Abbildung entnommen aus ANDREOU und KLOSTERMEIER.*

Das Nukleotid bindet in der Furche der beiden Doménen an seinem Bindungsmotiv Q, welches
die Spezifizitit fiir Adenin bereitstellt, sowie an den Motiven I und II. Die Motive I und II
nehmen an der ATP-Hydrolyse teil. Weiterhin interagiert das Nukleotid mit den Motiven IV
und VI. ¥ Die RNA-Bindung involviert beide RecA-dhnlichen Dominen unter besonderer

Beteiligung der Motive Ia, GG, Ib, IV, QxxR, V und VL. (Abb. 6)

Ve

ATP
hydrolysis

A

Abbildung 7: Entwindung einer dsRNA mit Hilfe von elF4A. 1. elF4A liegt in der offenen Form vor. 2. ATP und dsRNA werden
gebunden. und elF4A geht in die geschlossene Konformation tiber. 3. Durch die geschlossene Konformation wird die Bindung
der dsRNA geschwdcht und ein Einzelstrang wird entfernt und aus dem Enzym entlassen. 4. Die ATP-Hydrolyse findet statt. 5.
Das Enzym geht in die offene Konformation iiber, entldsst Phosphat und den entwundenen RNA-Einzelstrang. 6. Das Enzym
liegt in der offenen Form mit ADP gebunden vor. Abbildung entnommen aus ANDREOU und KLOSTERMEIER.*
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Der geschlossene Zustand des Helikasekerns wird durch die Bindung von dsRNA und
Nukleotid stabilisiert. Dabei wird die ssRNA allerdings gebogen, sodass eine
Doppelstrangstruktur in der RNA nicht mehr stabil ist. Der so abgeloste RNA-Strang wird aus
der geschlossenen Konformation des Helikasekerns entlassen. Daraufhin erfolgt die ATP-
Hydrolyse und der Auswurf der entwundenen, nun Einzelstrang-RNA aus dem Helikasekern.*
(Abb. 7) Die Bindung von ssRNA stimuliert die ATPase-Aktivitit des Enzyms, die nur schwach
gebundene dsRNA stimuliert diese jedoch nicht. Das Enzym durchléduft wahrend des
konformationellen Zyklus verschiedene Affinititszustinde. Die Affinitdt zur Bindung von
ssRNA wird durch die Bindung von ATP erhoht, ist allerdings ADP gebunden, verweilt das
Enzym in einem low-affinity-state gegeniiber ssRNA. ** Da die Translationsinitiation den
Flaschenhals der Proteinbiosynthese darstellt, scheint eIF4A ein vielversprechendes
therapeutisches Target zu sein. Auf der einen Seite zur Bekdmpfung von verschiedenen

t,45

Krebsarten, da die Translationsinitiation in diesen Zellen dereguliert ist,” auf der anderen Seite

scheint es auch ein gutes Target im Kampf gegen die ,,virale Proteinbiosynthese* zu sein.*

Hemmstoffe des elF4A

Hemmung von elF4A kann durch Beeinflussung des konformationellen Zyklus vorgenommen
werden. Es ist bekannt, dass RNA-Aptamere und kleine Proteine die offene oder geschlossene
Konformation der Helikase stabilisieren und sie somit hemmen.*> Diese Inhibitoren dienen
weniger als Vorbild fiir kleine Molekiile. Es konnten allerdings in den letzten Jahren einige
Naturstoffe gefunden werden, die als Ausgangspunkt fiir ein Liganden-basiertes Molekiildesign
dienen konnen. (Abb. 8, 10, 11). Die am besten untersuchte Klasse der eIF4A Inhibitoren sind
Silvestrol (1) und dessen Derivate, die Rocaglamide. *’(Abb. 8)

Silvestrol Rocaglamid
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Silvestrol (1) und Rocaglamid A (2) sind aus Aglaia lepthana bzw. Aglaia faveolata isolierte
Naturstoffe, die zur Familie der Cyclopenta[b]benzofurane gehoren, die auch Flavagline
genannt werden.*® Fiir Silvestrol konnten ICso-Werte im nanomolaren Bereichen gegeniiber
verschiedenen Krebszellarten in vitro und in vivo nachgewiesen werden.* Uberzeugend ist
auch die geringe Toxizitdt gegeniiber gesunder Zellen. Bei der Gabe von bis zu 0.4 mg/kg von
Silvestrol (1) an Miuse konnten keine toxischen Effekte beobachtet werden.*” Bei
Experimenten zur Toxizitdt an primdren Makrophagen waren bis zur 50 nM Silvestrolgabe, was
einem Vielfachen der anti-cancerogenen Wirkung entspricht, keine toxischen Effekte
sichtbar.’® Die Flavagline teilen laut Modelling-Experimenten den gleichen Wirkmechanismus,
der erst mit Abschluss der synthetischen Arbeiten dieser Arbeit 2019 endgiiltig mit einer
Kristallstruktur fiir die Bindung von Rocaglamid A (RocA, 2) an elF4A bestitigt werden
konnte’'*? In der Kristallstruktur liegt die Helikase in einer geschlossenen aktiven
Konformation um ADPNP vor, dem nicht hydrolysierbaren ATP-Analogon. Sie zeigt, dass
RocA die Schnittstelle zwischen dem N-Terminus von elF4A und der Polypurinstruktur der
stark gebogen gebundenen mRNA adressiert.’? (Abb. 9a) Diese Tasche bildet sich bei Bindung
der RNA an das Enzym und ist essentiell zur Destabilisierung der Basenpaarungen der RNA.
Durch die Bindung RocAs an das Enzym wird die Destabilisierung der Basenpaarung
aufgehoben, die Helikase in ihrem Konformationszyklus unterbrochen, an die mRNA

festgebunden und somit eine Entwindung der Sekundérstruktur der mRNA gehemmt.>

420



Zweiter Teil: Design und Synthese von Liganden zur Adressierung von elF4A

Abbildung 9: a) Kristallstruktur von elF44 mit ADPNP (aus der Perspektive nicht sichtbar), mRNA (Stick-Darstellung mit
gelben Kohlenstoffgeriist) und RocA (2, Stickdarstellung im griinen Kohlenstoffgeriist) im Komplex. [PDB ID 5ZC9]. Eine
Domdine des Helikasenkerns ist zur besseren Darstellung der Bindetasche als ihre Oberfliche dargestellt. RocA (2) bindet in
eine Tasche, die von elF4A und der Polypurinsequenz der mRNA gebildet wird. elF4A liegt in diesem Komplex in der
geschlossenen Konformation vor.’> b) Ausschnitt der Bindetasche des RocAs (2). Gezeigt sind die WBBs zwischen RocA und
dem Enzym an GInl95 (3.0 A), sowie zwischen G8 der mRNA und RocA (2). Die roten Doppelpfeile zeigen die 7-n-
Wechselwirkungen zwischen RocA (2) und Phel63, sowie G8 und A7 der mRNA.”

Dabei bildet RocA sowohl starke n-n-Wechselwirkungen mit Phel63, als auch hydrophobe
Wechselwirkungen mit GIn195 des Enzyms, sowie G8 und A7 der RNA aus. Weitere WBBs
geht RocA (2) mit GIn195 und G8 ein.>* Die n-n-Wechselwirkungen sind der Grund, warum
RocA (2) selektiv an die Polypurinsequenzen bindet. Zweidrittel der Ringe des RocAs gehen
n-m-Wechselwirkungen mit den Purinbasen der mRNA ein. Ein Austausch von A7 durch eine
Pyrimidinbase erschwert die Wechselwirkung von RocA mit der mRNA auf Grund der
geringeren Grofle des Pyrimidins gegeniiber eines Purins und der so entstandenen rdumlichen
Verschiebung der Reste zueinander.’”> Die entscheidende Wechselwirkung bei der
Purinselektivitit scheint allerdings die WBB zwischen 8b-OH des RocAs und dem N7 von G8
der mRNA zu sein. Bei einem Austausch von G8 zu einer Pyrimidinbase kann diese WBB nicht
ausgebildet werden. So stellt ein Austausch der Purinbasen nicht nur einen Stabilitdtsverlust in
den m-n-Wechselwirkungen, sondern auch in der Ausbildung der WBB dar und begriindet somit

die Purinselektivitit.?> (Abb. 9b)

Im Falle von RocA-Resistenzen konnte nachgewiesen werden, dass der Grund dafiir der
Austausch von Phel63 zu Leu und/oder I1e199 zu Met ist. Dabei ragt der Rest des Leul63 so
in die Bindetasche, dass RocA (2) keinen Platz mehr fiir die Bindung zu haben scheint. Obwohl

11e199 keine direkte Bindung mit RocA (2) eingeht, wird vermutet, dass es die Konformation

421



Zweiter Teil: Design und Synthese von Liganden zur Adressierung von el[F4A

von Phel63 stabilisiert und somit die m-n-Wechselwirkungen von RocA mit Phel63

ermdglicht.>?

Mit Hippuristanol (3) und Pateamin A (4) wurden zwei weitere Molekiile gefunden, die die
Funktion von elF4A beeintrdchtigen. (Abb. 10) Hippuristanol (3) wurde aus der Koralle Isis
Hippuris isoliert und weist gegen Humane T-Zell-Leukdmie-Virus infizierte T-Zellen einen
ICso von 120 nM-320 nM auf.?® Gegen Multiple Myleom-Zellen sinkt der ICso-Wert auf
50 nM.>* Hippuristanol (3) hemmt dabei eIF4A allosterisch und hindert die Anheftung des
Enzyms an die mRNA. Die ATP-Bindung hindert es allerdings nicht.>*

S A P
\WN
N |
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Hippuristanol Pateamin A

Der Naturstoff Pateamin A (4), der aus einem Schwamm der Gattung Mycale isoliert wurde,
zeigte gegen HeLa Zellen einen subnanomolaren ICso-Wert.”> 3 Durch die Bindung von
Pateamin A (4) an elF4A wird die Wechselwirkung zwischen elF4A und elF4G im elF4F
Komplex stark vermindert. Dadurch ist der eIF4F Komplex nicht mehr vollstindig
funktionsfahig. Die Wechselwirkungen mit elF4B, welches die Helikaseaktivitit von elF4A
steigert wird allerdings erhdht. Dies fiihrt dazu, dass der 48 S Komplex beim Scannen der
5¢-UTR gehindert wird (er ,,klebt* an der Stelle der mRNA fest), oder aber die Bindung an das
AUG-Startcodon unterbunden wird.>®

Allolaurinterol Elatol

Zwei weitere marine eIF4A Inhibitoren stellen Allolaurinterol (5) und Elatol (6) dar.>”® Beide
Strukturen sollen ATP-kompetetiv an e[F4A binden, wobei Allolaurinterol (6) einen ICso von
3.86 uM aufweist und hochst wahrscheinlich kompetitiv in der ATP-Bindetasche von elF4A

bindet.>” Elatol (7) hingegen bindet in einem zwei zu eins Verhiltnis an Lysinreste der beiden
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RecA-dhnlichen Domédnen des elF4As. Dabei zeigt Elatol (7) Aktivitdt bis 16.4 uM gegen
elF4A.®

elF4A-Inhibitoren als potente antivirale Stoffe

mRNAs, die fiir (Proto-)Onkogene kodieren besitzen an ihrer 5’UTR héufig stark strukturierte
Polypurinsequenzen und bilden stabile Quadruplexstrukturen aus. Die Translation dieser
(Proto-)Onkogene ist eIF4A-abhiingig und kann somit durch Silvestrol (1) gehemmt werden.*
Auch die mRNAs der Ebolaviren besitzen strukturierte 5°-UTRs, die stabile
Sekundirstrukturen ausbilden.’® ® Im Arbeitskreis BECKER wurde folglich die Wirkung von
Silvestrol (1) auf Ebola-infizierte Zellen getestet und es konnte sowohl fiir mit EBOV infizierte
Huh-7-Zellen als auch fiir mit EBOV infizierte primdre Makrophagen eine Aktivitidt von
Silvestrol (1) nachgewiesen werden.’® Dabei konnte eine starke Reduktion der VP40-Level,
sowie der Konzentrationen von NP und GP durch die Behandlung der Zellen, entweder 2 h vor
oder bis zu 2 h nach der Infektion mit EBOV, mit Silvestrol (1) in einer Konzentration von
10 nmol/L in Huh-7-Zellen beobachtet werden.>® Auch in priméren Makrophagen konnte eine
effiziente Hemmung der Virusproteintranslation bei einer Silvestrolkonzentration von

10 nmol/L bestitigt werden.>°

In der folgenden Zeit wurde die Wirksamkeit von Silvestrol (1) von der Arbeitsgruppe
GRUNWELLER gegen weitere Viren getestet. So ist dieses wirksam u.a. gegen das Zika Virus,
Chikungunya-Virus, Polio-Virus, Picornaviren, Hepatitis E-Viren und SARS-CoV'2.6% 61.62.63.64

Das Target e[F4A erweist sich somit als vielversprechend. Der Vorteil in der Adressierung des
wirtseigenen Targets liegt darin, dass das Mutationsrisiko geringer ist als bei viralen Proteinen.
Selbst bei Mutation des Virus — und somit seiner Proteine - bleibt das wirtseigene, Virus-
unabhingige Target stabil und somit der Inhibitor aktiv. Allerdings steigt bei wirtseigenen
Targets auch das Risiko méglicher ungewollter Nebeneffekte.®® Die weiter oben beschriebene
geringe Toxizitdt und gleichzeitig hohe Wirksamkeit von Silvestrol (1) machen dieses zu einen
vielversprechenden Startpunkt fiir ein Liganden-basiertes Design von neuen potenten elF4A-

Inhibitoren mit besserer oraler Bioverfiigbarkeit und einfacheren, giinstigeren Syntheserouten.
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Zielsetzung

Da die Bindestelle und der Bindungsmodus des Silvestrols (1) zu Beginn der
Forschungsarbeiten nicht bekannt war, war es Ziel der vorliegenden Arbeit ligandenbasiert an
Hand von Silvestrol (1) sterecozentrenfreie, wirkstoffahnliche Inhibitoren von elF4A zu
designen und zu synthetisieren. Die synthetisierten Verbindungen sollten in der Arbeitsgruppe

GRUNWELLER auf ihre Aktivitit gegen elF4A getestet werden.

Dafiir sollte Silvestrol (1) Computer-unterstiitzt mit Strukturen der ZINC-Datenbank durch
Dr. Alexander Metz in Geometrie und elektronischen Eigenschaften abgeglichen und so
dhnliche Strukturen gefunden werden. Synthetisch gut zugingliche Strukturen sollten
ausgewdhlt und ihre Derivate dargestellt werden. Da Verbindung 7 Computer-unterstiitzt als
potentielle Silvestrol-Analogon identifiziert wurde, lag ein besonderes Augenmerk dieser

Arbeit auf der Etablierung der Synthese von Triazinderivaten. (Abb. 11)

AuBerdem sollte der Triazinkopf der Derivate der Verbindung 7 gegen einen Phenytoinkopf

ausgetauscht werden.

Neben dem Computer-gestiitzten Ansatz sollte auBerdem ein Vergleich der Naturstoffe
Silvestrol (1) und Hippuristanol (3) erfolgen, um daraus ebenfalls neue Strukturen an Hand von
Gemeinsamkeiten designen zu konnen. Zu dem Zeitpunkt dieser Forschungen war der
andersartige Bindungs- und Wirkmodus des Silvestrols (1) gegeniiber dem des Hippuristanols

(3) noch nicht bekannt.
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Design, Synthese und Diskussion

Zu Beginn dieser Arbeit war wie - beschrieben - die Bindetasche des Silvestrols (1) und der
Rocaglamide (2) nicht bekannt. So sollte Silvestrol (1) in ein Molekiil iibersetzt werden,
welches gut und giinstig zu synthetisieren und ebenso potent und vertréglich sein wiirde wie
Silvestrol (1) selbst. Ein solches Molekiil miisste die elektronischen und geometrischen
Eigenschaften von Silvestrol (1) widerspiegeln. Gliicklicherweise konnte ein moderner Ansatz
gewihlt werden, um nicht ganz im Nirgendwo beginnen zu miissen. Computerunterstiitzt wurde
ein Pharmakophormodell erstellt und an Hand dieser Eigenschaften die Molekiile der ZINC-
Datenbank (>230 Mio Molekiile) mit Silvestrol (1) von Dr. Alexander Metz aus dem
Arbeitskreis KLEBE abgeglichen. Aus den 100 besten Ubereinstimmungen (die Diastereomere
des Silvestrols (1) ausgeschlossen) wurde eine Liste erstellt. Aus diesen 100 Verbindungen

wurden zwei synthetisch gut zugingliche Molekiile ausgewahlt.

ZINC39945793_768
Position: 8
7

ZINC95481841_30
Position 13
8

Abbildung 12: Verbindungen 7 und 8 sind Treffer aus der ZINC-Datenbank, die éhnliche geometrische Ausrichtung und
elektronische Eigenschaften aufweisen wie Silvestrol. Rechts der Verbindungen sind die Uberlappungen dieser (griin) mit
Silvestrol (1, blau) abgebildet.

Die Synthese von doppeltsubstituierten Sulfonamiden konnte von Dr. Andrea Mddel im
Arbeitskreis SCHLITZER schon in friiheren Jahren etabliert werden.®® Dadurch eignete sich die
Darstellung der Verbindung 8 und Derivate dieser zur Auskopplung in eine Masterarbeit. Die

Ergebnisse der Hemmung des elF4A durch Sulfonamid 8 konnten auf Grund hoher
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Zytotoxizitdt in dem verwendeten Zell-basierten dual luciferase assay nicht eindeutig
ausgewertet werden. Die Zytotoxizitit der Substanz 8 bewegt sich im selben Bereich, wie die
Hemmung von elF4A. So bleibt offen, ob die Ergebnisse der e[F4A Hemmung nicht eher durch
den Zelltod hervorgerufen werden. Dennoch konnten durch Austausch des Saccharin-Restes
und verschiedene Substitutionsmuster des Sulfonamids wirksame Derivate hervorgebracht
werden. Derivat 9 zeigte bei 5 uM noch tiber 50 % Inhibition gegen elF4A, ohne selbst

zytotoxisch zu wirken und stellt damit das Highlight der friihen Sulfonamidderivate dar.%

Durch diesen Erfolg konnte aus den Sulfonamidderivaten ein Startpunkt flir eine weitere
Doktorarbeit hervorgehen. Diese wurde erfolgreich von Phuong Pham im Arbeitskreis
SCHLITZER bearbeitet. Die weitere Entwicklung der Sulfonamide erfolgt zur Zeit im Rahmen

einer weiteren Masterarbeit.

Eine weitere Struktur, die beim Computer-gestiitzten Abgleich mit Silvestrol (1)
vielversprechend aussah, ist das Triazin 7. Hier galt es vor allem eine geeignete
Synthesestrategie zu entwickeln. Eines der grofBeren Probleme, die dieses Molekiil zeigt, ist das
S-Alkylisothiosemicarbazon. Triazine sind eher elektronenarme Aromaten und bieten sich fiir
eine nukleophile Substitutionsreaktion am Aromaten an. Dabei stellt in diesem Falle das
entstehende Thiolat (in Abb. 14 durch ein Rechteck markiert) eine gute Abgangsgruppe dar.
Dies ist fiir den Einsatz in biologischen Systemen haufig nicht von Vorteil, da dort hdufig viele
Nukleophile — vor allem Wasser — vorhanden sein konnen und die Verbindung durch
Reaktionen mit diesen verdndert, oder abgefangen werden kann. Auch konnen durch diese
Reaktionen mit z.B. Cysteinresten anderer Proteine unerwiinschte Nebeneffekte verursacht

werden.
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Weitere reaktive Stellen in Molekil 7 sind die beiden Keto-Funktionen, die leicht

Additionsreaktionen und Kondensationen eingehen konnen.

Wie an der Uberlagerung von Silvestrol (1) und Triazin 7 zu erkennen ist, stimmen besonders
die propellerartig-angeordneten Phenylreste von 7 und 1 in ihrer geometrischen Ausrichtung
iiberein. Deshalb wurde der Triazinkopf von Verbindung 7 beibehalten und der Schwanz (mit

Rechteck markiert in Abb. 14) immer wieder verdndert.

: 7 = Z S

10 11 12 13

Da fiir die Synthese verschiedener Derivate eine nukleophile Substitution am Aromaten eine
geeignete Folgereaktion darstellt, sollte auch am Triazinkopf eine geeignete Abgangsgruppe
sitzen. Thiolate sind als stabile Anionen als Abgangsgruppen besonders geeignet. Eine
Verwendung des Triazinkopfes als Nukleophil mit z.B. einem Amin in 3-Postion ist durch die
Elektronen-beanspruchenden und somit Nukleophilie-mindernden Eigenschaften des

Stickstoffaromaten nicht ratsam.

Dennoch sollte versucht werden, das freie aromatische Thiol 14 darzustellen. (Schema 2) Dies

briachte zwei Vorteile:

1. Die Evaluation der Nukleophilie des Thiols in 3-Position und damit Abschitzung der

Nukleophilie eines Stickstoffsubstituentens in 3-Position.

2. Die Evaluation der Abgangsgruppenstirke bei verschiedenen Substitutionsmustern und

eventueller Entscheidung zur Synthese von Verbindung 7.
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Zur Durchfiihrung dieser Reaktion wurde eine Vorschrift von YURTTAS et al. verwendet, die
trotz Optimierungsversuchen bzgl. Reaktionszeit, Losungsmittel und Zugabe von MgSO4 nicht
zum gewlinschten Produkt 14 fiihrte. Durch NMR-Analytik konnte allerdings bestétigt werden,
dass bei dem Versuch der Darstellung des unsubstituierten Thiols, der Ringschluss zum Triazin
nicht erfolgte. Besonders deutlich wird dies in den Carbonyl-Kohlenstoff-Signalen im '3C-

NMR-Spektrum. (Abb. 15)
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So ist die Verschiebung des Thiosemicarbazoncarbonylkohlenstoffes im Bereich von 180 ppm
zu erwarten - wie es das Spektrum der Verbindung bei 181.9 ppm abbildet. (Abb. 15) Dieser
Kohlenstoff wiirde in der geschlossenen Form des Triazins 14 weiter ins Hochfeld verschoben
sein und bei ungefdhr 165 ppm erscheinen. Das Signal bei 171.1 ppm im vorliegenden

Spektrum liegt am Rande des typischen Bereichs fiir Ketone (173-220 ppm). In der vollstindig
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kondensierten Ringform wiren diese Signale erst zwischen 160 ppm und 140 ppm zu

erwarten. 68

Nach intensiver Optimierungsarbeit der Vorschrift nach YURTTAS gelang die Darstellung von
Verbindung 10 in guten Ausbeuten. Interessant war schon hier, dass unter Originalbedingungen

nur das Produkt 16 der nukleophilen Substitution am Aromaten durch Methanolat

J

sdulenchromatographisch isoliert werden konnte. (Schema 3)

Do

+ H N‘H NH2 Mel I N\ O\
o 2 \ISI/ MeOH N
O NaHCO3 O
Reflux
1 12 16

Dies zeigt, wie einfach der Aromat an 3-Position zu substituieren ist und damit wie gut das
Thiolat als Abgangsgruppe fungiert. Ein Losungsmittel mit nukleophilen Eigenschaften sollte
vermieden werden und so wurde Methanol in darauffolgenden Reaktionen ausgetauscht.
Acetonitril stellte sich als das geeignetste Losungsmittel heraus. Ein weiterer wichtiger Schritt

in der Reaktion ist die Bildung des Methylisothiosemicarbazids 17. (Schema 4)

H H N _N. 0, O O NS«
R G — X
S\_/ S\ ° O O "

11 10

12 13 17

Werden Thiosemicarbazid (12) und Methyliodid (13) zu lange oder zu heill zur Reaktion
gebracht, entsteht ein rosa-farbenes nicht weiter identifiziertes Nebenprodukt, welches nicht
mehr zu 10 weiterreagiert. Verbindung 10 konnte unter den geeigneten Bedingungen in sehr

guten Ausbeuten dargestellt werden. (Tabelle 1)
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N 11

NS
N NH | — > T
HN \[Q,r © 7 T a0 eqNaHcos O I NN
12 13 10
TSC12 Mel13 Rktszeit Temp. Benzil  Rktszeit Temp. LM Kat. Ausbeute
1 (11) 2

1.00eq 1.10eq 8h 35°C 1.00eq 14h 79°C MeOH - -
1.00eq 1.10eq 4h 35°C 1.00eq 8h 110°C  Tol - -
1.00eq 1.10eq 4h 35°C 1.00eq 8h 82°C CH3CN  MgSOs 32%
1.00eq 1.10eq 2h/3d 35°C/RT 1.00eq 1h 80°C CH:CN - -
1.00eq 1.10eq 2h 40°C 1.00eq 8h 82°C CH:CN - 13%
1.00eq 1.10eq 1h 30°C 1.00eq 4h 82°C CH:CN - 80 %
1.00eq 1.10eq 1h 30°C 1.00eq 6h 82°C CH:CN - 86 %

Die gefundene Verdffentlichung von YURTTAS et al. hielt noch eine weitere Uberraschung
bereit. Die dort gezeigten Strukturen waren urspriinglich als Zytostatika zur Krebsbehandlung
vorgesehen und sollten die DNA-Synthese hemmen. Ein genaues Target war allerdings nicht
angegeben.®’” Dennoch stellte dies einen interessanten Startpunkt dar. Die dargestellten
Strukturen besitzen den gleichen Triazinkopf der Struktur 7, die mittels Computer-Abgleich als
Silvestrol-Analogon gefunden wurde. Da das Target nicht angegeben wurde und bei der
Replikation von DNA ebenfalls eine Helikase zur Entwindung des DNA-Stranges notwendig
ist, lag es nahe, die Struktur 17 mit hochster Aktivitdt gegen Brustkrebszellen zu synthetisieren
und gegen elF4A zu testen.®” (Abb. 16) AuBerdem zeigten die Strukturen den erfolgreichen
Austausch des Schwefels als Verbindungsatom zwischen Triazinkopf und dem Rest des

Molekiils. Dieser sollte aufgrund seiner Abgangsgruppeneigenschaften ausgetauscht werden.

Am sinnvollsten schien es Verbindung 18 in einem grof8eren Maf3stab darzustellen und diese
als Building Block sukzessiv an verschiedene Reste durch eine nukleophile
Substitutionsreaktion zu kuppeln. (Abb. 17) Die urspriingliche Synthese in Pyridin schlug fehl,
auch der tollkiihne Versuch der Reaktion in der Schmelze blieb erfolglos. (Tab. 2)
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Erfolgreich hingegen war die Reaktionsfiihrung mittels Mikrowellen-Reaktors. Building Block
18 konnte im geschlossenen Reaktor unter Druck in Acetonitril bei 140°C in guten Ausbeuten
erhalten werden. (Tab. 2)

Zum Zeitpunkt der synthetischen Arbeiten war eine Synthese fiir eine friihe Vorstufe im
vorhandenen Mikrowellenreaktor nicht ganz optimal, da die maximale Ansatzgro3e 2 mmol
entsprach. In neueren Modellen liegt dieses Problem nicht mehr vor. Um die
Ansatzgroflenbeschriankung zu umgehen, wurde weiterhin versucht die Reaktion klassisch

durchzufiihren. Dies blieb leider erfolglos. (Tab. 2)

(" NH
G Ny SN  Piperazin O N\\rN\)
| ]
G N LIV!, Temp., O N*
Zeit

/

W
P4

10 18

Triazin 10 Piperazin LM Temp. Zeit Ausbeute
1.00 eq 3.00 eq Py 118°C 10 h -

1.00 eq 3.00 eq Py 118°C &d -

1.00 eq 3.00 eq Schmelze/Tol 120°C/115°C 5 Min/30 Min -

1.00 eq 3.00 eq Schmelze/Tol 120°C/115°C/RT 2 Min/6 h/7 d -

1.00 eq 4.00 eq DMF 160°C 3h -

1.00 eq 4.00 eq Diethylenglykol 250°C 2d -

Auch der Versuch der Darstellung von 18 mittels Mikrowellenbestrahlung in einer
Refluxapparatur (Position 4 in Tab. 3) war nicht erfolgreich. Dies zeigt, dass nicht nur die
Bestrahlung der Reaktanden mit Mikrowellenstrahlung zu Reaktion notwendig ist, sondern

auch, dass der Druck im Druckgefdl3 eine wesentliche Rolle in der Reaktion spielt. (Tab.3)
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P4

10 18
Triazin  Piperazin LM Temp. Zeit Watt Druck Ausbeute
10
1.00eq 3.00eq CH;CN 120°C/130 C/140C 2 h/1h/1 h I0W  Puax 19 %
1.00eq 3.00eq CH;CN 150°C 3h 10W P 17 %
1.00eq 3.00eq CH;CN 150°C 4h 10W  Prax 78 %
1.00eq 4.00eq DMF Reflux 3h ow - -
1.00eq 4.00eq CH;CN 130°C 3 h 20 Min 20W  Prax 52%
1.00eq 4.00eq CH;CN 145°C 3h 20W  Puax 70 %
1.00eq 4.00eq CH;CN 140°C 3h 20W  Puax 80 %

Ein weiterer Building-Block, der dargestellt werden sollte, war Verbindung 19. (Abb. 17)
Entgegen des in der Bewegung eingeschrinkten Piperazinrestes, trdgt es einen
Ethylendiaminrest, der freier in seiner Bewegung ist. Damit wéren analoge Endverbindungen
von 19 in der Lage, eine groflere Anzahl an verschiedenen Konformationen einzunehmen und
sich flexibler in die Bindetasche zu lagern als die der Verbindung 18. Zur Darstellung von
Verbindung 19 war keine Mikrowellenbestrahlung notwendig. Triazin 10 wurde in
Ethylendiamin mit diesem fiir 4 h unter Reflux zur Reaktion gebracht. Verbindung 19 fiel dabei
als gelber Feststoff iiber Nacht aus und konnte nach Umkristallisation in 37 % Ausbeute
erhalten werden. Durch etwas weniger Ethylendiamin als Ldsungsmittel oder durch

sdulenchromatographische Reinigung ist es eventuell moglich die Ausbeute zu erhéhen.

In dem durch Computerunterstiitzung gefundenen Silvestrol-Analogon 7 betrdgt der Abstand
zwischen dem Verbindungsatom Schwefel des Triazinkopfs zum nichsten Carbonyl 3 Atome.
In den dargestellten Building-Blocks allerdings 5. (Abb. 16) Deshalb wurde parallel versucht
verkiirzte Verbindungen dar zu stellen, die u.a. auch auf die Carbonylgruppe verzichteten bzw.

diese in abgewandelter Form trugen.
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Triazin 20 trdgt ein Benzimidazol als Substituenten. In 1-3 Entfernung trigt es analog zum
Carbonyl einen WBB-Akzeptor. Molekiil 20 konnte nicht dargestellt werden. Der Triazinkopf
10 konnte weder unter Reflux in Pyridin oder DMF mit KoCO3 noch in Acetonitril oder in
Pyridin mit Piperidin als Hilfsbase mit 2-(Aminomethyl)benzimidazol zur Reaktion gebracht
werden. Unter letzteren Bedingungen wurde einzig das Substitutionsprodukt 23 des Piperidins

isoliert. (Abb. 19)

Auch die Synthese von Verbindung 21, in welcher keine Carbonylfunktionalitit vorhanden ist,
war nicht erfolgreich. Auch die Substitution von 10 durch Histidin zu Verbindung 22, welche
den originalen 1-3 Abstand zwischen Verbindungsatom und hier Carboxylgruppe einhilt, fand

nicht statt.

Die zeitliche Komponente dieser Arbeit verhinderte ebenfalls den Umsatz von 10 mit Glycin.
Glycin stellt als Stickstoffanalogon zur Sulfanylessigsdure einen interessanten Linker dar und
riickte die entsprechenden Endstufen néher an die in silico gefundene Struktur 7. Ein weiterer
Building Block, der aber aus zeitlichen Griinden nicht mehr weiter umgesetzt werden konnte,
ist das Substitutionsprodukt 24 der Sulfanylessigsdure. Verbindung 24 sollte in einer
Folgereaktion zur Testung der Umsetzbarkeit mittels Substitutionsreaktion mit einem
passenden Heterozyklus umgesetzt werden. Dabei sollte dieser so gewéhlt werden, dass das

Produkt dem Computer-Vorschlag 7 dhnelte. (Schema 5)
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Fiir die Darstellung der DNA-Synthese Inhibitoren nach YURTTAS werden in der dritten Stufe
der Synthese Phenylpiperazine benétigt. Diese konnten kommerziell erworben werden. Ein
wichtiger Schritt beziiglich der Erstellung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen stellt allerdings
auch die Variation des Abstands des Piperazins zum aromatischen System dar.
Dementsprechend sollten auch Benzylpiperazine in der dritten Stufe gekuppelt werden. Diese
mussten teilweise selbst dargestellt werden. Die entsprechenden Arylmethylhalogenide (analog
zu den spiter gekuppelten Phenylpiperazinen) wurden mit Piperazin in Methanol geldst und
refluxiert. Die Arylmethylpiperazine 27, 28 und 29 konnten sdulenchromatographisch in guten
Ausbeuten erhalten werden. (Abb. 20)

N O

28 29

Umsetzung der Triazinbausteine 18 und 19 mit Elektrophilen

Der Umsatz von Verbindung 18 mit Chlorethanoylchlorid zu Verbindung 30 erfolgte in DMF
bei Raumtemperatur iiber Nacht. DMF wurde im Vakuum unter Erwdrmung abdestilliert. Das
Rohprodukt wurde in wenig DMF aufgenommen, aus Wasser ausgefillt und aus Ethanol

umkristallisiert. Produkt 30 wurde in guten Ausbeuten erhalten. (Schema 6)
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Fiir den Umsatz von Verbindung 19 mit Chlorethanoylchlorid wurde wie fiir Verbindung 18
vorgegangen. Bei der Entfernung von DMF in der Wirme durch eine Etherbriicke konnte
allerdings die farbliche Anderung der Reaktionsldsung wahrgenommen werden. Mittels DC-
Kontrolle wurden vermehrte Nebenreaktionen beobachtet. Nach sdulenchromatographischer
Reinigung konnte ein gelbes Pulver gewonnen werden, welches allerdings mit der Zeit seine
Farbe in ein tiefes Magenta #nderte. Laut 'H-NMR-Spektrum konnte Verbindung 31 nicht
sauber erhalten werden. (Schema 6) Erfolgreich war der Umsatz von Verbindung 19 mit Furan-
2-carbonylchlorid in THF. Allerdings wechselte auch das Produkt 32 seine Farbe. Die NMR-
Spektren zeigen Verunreinigungen und die Frage bleibt offen, ob das Produkt 32 weiterreagiert
oder das Produkt einfach nicht sauber erhalten wurde. (Schema 7) Da Verbindung 31 jedoch
eindeutig reagierte und visuell gleiche Verdanderungen bei 32 zu beobachten waren, ist eine
Weiterreaktion des Produkts 32 wahrscheinlich. Beide Verbindungen tragen eine neu gekniipfte
Amidbindung, es liegt die Vermutung nahe, dass dieses Verhalten durch diese Funktionalitit

bedingt ist.

Furan-2-carbonylchlorid

19 32

Mogliche Reaktionen sind die schrittweise Bildung einer Imidazolverbindung 35. Die visuellen
Verdnderungen finden bei der Zufuhr von Wérme, z.B. durch die Entfernung des
Losungsmittels am Rotationsverdampfer bei 35°C und {iber die Zeit bei Raumtemperatur und

Exposition gegeniiber Licht und Sauerstoff statt.
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Das '*C-Spektrum der Verbindung 32 zeigt in Chloroform bei 114.1 ppm und 112 ppm zwei
zusitzliche Peaks an, die C3 und C4 des Furyl bzw. C5 des Imidazolrestes des
Weiterreaktionsproduktes 35 beschreiben konnen. Ebenso deuten die Verschiebungen der
Triazin-Kohlenstoffen C5 und C6 bei 158.9 ppm und der C5-Kohlenstoff des Furylrestes bei
144.2 ppm auf das Produkt 35 hin. Das zusitzliche Signal bei 156.5 ppm konnte C2 des
Furylrestes und C2 des Imidazols aus Verbindung 35 wiedergeben.
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Verbindung 32 ist stabiler einzuschitzen als Verbindung 31. Dies zeigen die NMR Spektren
und die Schnelligkeit, mit der die Verdnderungen auftreten. Im Gegensatz zu Verbindung 32
besitzt Verbindung 31 ein weiteres elektrophiles Zentrum — nidmlich das a-CH:Cl des
Chloressigsdurerestes. Dieses wird durch den Chlorsubstituenten einerseits und anderseits
durch die Carbonylgruppe aktiviert. Ein nukleophiler Angriff an dieser Position ist mit weniger
Energieaufwand verbunden, da ein Amid eine sehr stabile Funktionalitit darstellt und somit
weniger reaktiv ist. Die Elektrophilie des Carbonylkohlenstoffes ist durch die Resonanz des
Amides sehr gering. Eine Stabilisierung des a-CHxCl-Elektrophil liegt nicht vor. In einer
6-exo-tet Reaktion kann hier das Lactam 36 gebildet werden. (Schema 9)

SUN S Qg

Ny QL\O

N
N )
N’¢

2 7

Wie beschrieben ist die Lactambildung energetisch weniger aufwendig als die Bildung eines
Imidazol. Dennoch sind bei Verbindung 31 beide Weiterreaktionen moglich. Sowohl 5-exo-tet-
als auch 6-exo-tet-Reaktionen sind nach Baldwin erlaubt und theoretisch denkbar.”’ Die
Bildung des Imidazols — zumindest der erste Schritt — sollte allerdings auf Grund der
Amidresonanz hohere Aktivierungsenergien bendtigen als sie bei der Reaktionsfiihrung
eingesetzt wurden. Dennoch gibt das '*C-Spektrum der Verbindung 35 Anhaltspunkte, dass
diese Reaktion stattgefunden haben konnte. Es ist noch einmal deutlich zu unterstreichen, dass
es sich in den hier diskutierten Weiterrektionen nur um Erkldrungsversuche handelt. Es wurde
kein weiterer Aufwand zur Isolierung der Nebenprodukte noch analytischen eindeutigen
Kldrung der Vorgidnge betriecben. Ob die Tendenzen zur Weiterreaktion tatsdchlich der
Acylierung geschuldet waren, sollte die Darstellung von Verbindung 37 klaren. In Verbindung

37 ist keine Acylgruppe vorhanden, aus diesem Grund sollte theoretisch keine Weiterreaktion

moglich sein. (Abb. 22)
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37

Verbindung 37 sollte unter den gleichen Bedingungen dargestellt werden wie Verbindung 32.
Dafiir wurde Verbindung 19 in DMF mit TEA gelost und Benzylbromid zugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde bei RT geriihrt. Allerdings konnte nach sdulenchromatographischer
Reinigung nur das Edukt 19 reisoliert werden. Somit bleibt auch die Frage offen, ob die

Tendenz zur Weiterreaktion tatsdchlich an der der entstandenen Amidfunktionalitit liegt.

Trotz der Weiterreaktion von Verbindung 31 wurde ein Versuch unternommen, diese
umzusetzen, sollte sich doch eine ausreichende Menge der gewiinschten Verbindung in der
Substanzmischung befinden. Analog zu Verbindung 17 sollte Verbindung 39 dargestellt
werden. (Schema 10) So hitte es einen direkten Vergleich zwischen dem gegeniiber sehr
flexiblen Ethylendiamin-Linker relativ starren Piperazin-Linker in Aktivititsmessungen geben

konnen.
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Triazin 39 konnte nicht isoliert werden. Es erfolgten keine weiteren Versuche Verbindung 31
umzusetzen, da binnen weniger Stunden das gelbe Pulver zu einem Magenta-farbenen-Lack

reagierte und dieser Verbindung 31 scheinbar nicht mehr enthielt.

Da die Substitutionsversuche von Verbindung 19 nur instabile Produkte lieferten, wurde sich
im Folgenden auf die Substitution von Verbindung 30 konzentriert. Die Substitution von
Verbindung 30 mit Piperazinderivaten wurde bei Raumtemperatur in DMF ausgefiihrt. Die drei
Verbindungen 17, 41 und 42 aus den Forschungen von YURTTAS konnten in guten Ausbeuten

erhalten werden. ’(Schema 11)
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17 R= -OMe; 89 %
41 R=-H; 66 %
42 R=-Cl; 80 %

Der Methoxyphenylrest der Verbindung 17, welche in YURTTAS Forschungen die aktivste
gegen Krebszellen war, ist eher elektronenreich durch den +M-Effekt der Methoxygruppe.®’
Um herauszufinden, welche elektronischen Charakteristika des Piperazinphenylrestes zur
eventuellen optimalen Bindung an elF4A bendtigt werden, wurde in Verbindung 41 ein
substitutionsloser Phenylrest gewihlt. In Verbindung 42 steht dem ein elektronendrmerer
Phenylrest gegeniiber, was durch den groBen -I-Effekt des Chlorsubstituenten bedingt ist. Es
handelt sich bei den Substituenten der Phenylreste lediglich um WBB-Akzeptoren und nicht
um einen WBB-ausbildenden Rest. Ein WBB-Donator — wie z.B. eine Hydroxyfunktion ist
ausgelassen worden. Es muss darauf hingewiesen werden, dass es sich hier nur um Stichproben
in der Strukturklasse handelt, bei der etwas weiter in die Breite, als in die Tiefe variiert werden
sollte. Eine gute Wirksamkeit der Substanzen wiirde zu weiteren Strukturreihen mit
verschiedenen WBB-Donatoren, sowie -Akzeptoren in verschiedenen Positionen der

Phenylreste fiihren.

Wie schon erwihnt, sollte es ebenfalls eine Variation in der Ausdehnung des Molekiils geben
u.a. auch um den bendtigten Abstand zwischen Piperazin und Phenylrest des
Molekiilschwanzes zu evaluieren. Es wurde dementsprechend zwischen Phenylrest und
Piperazin eine Methylengruppe eingefiihrt. Dadurch wird allerdings nicht nur das Molekiil
Llinger®, es erhillt vielmehr einen Zugewinn an Bewegungsfreiheit und es findet eine Anderung
der elektronischen FEigenschaften statt. Dies bedeutet, dass diese hinzugewonnen
Bewegungsfreiheit bei Bindung an das Target wieder genommen wird. Was einer
Verminderung der Entropie gleich kdme. Die Bindungskonstante ldsst sich mit der freien

Gibbs-Enthalpie beschreiben.”!
AG =AH-ATS Gl. 1

Prozesse laufen dann freiwillig ab, wenn AG der Produkte geringer ist als AG der Edukte, das
heiflt ein kleiner werdender Entropie-Therm gefdhrdet die Bindung. Nun ist es allerdings so,
dass der Entropieverlust bei passender Umgebung z.B. durch die Freisetzung von Wasser aus
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WBBs im Protein aufgefangen oder sogar in einen Entropiegewinn iiberfiithrt werden kann.
AuBerdem ist es moglich, dass mit der Einfiihrung die Bindungsenthalpie AH verbessert wird.
Da die Bindetasche noch unbekannt war und die theoretischen Uberlegungen den Beweis nicht
ersetzen, wurden Verbindungen 43-45 mit eingeschobener Methylengruppe dargestellt.
Verbindungen 43 und 44 wurden analog zu Verbindungen 41 und 42 dargestellt, so dass ein

direkter Vergleich in den biochemischen Messungen angestellt werden kann. (Abb. 23)

N

r; N-’(_/—\

\_/
43 R=-H; 61 %

44 R=-Cl; 88 %
45R=-F; 45 %

Ol

Strukturen 43-45 wurden in guten Ausbeuten erhalten. Natiirlich stellt sich als nichstes die
Frage, ob das zweite Piperazin tatsdchlich notwendig ist. Verbindung 30 wurde mit
Anilinderivaten zur Reaktion gebracht, wobei Siedehitze zur Reaktion notwendig war. Die
Substitution mit Anilinderivaten stellt eine starke Verkiirzung der Molekiile dar. (Abb. 24)
Trotz Erhohung der Energiezufuhr in den Reaktionsbedingungen, konnte nur Verbindung 46
erhalten werden - und dies in schlechten Ausbeuten. Die Reinigung erfolgte via
Umkristallisation aus Ethanol, da die Verbindung 46 allerdings leichter 16slich als seine
Piperazinanaloga war, ist es natiirlich moglich, dass eine sdulenchromatographische Reinigung
besser geeignet gewesen wire. Bei Verbindung 47 und 48 konnte kein Umsatz beobachtet

werden.

N.__N =
>
X
N‘
30 46 R=-Cl; 27 %
47 R= -SO4H; - R
48 R=-NO,; -

Wie auch schon bei den Piperazinen sollte als néchstes eine Methylengruppe zwischen

Aminofunktion und Phenylrest eingefithrt werden. Verbindung 30 wurde mit
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4-Chlorbenzylamin und  2-(Methylamino)imidazol = umgesetzt. Wobei nur das

Substitutionsprodukt 49 von 4-Chlorbenzylamin erhalten werden konnte. (Abb. 25)

O
N—<_ H
\__/ N N
07
49; 44 % N

Bei der Reaktion von 30 mit 2-(Methylamino)imidazol wurde davon ausgegangen, dass die
Nukleophilie des Methylaminosubstituenten die des nukleophilen Imidazolstickstoffes
iibertreffen wiirde. Es wurde nicht aufgeklért, warum genau Produkt 50 nicht erhalten werden
konnte. Eine Moglichkeit ist jedoch auch, dass die Nebenreaktion des Imidazolstickstoffes zum

nicht-Erhalt mit beitrug.

Ein weiterer Versuch der Substitution von Verbindung 30 mit 4-Chlorbenzoesdurehydrazid

blieb erfolglos.

Des Weiteren stellt sich die Frage nach der Notwendigkeit eines Phenylrestes im Molekiilrest.
Es wurden darauthin Methylsulfonylpiperazin und Glycinethylester als Reste eingefiihrt.
Verbindung 51 und 52 wurden in mittleren Ausbeuten erhalten. (Abb. 26)

Der Methylsulfonylrest wurde auf Grund der Mannigfaltigkeit der Einsatzgebiete von
Sulfonamiden gewihlt. Weiterhin ist dieser Rest zwar sehr kompakt in der Ausdehnung, bietet
aber gleichzeitig die Moglichkeit WBB einzugehen. Glycin ist eine proteinogene Aminoséure.
Der Einbau einer Aminoséure kann nicht nur zutrédglich fiir die Bindung am Target sein, es kann
vielmehr z.B. zu einer aktiven Aufnahme in die Zelle mittels Aminosduretransportern fiithren.
In Verbindung 52 ist jedoch Glycinethylester verwendet worden, dies stellt natiirlich ein
Prodrug dar, welches durch Esterasen zu der entsprechenden freien Sdure und Ethanol

verstoffwechselt werden kann. Das Spaltungsprodukt Ethanol erklédrt auch die Wahl auf den
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Ester: Ethanol ist in kleinen Dosen relativ unschiadlich und kann gut vom Koérper eliminiert

werden.

OO -
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53

Es sollte noch eine Substitution mit einem kleinen, aber sterisch nicht ganz unanspruchsvollen
Rest erfolgen. Die Wahl fiel auf Isopropylamin. Dieser kleine Rest wére in der Lage
hydrophobe Taschen mittlerer Ausdehnung auszufiillen. Das Produkt 53 konnte allerdings nicht
erhalten werden. (Abb. 27)

Zusammenfassend zu der Strukturklasse der Triazine kann formuliert werden, dass sowohl die
Synthesechemie zur Darstellung der Kopfgruppe 10 als auch zur mit Linker versehenden
Kopfgruppe 18 und 19 etabliert werden konnte. AuBerdem wurden 12 Strukturen der

Strukturklasse mit verschiedenen Resten erfolgreich dargestellt.

Vom Triazin zum Phenytoin — der Versuch der Ausschaltung der Zelltoxizitét

Nachdem 12 Triazinderivate erfolgreich hergestellt worden waren, war es an der Zeit eine neue
Tiir zu 6ffnen. Triazine sind fiir ihre Zelltoxizitit bekannt.”> Da der Patient allerdings nicht die
Nebenwirkungen einer Toxizitdt verspiiren soll, sollte der Triazinkopf gegen eine weniger
toxische Funktionalitit ausgetauscht werden. Dabei sollte die Propeller-artige Anordnung der
Phenylreste beibehalten werden. Phenytoin (54) trdgt die Voraussetzungen fiir eine neue

Kopfgruppe: Es ist synthetisch gut zuginglich und seine Toxizitét ist bekannt. (Abb. 28)

Phenytoin
54
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Phenytoin ist ein zugelassener Arzneistoff gegen Epilepsie. Es wirkt vor allem auf
spannungsabhingige Natriumkanile.”® Da es sich um einen zugelassenen Arzneistoff handelt,
ist das Molekiil beziiglich Toxizitdit und ADME-Parametern voll charakterisiert. Durch
Substitution kann eine Verschiebung der Wirksamkeit entstehen und natiirlich auch
Anderungen in Toxizitit und ADME-Parametern. Phenytoin eignet sich als Nukleophil in
Substitutionsreaktionen. Der imidische Hydantoinstickstoff ist leicht deprotonierbar und kann

somit als Nukleophil verwendet werden.

Damit die Daten der Messungen gegen elF4A mit den Triazinderivaten vergleichbar blieben,
wurden die erste Reihe der Phenytoine analog zu den synthetisierten Triazin-Derivaten
dargestellt. Der erste Schritt dieser Synthese bestand darin Verbindung 55 darzustellen.
(Schema 12)

a b

Qi Qi
UgE = Ty
55 NBoc

54

N
vSave’
N=N \/
18

Eine weitere Anderung, die der neue Hydantoinkopf 55 mitbringt, ist der Linker. War der
Triazinkopf 10 noch mit einem Piperazin-Linker versehen, triagt der Hydantoinkopf 55 an dieser
Stelle einen Piperidin-Linker. Das Piperidin ist an einen Stickstoff gebunden, der durch die
Bindung ebenfalls - wie der des Piperazins in den Triazinderivaten - tertidr wurde. Allerdings
muss hier erwdhnt werden, dass der imidische Stickstoff durch die Imidresonanz nicht mehr als
WBB-Akzeptor dienen kann. Der Piperazinstickstoff des Triazinkopfes 10 gehort zu einer
Aminoguanidinteilstruktur und hat damit ebenfalls keine WBB-Akzeptoreigenschaften. Der
imidische Stickstoff soll an dieser Stelle den an das Triazin gebundenen Piperazinstickstoff aus

den Triazinderivaten nachahmen. (Schema 12)

In den ersten Versuchen zur Darstellung von Phenytoinderivat 55 wurden 4-Brom-N-Boc-

Piperidin (56) als Elektrophil eingesetzt. (Tab. 4)
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O ) Br\O\lBoc O ’

N O

oL —— 5%
Phenytoin Piperidin LM Base Temp. Zeit Watt Druck Ausbeute
54 56
1.00 eq 1.20 eq Tol K>CO3; RT/Reflux 3d/6h - - 19 %
1.00 eq 1.20 eq THF NaH 0°C-TR 3d - - -
1.00 eq 120eq  DMF KoCO;  140°C l1h 100 W Pinax -
1.00 eq 120eq  DMF - 200°C l1h 100 W+Cooling  Pmax -

Nur unter klassischen Bedingungen konnte mit dem Elektrophil 56 Phenytoinderivat 55
dargestellt werden. Da 19 % Ausbeute fiir eine erste Stufe nicht ausreichend waren, wurde auf
ein anderes Piperidinderivat zuriickgegriffen. 4-Hydroxy-N-Boc-Piperidin (57) wurde in einer
Mitsunobureaktion erfolgreich mit Phenytoin (54) umgesetzt. Die Reinigung von 55 ging mit
groBBeren Verlusten einher. Aus diesem Grund wurde im weiteren Verlauf der Arbeit das
ungereinigte Rohprodukt 55 mit HCI in Dioxan entschiitzt. Verbindung 58 konnte in guten

Ausbeuten erhalten werden. (Schema 13)

HO
& T Q) o 9, o

N 57 HCI/Dioxan
O~ OF A T O
NH TPP 3 O J O
NB NH,
c®

0] DIAD

THF

oC
54 55

58;
78 % uber zwei Stufen

Der Einsatz eines ungeschiitzten Piperidins wire nicht moglich. Der Piperidinstickstoff selbst
wire viel nukleophiler als der imidische Stickstoff und wiirde vorher zur Reaktion mit sich
selbst fiihren. Der Misserfolg der Synthese mit Brompiperidin 56 via Substitutionsreaktion
kann in der Féhigkeit der Verbindung zur Carbokationbildung begriindet liegen. Bromid ist eine
gute Abgangsgruppe. Die erfolglosen Synthesen wurden in polaren Losungsmitteln ausgefiihrt,
welche Carbokationen stabilisieren. Uber eine Eliminierung entstiinde somit ein 1,2,3,6-

Tetrahydropyridin 60, welches nicht mehr als Elektrophil fungiert. Die einzige Reaktion, die
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mit Piperidin 56 als Elektrophil erfolgreich war, wurde in Toluol ausgefiihrt, einem unpolaren

Losungsmittel, welches nicht zur Stabilisierung von Carbokationen beitrdgt. (Schema 14)

Br
® 5 )
o
N -Br N - goc
Boc Boc
56 59 60

Der néchste Schritt in der Synthese der Phenytoinanaloga ist der Umsatz von Piperazin 58 mit
Chlorethanoylchlorid zum Elektrophil 61, wobei 61 in sehr guten Ausbeuten erhalten wurde.
(Schema 15)

A ¢

O
N0 HN
\f Chlorethanoylchlorid Nﬁ
o g 1@
e e L
M \g/\m

58 61,94 %

In der vierten Stufe wurde Chloracetylpiperidin 61 unter den gleichen Bedingungen, wie bei
den Triazinderivaten, bei Raumtemperatur in DMF in durchweg guten Ausbeuten mit

Piperazinen substituiert. (Abb. 29)

N‘CN‘(O_NCN_Q_R OO 'O

HN\‘( HN~‘( N N
') ') —/
62 R=-OMe; 80 % 65 R=-H; 82 % R
63 R=-H; 78 % 66 R=-Cl; 86 %
64 R=-CI; 85 % 67 R=-F; 78 %

Zusitzlich konnte Naphthyl erfolgreich als ein groBerer aromatischer Rest eingefiihrt werden.

(Abb. 30)
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68, 78 %

Das 4-Chlorbenzylaminderviat 69 konnte bei Raumtemperatur dargestellt werden, es konnte
allerdings nicht sauber erhalten werden. Nach dem Versuch der sdulenchromatographischen
Reinigung, konnte das Produkt nicht mehr isoliert werden. Analog zu dem Triazinderivat 50

schlug die Reaktion von Verbindung 61 mit 2-(Methylamino)imidazol zu 70 fehl. (Abb. 31)

O o Oﬁ\/“\/@/ ’ J:; HN’>
SLaS 0

Der Umsatz von 61 mit Methylsulfonylpiperazin und Glycinethylester zu den Verbindungen 71
und 72 gelang in mittleren Ausbeuten und beschloss die Analogsynthese zu den Triazinen.
(Abb. 32)

48 QL. Okwto«

(0]

71,58 % 72;56 %
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Darstellung verkiirzter Phenytoinderivate

Wird die vom Computer ermittelte Verbindung 7 ins Gedichtnis zuriickgerufen, stellt der
Linker zwischen Triazinkopf und Rest des Molekiils weder ein Piperazin noch ein Piperidin

dar. Es ist vielmehr ein sehr flexibler von Sulfanylessigsdure-abgeleiteter Linker. (Abb. 33)

S
R
¥ 4
73

Triazinderivate mit flexibleren Ethylendiamin-Linker konnten nicht erhalten werden. In der
Synthese der Phenytoinderivate sollte Piperidin als Linker dennoch gegen einen flexibleren
Linker ausgetauscht werden. Die Verwendung von Chloressigsaure erdftnet die Moglichkeit zu
Linker-Strukturen zu gelangen, die der Verbindung 7 &hnlicher sind als die bei den Trizinen
vorgesehene Ethylendiamin-Struktur Zur Abschitzung der Reaktionsfreudigkeit von Phenytoin
(54) mit Chloressigsdurederivaten wurde es zunidchst unter basischen Bedingungen mit

Chloressigsdureethylester erfolgreich zu Verbindung 74 umgesetzt.”* (Abb. 34)

&
Q)
HN\\g _O>_O\_

74,77 %

Dieses Experiment zeigte, dass Chloressigsdurederivate erfolgreich an Phenytoin (54)
gekuppelt werden konnten. Damit spitere Messergebnisse auch bei den verkiirzten Varianten
vergleichbar blieben, wurden schon bei den Triazinderivaten und deren Phenytoinanaloga
eingesetzte Reste mit Chlorethanoylchlorid umgesetzt. Die Substitutionsreaktionen verliefen

alle bei Raumtemperatur unter basischen Bedingungen.
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//\ Chlorethanoylchlorid //\ 9
C|—©—N NH > C|—©—N N—<_
\—/ Toluol \—/ Cl

75 76; 90 %

Das Reaktionsprodukt 76 aus 1-(4-Chlorphenyl)piperazin (75) und Chlorethanoylchlorid wurde
in guten Ausbeuten erhalten. (Schema 16) Auf dem gleichen Weg wurden
Phenylpiperazinacetat 77, die Benzylpiperazinacetat 78 und 79, sowie das
Naphthalenmethylpiperazinderivat 80 und Anilinderivat 81 in guten Ausbeuten dargestellt.
(Abb. 35)

NJ?\/CI Cl NJ?\,CI _O NJ?\,CI

77: 91 % 78,42 % 79: 75 %
O _Je 0
S O\
N
QL S
H
80;: 75 % 81; 96 %

Die Elektrophile 76-81 sollten mit Phenytoin (54) umgesetzt werden. Verbindung 80 wurde
nicht mehr zur Reaktion gebracht. Verbindungen 78 und 79 konnten bei Raumtemperatur in
DMF mit Phenytoin (54) nicht zu den Verbindungen 82 und 83 zur Reaktion gebracht werden.
Leider konnten die Reaktionen aus zeitlichen Griinden unter Zufuhr von Siedehitze nicht

wiederholt werden. (Abb. 36)

O } N/\n’@/\@o/ O } N/\n’@/\@m
O HN"&O O O HN"&O ©

82 83

Phenylpiperazinderivate 76 und 77 konnten hingegen bei Raumtemperatur zu 84 und 85
umgesetzt werden. Das Reaktionsprodukt 86 des Anilinderivats 81 mit Phenytoin (54) konnte
in der Siedehitze erhalten werden. (Abb. 37)
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oN N(\N’©/ oN N(\\)N@

O HN—&O 0 O HN"&O O

84; 73 % 85; 62%
)
o} H

86; 18%

Phenytoinverbindungen ohne Linker

In der letzten Synthesereihe der Phenytoinderivate wurde génzlich auf einen Linker verzichtet
und der imidische Hydantoin-Stickstoff wurde direkt benzyliert bzw. alkyliert. Die Reaktionen

wurden bei RT ausgefiihrt und die Produkte sdulenchromatographisch gereinigt.”

O 9 O 2
Benzylderlvat
N/@
KOH 4
v pHF O ™o R

90 R=-F; 62 %
91 R= -SO,Me; 42 %

Die Benzylierungsprodukte 87-91 wurden in mittleren Ausbeuten erhalten. (Schema 17) Zur
Darstellung des Methylsulfonylderivates 91 wurde zur Loslichlichkeitsverbesserung

Chloroform zugegeben. Die Reaktionszeiten beliefen sich auf 2-14 d bei Raumtemperatur.

Im weiteren Verlauf der Untersuchungen wurde die Kettenldnge zwischen Hydantoin und
Phenylrest erhoht. Die Verbindungen wurden 92-94 wurden unter den gleichen Bedingungen

wie Verbindungen 87-91 synthetisiert. (Abb. 38)
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23 D

O HN—§O

O ] 92; 48 % O ] O
HN’N§;\/\© O HN*‘I\(\/ \©

(0]

93; 53 % 94; 86 %

Im néchsten Schritt sollte ganz auf den aromatischen Rest verzichtet werden. Es sollten erst
kleine Alkylreste, die dennoch einen sterischen Anspruch besitzen, und dann ldngere Alkylreste
gekuppelt werden. Ein kleiner aber sterisch anspruchsvoller Rest ist ein terz-Butylrest, der durch
eine Substitutionsreaktion eingefiihrt werden sollte. Er konnte allerdings nicht als Elektrophil

unter basischen Bedingungen bei Raumtemperatur eingefiihrt werden. (Schema 18)

%—IﬁL KOH ; ; HN
DMF

Verbindung 95 kann in den gewihlten Bedingungen durch eine Eliminierungsreaktion zu
2-Methyl-1-propen (97) reagieren. Eine Umgehung der Eliminationsreaktion kdnnte durch den
Einsatz einer intermedidr erzeugten Abgangsgruppe z.B. analog zu Piperidinderivat 57 mit tert-
Butanol in einer Mitsunobu-Reaktion erfolgen. Aus zeitlichen Griinden wurde dieser Variante

nicht mehr nachgegangen.

Auch der Umsatz von Phenytoin mit 2-(2-Bromethyl)-1,3-dioxolan (98) mit Phenytoin (54) zu
Verbindung 99 war nicht erfolgreich.
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P /e N
HN koH [ O HN
O 0 DMF / 0

54 RT 929

Ein weiterer kleiner Rest der an Phenytoin (54) gekuppelt werden sollte, war
Methylcyclopropan. Als Elektrophil wurde Brommethylcyclopropan gewihlt, welches unter
den beschriebenen Bedingungen erfolgreich mit Phenytoin (54) zu Verbindung 100 in guten
Ausbeuten reagierte. Auch die Reaktion von Phenytoin (54) mit Hexadecanbromid zu

Verbindung 101 verlief erfolgreich. (Abb. 39)

O i N O J N-C1eHas
® HNJ\\ﬁ LR

(0]
100; 78 % 101,45 %

Ein letztes Derivat sollte statt eines Benzylrestes in 3-Position einen Phenylrest tragen. Dafiir
wurde zuerst der entsprechende Phenylharnstoff aus Phenylisocyanat (102) und Ammoniak
hergestellt.”> (Schema 20) Falls es sich als erforderlich herausstellen wiirde, wire es mdglich

auf diesem Wege weitere Strukturen darzustellen.

Ns H
[ :]‘ “Cs, 0.5 M NH./Dioxan N NH
0 3 .~ ©/ g
102 103; quantitativ

Im Folgenden wurde der Phenylharnstoff (103) mit Benzil nach einer Vorschrift des Praktikums
fiir organische Chemie zu Phenylphenytoin 105 erfolgreich umgesetzt. (Schema 21)

@

105; 15 %
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Zusammenfassend wurden 24 Phenytoinderivate dargestellt. Davon wurden 9 analog zu den
Triazinderviaten dargestellt, 4 wurden ohne Piperidinlinker, aber an dessen Stelle mit einer
flexibleren Essigsdurebriicke und 11 Linker-lose, direkt substituierte Phenytoinderivate

synthetisiert.

Ligandendesign an anhand einer Kernstruktur

In der Einleitung wurden einige Naturstoffe als eIF4A-Inhibitoren beschrieben. Darunter unser
Ausgangspunkt das Silvestrol (1) und als weiterer Naturstoff Hippuristanol (3), welches auf
den ersten Blick keinerlei Ahnlichkeit mit 1 besitzt. Bei einer Uberlagerung der beiden
Strukturen wird jedoch ein Motiv sichtbar, welches beide Molekiile beinhalten. (Abb. 40a)
Auch das spiter gefundene Allolaurinterol (5) kann sich geometrisch so legen, dass es dem

gefundenen Motiv 106 dhnelt.

In der 3D-Uberlagerung der entsprechenden Struktur aus Silvestrol (1) und des erdachten Cores
106 kann beobachtet werden, dass es eine leichte Verdrillung der Strukturen gegeneinander
gibt. (Abb. 40b) Da zu dem Zeitpunkt des Designs der Wirkmechanismus des Silvestrols (1)

allerdings noch nicht abschlieBend geklart war, wurde dem ,,Core-Prinzip* gefolgt.

Ein Molekiil, welches dem Silvestrolkern in der raumlichen Ausrichtung &hnlich ist, ist das

Isosorbid (107). Dieses wurde als Ausgangsstoff fiir weitere Substitutionen verwendet.
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HO

Silvestrol Hippuristanol

Abbildung 40: a) 2D-Uberlagerung von Hippuristanol (3, griin) und Silvestrol (1, rot) fiihren zu einem gedachten ,, Core*“ 106.
Die Hydroxygruppen sind nach Herkunft gefdrbt. b) 3D-Kern von Silvestrol (1, rot) in Uberlagerung mit dem erdachten,
gemeinsamen Core 106.

Isosorbid (107) wurde unter Argon-Atmosphédre mit den entsprechenden Arylmethylbromiden
bei Raumtemperatur umgesetzt.’”® In jeder der Reaktionen kam es auch zu
Doppeltsubstitutionen. Dies konnte eventuell durch tiefere Temperaturen vermieden werden.
Dennoch war die Doppeltsubstitution fiir einen spéteren Zeitpunkt vorgesehen und so konnten

durch diese Reaktionsfiihrung weitere Reaktionen vermieden werden. (Schema 22)

Wihrend die Verbindungen 108, 109 sowie 111 und 112 nur die hydrophoben Bedingungen
der Tasche ausleuchten sollten, hatte die Verbindung 110 eine weitere Mimik-Struktur bzgl.
des Silvestrols. So sollte der Methylester der Verbindung den Methylester des Silvestrols (1)

nachahmen.
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Ar
Ar (
H OH NaH ( H O
O Br™ Ar o H P O
—_— :
=0 DMF "0
5 H RT \—: s H
HO 20 Min HC§ H 07
Ar
107 108 Ar= - Phe; 42 % 111 Ar= - Phe; 20 %
109 Ar= - Naphthyl; 10 % 112 Ar= - Naphthyl; 12 %

110 Ar= - 4-methylbenzoat; 25 % 113 Ar= - 4-methylbenzoat; 7 %

Aus zeitlichen Griinden konnten leider keine unsymmetrisch substituierten Isosorbidderivate
dargestellt werden. Diese wiren allerdings beziiglich einer Mimik des Silvestrols (1) bzw. der

Rocaglamide (2) in Zukunft wichtige Vertreter der Strukturklasse.

Weitere Strukturklassen

Usninsdure und ihre Derivate wurden von SHTRO et al. 2014 als effektive Influenza A

Reproduktionsinhibitoren beschrieben. ’7 (Abb. 41)

CF;

Usninsaure
114 115; 86 %

Dabei ist der Aromat und Heterocyclus der Usninsdure (114) dem Ring 1 des Silvestrols (1) im
weiteren Sinne dhnlich. Dies veranlasste uns dazu nicht nur die Usninsdure (114) gegen elF4A
messen zu lassen, sondern auch das Derivat 115 darzustellen und auch dessen Aktivitit gegen

elF4A ermitteln zu lassen.

Etwas aus der Reihe fillt Verbindung 116. Diese wurde als weit entfernter Abkdmmling der
Triazine synthetisiert. (Abb. 42) Verbindung 116 stellt nur den Mittelteil dieser Derivate dar,
der statt eines Triazinkopfes wiederum den Aromaten des Restes trigt. Ziel war es hier, die

Rolle der Piperazine zu evaluieren.
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(@) N N /\
M N—Q—o
\—/ \
116; 84 %

Abbildung 42: Verbindung 116 konnte in guten Ausbeuten dargestellt werden.
Zusammenfassend wurden 6 Isosorbidderivate dargestellt, Usninsdure (114) ermittelt und ein

weiteres Derivat 115, sowie Piperazinderivat 116 manuell ermittelt und erfolgreich

synthetisiert.
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Zusammenfassung des Synthetischen Teils

Es konnte nicht nur die Synthese des Triazinkopfes 10 etabliert werden, sondern auch die
Chemie zur Schliisselstufe 18. Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass ein flexiblerer

Ethylendiamin-Linker nach weiterer Substitution mit Acylresten zu Weiterreaktion neigt.

Insgesamt konnten 10 stabile Triazinderivate dargestellt werden, welche in der Arbeitsgruppe

GRUNWELLER auf ihre Aktivitdt gegen elF4A getestet werden konnten. (Abb. 44)

OO "
@] N=N — N N

17 R= -OMe; 89% 43 R=-H; 61%

41 R=-H: 66% 44 R= -Cl; 88%

42 R= -CI; 80% 45 R= -F; 45% R

46; 27% Q

O =, NN /M8
N=N _/<—N N—1<|5=o

51;63% 52; 55%
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Des Weiteren konnten 24 Phenytoinderivate synthetisiert werden. Von diesen Derivaten
wurden drei Reihen dargestellt. Eine zu den Triazinderivaten analoge Reihe, eine Reihe mit

Essigsédure-Linker und eine an 3-Position direkt, ohne Linker substituierte Reihe. (Abb. 45)

Q,
.S/Q Oy v Oy

HN\\(

62 R=-OMe; 80 % 65 R=-H; 82 %
63 R=-H; 78 % 66 R=-Cl; 86 %
64 R=-Cl; 85 % 67 R=-F; 78 % R

Q. 3.
Y HN~\(N_<:/\ J<— CN o O HN~‘(N_<:>N_<O—N/_\

M\
71:58 % 68; 78 %

0 NJ?\’H\)?\O’\ O ‘@
A3 0 v bee¥ss

72,56 % 74,78 % 86; 18%

: N© (25
he g : J\\Q SCEQEN

88 R=-NO,; 58 %
84;73 % 85; 62% 89 R= -Me;276 %

90 R=-F; 62 %

/\/@ O 0 X O o N 91OR=-302M6;42%
O HN o) O HN—&;\/\© O HN&/\/ \©

I
S=
i
O

(0]
92: 48 % 93; 53 94; 86 %
0
G5 O :
’C16H33
O HN HN
100; 78 % 101; 45 % 105; 15 %

Weiterhin wurde eine dritte Reihe von Strukturen synthetisiert, die nicht aus einer Computer-

gestiitzten Ahnlichkeitssuche entstanden sind, sondern durch bloBes iiberlegen. Im Kern dieser
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Reihe stehen die Isosorbidderivate, die durch ihre raiumliche Anordnung die nicht aromatischen
Kerncyclen des Silvestrols (1) nachahmen. (Abb. 46)

H O
H O 03
0
) |§|0
¥ :0 ¢}
HG H )
Ar
108 Ar= - Phe: 42 %

111 Ar=- Phe; 20 %
109 Ar= - Naphthyl; 10 %

112 Ar= - Naphthyl; 12 %
110 Ar= - 4-methylbenzoat; 25 % 113 Ar= - 4-methylbenzoat; 7 %

Zu dieser dritten Reihe zdhlen auch die Usninséure (114) und ihr Derivat 115, die durch den

ersten aromatischen Ring und den annelierten Heterocyclus eine entfernte Ahnlichkeit mit
Silvestrol (1) gemein haben, sowie Verbindung 116. (Abb. 47)

114 115; 86 %
OO
0o
\— \
116; 84 %

Insgesamt wurden 43 Endstufen als potentielle eIF4A Inhibitoren synthetisiert und sauber
erhalten.
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Ergebnisse der biologischen Testungen

Die synthetisierten Verbindungen wurden von Falk Schulte und Wiebke Obermann aus der
Arbeitsgruppe GRUNWELLER zuerst auf ihre cytotoxischen Eigenschaften in einem WST-Assay
(Water Soluble Tetrazolium) und bei Eignung spiter in einem DLA (Dual-Luciferase-Assay)
auf ihre Aktivitit gegeniiber eIF4A untersucht.

In dem sogenannten WST-Assay (Water Soluble Tetrazolium) wird durch die metabolische
Aktivitdt der Zellen auf deren Viabilitdt und somit Proliferationsverhalten zuriick geschlossen.
In dem ausgefiihrten Assay wurde die Substanz WST-1 (2-(4-lodphenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-
(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium Mononatriumsalz) verwendet. Durch Zell-eigene
Dehydrogenasen in der Anwesenheit eines intermediédren Elektronenakzeptors wird WST-1 zu
wasserloslichem Formazan reduziert. Dabei dndert sich die Farbung des Mediums von hellrot

zu dunkelrot.”®

I N02

|
\©\@,N Dehydrogenasen I
N
N SO;Na / \ SO;Na

H- ECG
SOsNa
SO3Na
+
WST-1 NAD™ - NADH Formazan
117 118
hellrot dunkelrot

Die Messung der Absorption erfolgte bei einer Wellenlinge von 450 nm und einer
Referenzwellenlinge von 650 nm. 7® Je mehr WST-1 (117) zu Formazan (118) umgesetzt wird,

umso mehr lebende Zellen sind in der Kultur vorhanden.

Zur Durchfiihrung des WST-Assays wurden 1.4-10%* HepG2-Zellen, in transparenten 96-Loch-
Zellkulturplatten ausgesdt und 24 h in 200 pL Medium bei 37 °C und 5% CO2 in der

Atmosphire inkubiert. Darauthin wurden sie mit der Losung einer Testverbindung in
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entsprechender Konzentration versetzt und einmal 24 h und einmal 120 h mit dieser inkubiert.
Dann wurden die Zellen vom Medium abgetrennt und mit PBS bei 37 °C gewaschen. Die zu
untersuchenden Zellen in der Lochplatte wurden mit je 110 pL einer 10:1 Mischung aus PBS
und Cell Proliferation Agent WST-1 der Fa. Merck fiir drei Stunden bei 37°C und 5 % CO: in
der Atmosphire behandelt. Die Absorption wurde durch das Tecan Safire2™ Spektrometer

bestimmt.”’

Durch den Dual-Luciferase-Assay soll die Translationseffizienz der Zellen nach Behandlung
mit den Testsubstanzen ermittelt werden. Wie der Name sagt, wird die Reaktion von zwei
Luciferasen mit ihren Substraten ausgenutzt, um Riickschliisse auf die Translation bestimmter
RNA-Sequenzen ziehen zu konnen. Dafiir wird ein Plasmid, das fiir beide Luciferasen codiert,
in HepG2 Zellen transfiziert.”” Sowohl die Firefly- als auch die Renilla-Luciferase sind nach
Translation funktionell und bediirfen keiner posttranslationalen Veranderung um ihr Substrat
umsetzen zu kénnen.®® Zur Bestimmung der elF4A abhiingigen Translationseffizienz wird
hinter eine stark strukturierte 5’UTR das Startcodon inkl. der codierende Sequenz der Firefly-
Luciferase gesetzt. An diese Sequenz wird die codierende Sequenz der Renilla-Luciferase
angeschlossen, deren Translation allerdings eIF4A unabhédngig von einer HCV-IRES
(Hepatitis-C Virus — Internal Ribosome Entry Site) reguliert wird. Die Renilla-Luciferase dient

lediglich der Transfektionskontrolle.”

Nach Translation der Luciferase-Sequenzen konnen die Luciferasen ihre Substrate mit Hilfe
von Sauerstoff umsetzen. Dabei wird proportional zur Menge der vorhandenen Luciferasen
Licht emittiert. 3° (Schema 25) Wird durch eine Testsubstanz eIF4A z.B. inhibiert, dann wird
weniger Firefly-Luciferase translatiert und ihr Lichtsignal ist damit geringer. Zur Erinnerung:
Das Signal der Renilla-Luciferase wird durch einen elF4A-Liganden nicht beeinflusst. Die

Translation der Renilla-Luciferase ist eIF4A unabhingig.
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Durch diesen einfachen DLA kann nur eine Anderung der Translationseffizienz beobachtet
werden, allerdings konnen keine Riickschliisse auf Targetspezifizitit getroffen werden. Aus
diesem Grund wurde der DLA in der Arbeitsgruppe GRUNWELLER weiterentwickelt. Zusitzlich
wurde eine zweite Zellkultur, die ebenfalls ein DLA-Plasmid enthielt, in dem die 5°-UTR des
B-Globins vor die Firefly-Luciferase gesetzt wurde, mit den Testsubstanzen inkubiert und die
Translationseffizienz gemessen. Die Translationsinitiation des B-Globins ist durch die
Beschaffenheit seiner 5°-UTR elF4A unabhingig. Um die Wirkung der Substanzen auf eIF4A
in ihrer Wirkpotenz bewerten zu konnen, wurde elF4A mittels siRNA ausgeschaltet und dieser

Wert als 100% Inhibition gesetzt.”

Fir den einfachen DLA wurden pro Loch 1.4-10* HepG2-Zellen in eine 96-Loch-
Zellkulturplatte mit lichtundurchldssigem Boden gesét und 24 h bei 37 °C und 5 % COz in der
Atmosphire inkubiert, bevor die DLA-Plasmide transfiziert wurden. Fiir die Messung der
Substanzen wurden entweder Dual Luciferase-Konstrukte aus 5‘-UTR-PIM-1 Sequenzen oder
5°-UTR-VP30-Sequenzen mit Firefly- und Renilla-Luciferase zur Transfektion ausgewaihlt.
Nach der Transfektion wurden die Zellen mit den Testsubstanzen in den entsprechenden
Konzentrationen behandelt, wobei DMSO als Kontrolle verwendet wurde. Die so behandelten
Zellen wurden weitere 48 h inkubiert und anschlieBend die Luciferase-Aktivitit am Tecan

Safire II gemessen.”

Die Durchfiihrung des erweiterten DLA ist analog zu der des einfachen. Es wurden allerdings

in die Kontrolle noch 1 nM siRNA zum Knock out von elF4A gegeben.”

Messung der Triazinderivate

Die Triazinderivate wurden von Falk Schulte aus der Arbeitsgruppe GRUNWELLER in einem
WST-Assay (n = 4) {iber 48 h auf ihre Cytotoxizitit und im einfachen DLA (n =4) mit Pim-1
5’UTR-Luciferase Konstrukt auf ihre Aktivitit gemessen. Substanzen, die im einfachen DLA
Aktivitét zeigten, wurden im erweiterten DLA untersucht. Die gewahlten Konzentrationen zur
Messung der Aktivitidt gegen elF4A wurden den CCso-Werten der Substanzen angepasst.
Verbindungen 41, 43, 46, 49 und 51 zeigten dennoch in den angepassten und gemessenen
Konzentrationen Cytotoxicitdt. Dies wurde auf den durch die Transfektion des Plasmids

verursachten Zellstress zuriickgefiihrt.”

461



Zweiter Teil: Design und Synthese von Liganden zur Adressierung von elF4A

Die Verbindungen 43 und 41 tragen beide keine Substituenten am aromatischen Rest des
Molekiilschwanzes. Verbindung 41 zeigt bei einem CCso-Wert von 46.45 uM eine starke
Aktivitdt gegeniiber der Translationseffizienz der verwendeten Zelle. Dabei entspricht die

eingesetzte Konzentration von 25 uM mit etwa 50 % Hemmung der Translationseffizienz dem

ICso-Wert dieser Struktur. (Abb. 48)
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Abbildung 48: Die Graphen der DLA und WST-Assays der Verbindungen 43 und 41 im Vergleich. RLU = relative light unit,
der Standardfehler ist als begrenzter diinner Balken in den Diagrammen angegeben.”
Ein einfacher Einschub einer Methylengruppe wie in Verbindung 43 erhoht nicht nur den CCso
um das 4.5 fache (= Verringerung der Toxizitdt), sondern eliminiert auch die Aktivitdt

gegeniiber der Translationseffizienz.
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Abbildung 49: Die Graphen des DLA und WST-Assays der Verbindung 17. RLU = Relative Light Unit, der Standardfehler ist

. . . 7
als begrenzter diinner Balken in den Diagrammen angegeben.””

Die Einfiihrung einer Methoxygruppe am Aromaten des Molekiilschwanzes wie in Verbindung
17, verursachte eine Verringerung der Toxizitdt um etwa die Hilfte gegeniiber 41 und zeigte

keine iiberraschend erhdhte Cytotoxizitdt bei 100 uM. Die Verbindung 17 zeigt bei 50 uM eine
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Hemmung der Translationseffizienz um 50 %. Es erfolgte keine weitere Messung in niedrigerer

Konzentration. (Abb. 49)

In Folge wurde der Methoxysubstituent gegen einen Chlorsubstituenten in Verbindung 42
ausgetauscht. Der Unterschied liegt hier einerseits in den elektronischen Eigenschaften des
Aromaten, der in Verbindung 42 elektronendrmer ist als der Aromat der Verbindung 17 und
andererseits in den geometrischen Eigenschaften des Restes. Zwar verfiligt der Chlorsubstituent
iiber eine relativ groBe rdumliche Ausdehnung, ist aber natiirlich nicht so ausgedehnt wie die
zusitzliche Methylgruppe des Ethers in 17. Der Austausch der Methoxygruppe gegen einen
Chlorsubstituenten resultierte in minimal hoherer Zytotoxizitdt, aber in um die Hilfte

geringerer Hemmung der Translationseffizienz. (Abb. 50)
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Im Gegensatz zum Einschub einer Methylengruppe zwischen Piperazin und Substituenten-
losen Aromaten, wirkte sich beim Einschub einer Methylengruppe wie in Verbindung 44 in
einem Anstieg an Zytotoxizitit gegeniiber Verbindung 42 aus. Die Hemmung der

Translationseffizienz wird nicht nur eliminiert, sondern Verbindung 44 ist bei einer
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Konzentration von 25 uM dazu in der Lage die Translationseffizienz bis zu 50 % zu steigern,
wenngleich der Standardfehler fiir diesen Wert sehr hoch ist. Der Austausch des
Chlorsubstituenten in 44 gegen einem Fluorsubstituenten in 45 wirkt sich hingegen kaum auf
die Cytotoxizitdt aus. Die Hemmung der Translationseffizienz ist kleiner als der dazugehdrige

Standardfehler, weshalb hier von keinem Effekt gesprochen wird.

Fluor nimmt rdumlich einen sehr viel geringeren Platz ein als Chlor und ist vom sterischen
Anspruch dhnlich zu betrachten wie Wasserstoff. Es liegt nahe, dass ein kleiner Substituent und
ein elektronen-neutraler bis elektronen-armer Benzylpiperazin-Rest zu einer Eliminierung der
Hemmung der Translationseffizienz fiihrt. Ob ein Benzylpiperazinrest mit grof3en
elektronenziehenden Resten immer zu einer Erh6hung der Translationseffizienz fiihrt, kann zu
diesem Zeitpunkt nicht gesagt werden. Anhaltspunkte zur Beantwortung dieser Frage wiirde
die Synthese wund anschlieBende Messung von Benzylpiperazinresten, wie z.B.

Brombenzylpiperazin oder Nitrobenzylpiperazin geben.

Verbindungen 49 und 46 verzichten auf ein Piperazin als Linker zwischen dem acetylierten
Piperazinyltriazinrest und Aromaten. Benzylderivat 49 zeigt einen hohen CCso-Wert in Hohe

von 285.7 uM, es ist allerdings auch nicht aktiv im DLA. (Abb. 51)

Der Verzicht auf eine Methylengruppe zwischen Amin und Aromat fiihrte zu Verbindung 46,
sowie zu einem Anstieg an Cytotoxizitdt um 83 % auf 48.87 uM. Verbindung 46 ist bei 25 mM

wirksam und zeigt eine Hemmung der Translationseffizienz von fast 50 %. (Abb. 51)
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Die Triazinderivate 51 und 52 verzichten auf den aromatischen Rest. Beide Verbindungen
zeigen zwar recht gute Toxizititsdaten, beide Verbindungen zeigen allerdings auch keine
Hemmung der Translationseffizienz. (Abb. 52) Somit scheint die Anwesenheit eines

aromatischen Restes zutrdglich zur Aktivitit gegeniiber der Translationseffizienz der

Zellkulturen.

Konzenmamon [uM]

0.8
0.6 i -
5] 100 , O
[ g os
N O
' : M—(_ Q
S = /s -
CCop 172.20uM A5z ” gl 0
- 0.0
1 100 1000 51

Konzentration [pM]

Kowzenmamon [uM]

T

OOt
CCp 3341 uM = -
0.7 0.0
100 1000

Xi
0001 001 0.1 1 10

 RLU

52
Konzentration [puM]

Abbildung 52: Die Graphen der DLA und WST-Assays der Verbindungen 51 und 52 im Vergleich. RLU = relative light unit,
der Standardfehler ist als begrenzter diinner Balken in den Diagrammen angegeben.”

Eine letzte Verbindung aus der Triazinreihe die im DLA gemessen wurde, ist das unerwiinschte
Nebenprodukt 23. Diese Messung sollte zeigen, ob schon ein kurzes Fragment der Triazine eine
Wirkung auf die Translationseffizienz zeigt. Die Toxizitdt der Verbindung wurde iiber 24 h und
120 h zu drei Zeitpunkten im WST-Assay bestimmt. Diese Methode ist allerdings wenig
aussagekriftig.”” Nebenprodukt 23 zeigt allerdings nur sehr geringe Aktivitit auf die
Translationseftizienz. (Abb. 53)
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Abbildung 53: Die Graphen des DLA und WST-Assays der Verbindung 23. Auf der linken Ordinate ist die Proliferation der
Zellen fiir den WST-Assay angegeben. Auf der rechten Ordniate die Translationseffizienz des DLA. Der Standardfehler ist als
begrenzter diinner Balken in den Diagrammen angegeben.”
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Die Verbindungen 17, 41, 42 und 46 zeigen eine eindeutige Hemmung der
Translationseffizienz. Dabei ist Verbindung 17 mit einem CCso-Wert von 108.4 uM am
wenigstens toxisch und zeigt bei einer Konzentration von 50 uM eine Hemmung von 50 %.
Verbindungen 41 und 46 zeigen die gleiche Hemmung zwar noch bei 25 uM, sind aber mit
CCso-Werten von 46.45 uM und 48.87 uM etwa doppelt so toxisch wie Verbindung 17.
Verbindung 42 zeigt bei einem ebenfalls moderaten CCso-Wert von 96.51 uM bei 100 uM eine
Hemmung von etwa 40 %. Eine andere Aktivitit besitzt Verbindung 44. Sie reguliert die
Translationseffizienz bei 25 pM um 50 % hoch, trotz eines CCso-Wertes von 46.62 uM. Auch
wird sichtbar, dass ein Einschub einer Methylengruppe zwischen Piperazin und Aromat des

Molekiilschwanzes zu einer Verminderung der inhibitorischen Potenz der Substanzen fiihrt.

Die Verbindungen 17, 41, 43, 44, 45, 46 und 52 wurden erneut im erweiterten DLA gemessen.
Nur eine der Verbindungen kann eine Selektivitéit auf e[F4A aufweisen: der Aktivator 44. Die

anderen Substanzen hemmen die Translationseffizienz nicht selektiv. (Abb. 54)
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Abbildung 54: Die Graphen des erweiterten DLAs der Verbindungen 17, 41, 43, 44, 45, 46 und 52.7°

Post-Synthetisches- und Post-Measurement-Docking der Triazinderivate

Nach dem Abschluss der synthetischen und biochemischen Arbeiten wurde wie beschrieben
die Bindetasche von RocA durch IWASAKI et al. verdffentlicht.’? Da die Triazinderivate aus

dem Computer-gestiitzten Silvestrol-Abgleich stammen, wurde davon ausgegangen, dass die
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designten Verbindungen in der gleichen Bindetasche binden wie RocA. Die Verbindungen 17,
41 und 46 wurden mit dem Programm GOLD der Firma CCDC (Camebridge Cristallographic
Data Center) in diese Bindetasche gedockt. Trotz ihrer Unspezifizitit zeigen sie ein gutes
Bindungsverhalten. Verbindung 17 hemmt bei 50 uM die Translationseffizienz um ca. 50 %.
Es kann in der besten Docking-Pose aber nur mit dem Phenylrest in 5-Position eine
n—n-Wechselwirkung mit einem der Adenine aus dem -RNA-Strang eingehen. Der Phenylring
in 6-Position des Triazins kann mit dem Phenylrest des Proteins, der in die Tasche ragt, auf

Grund des Abstands (iiber 4.0 A) keine Wechselwirkung eingehen.

Abbildung 55: Verbindung 17 liegt in der Bindetasche des RocAs in elF4A. Nur der Phenylrest in 5-Position kann eine
Wechselwirkung mit einem Adenin des RNA-Stranges eingehen.

Die Methoxygruppe von 17 hingegen ist in der Lage eine WBB mit einem in die Tasche

ragenden Arginins einzugehen. (Abb. 55)

Verbindung 41 inhibiert die Translationseffizienz bei 25 uM um {iiber 50 %. Es unterscheidet
sich in seiner Lage von Verbindung 17 vor allem dadurch, dass beide Phenylreste des Triazins

mit e[F4A und der gebundenen fRNA n—n-Wechselwirkungen eingehen konnen. (Abb. 56)

Abbildung 56: Verbindung 41 in der Bindetasches de RocAs in elF4A.
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Dabei bildet der Phenylrest in 5-Position ebenfalls Wechselwirkungen mit einem Adenin der
RNA aus (3.7 A). und der Phenylrest in 6-Position des Triazin bildet Wechselwirkungen mit
einem Phenylrest des Proteins (3.5 A). Eine weitere n—n-Wechselwirkung kann Verbindung 41

mit einem weiteren Adenin aus der RNA mit Piperazin-gebundenen Phenylrest eingehen.

Abbildung 57: Verbindung 46 in der Bindetasche des RocAs in elF'44.

Auch Verbindung 46 kann die Translationseffizienz bei 25 pM um 50 % inhibieren. Auch bei
dieser Verbindung, dhnlich wie bei Verbindung 41, kdnnen beide Phenylgruppen des Triazins
Wechselwirkungen mit dem elF4A-fRNA Komplex eingehen. Ein Phenylrest des Triazins kann
wieder m—n-Wechselwirkungen mit einem Adenin der RNA eingehen (3.6 A), der andere mit
einem Phenylalanin aus dem Protein (3.4 A). Weitere n—n-Wechselwirkungen werden durch

den Chorphenylrest mit einem Guanin der fRNA (3.8 A) eingegangen. (Abb. 57)

Die starke Inhibition kann also mafgeblich an der Ausbildung der n—n-Wechselwirkungen
beider Phenylreste des Triazins liegen. Zwar zeigt Verbindung 17 auch eine gute Aktivitit
gegeniiber der Translationseftfizienz bei deutlich niedrigerem CCso-Wert als Verbindungen 41
und 46, aber eben eine geringere. Die Inhibition der f/RNA-Spaltung beruht auf dem Prinzip der
Stabilisierung der Wechselwirkung der Basenpaare der fRNA. Wir erinnern uns daran, dass der
Phenylalaninrest der Tasche eigentlich an ein Adenin des RNA-Stranges bindet und dieser
dadurch so verbogen wird, dass eine Destabilisierung der Wechselwirkungen und letztlich die
Entwindung des RNA-Stranges verursacht wird. Der Inhibitor selbst sorgt dafiir, dass die
Biegung nicht so stark ist, quasi wie eine Art Verldngerung des Phenylalaninrestes. Wird die
RNA nicht entwunden, so bleibt das Enzym in der geschlossenen Konformation gefangen und

kann den Katalysezyklus nicht vollenden.

469



Zweiter Teil: Design und Synthese von Liganden zur Adressierung von elF4A

Messung der Phenytoinderivate

Die Phenytoinderivate 87-89, 93 und Phenytoin wurden von Falk Schulte aus der Arbeitsgruppe
GRUNWELLER in einem WST-Assay (n = 4) liber 48 h auf ihre Cytotoxizitdt und im einfachen
DLA (n =4) mit Pim-1 5’UTR-Luciferase Konstrukt auf ihre Aktivitdt gemessen. Substanzen,

die im einfachen DLA Aktivitét zeigten, wurden im erweiterten DLA (n = 4) untersucht.

Die restlichen Phenytoinderivate wurden von Wiebke Obermann aus der Arbeitsgruppe
GRUNWELLER in einem WST-Assay (n = 4) in den Konzentrationen 100 nM, 1 uM, 10 uM und
100 uM tiber 48 h auf ihre Cytotoxizitdt getestet und direkt im erweiterten DLA (n = 4) auf ihre
Aktivitdt gegentiber elF4A.

Als Mutterverbindung der Derivate sollte Phenytoin (54) selbst auf Aktivitit gegen elF4A
getestet werden. Das cytotoxische Profil der Verbindung mit einem getesteten CCso von

384.5 uM ist gut und die Substanz konnte im DLA gemessen werden. (Abb. 58)
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Wie Verbindung 44 steigert auch Phenytoin (54) die Tanslationseffizienz. Interessant ist die
Dosis-Wirkungsbeziehung des Verbindung 54. Bei 100 uM wird die Translationseffizienz
weniger stark erhoht als bei 50 uM. Der Grund dafiir ist nicht bekannt. Phenytoin (54) wirkt
selektiv auf eIF4A. (Abb. 58)
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Abbildung 59: Graph des WST-Assays von Verbindung 105.

Wird Phenytoin (54) direkt in 3-Position phenyliert, erlangt es toxische Eigenschaften. Bei
10 uM scheint es diese zu verlieren nur damit sie bei 1 pM wiedergewonnen auftaucht. (Abb.
59) Aus diesem Grund konnte Verbindung 105 nicht auf ihre Aktivitit gegen eIF4A im DLA
gemessen werden. Der Einschub einer Methylengruppe und damit einer Benzylierung in drei
Position (Verbindung 87) erzeugte ein gutes cytotoxisches Profil im WST-Assay. Dennoch
konnte Verbindung 87 durch unerwartete toxische Effekte nicht auf ihre Aktivitdt im DLA
gemessen werden. Ebenso verhielt es sich bei der Benzylierung durch einen

elektronenreicheren Methylbenzylrest (Verbindung 89).” (Abb. 60)
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Abbildung 60: Die Graphen der WST-Assay-Ergebnisse der Substanzen 87 und 89.7°
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Abbildung 61: Die Balkendiagramme einhalten die Ergebnisse des einfachen (oberes Diagramm) und des erweiterten (unteres
Balkendiagramm) DLA der Verbindung 88. Die Ergebnisse des WST-Assays werden im rechten oberen Diagramm dargestellt.

Mit der Verbindung 88, die einen elektronen-armen Nitrobenzylrest trigt, konnte der WST-
Assay auf Grund der geringeren zytotoxischen Eigenschaften wieder durchgefiihrt werden. Der

Nitroaromat eliminiert die aktivatorischen Eigenschaften des Phenytoins (54). (Abb. 61)

L 25
5
£ 5 :
= 2 B 09
= 5 08
£ 3 o
S 15 E 06
=9 £ o
H
= = o 0.5 O Q
é =g T ® 2 0.4
z T S8 03 N’\Q
: g L,
2 02
05 R @ F
w = 0.1
: g %
T = 01 1 10 100
: ) ’ i S
100 "M B-Globin 100 nMPIM-1 1M R-Globin 1M PIM-1 H Konzentration in M

. 2 . 12
5 5
518 A
5 . P
R in
K] = 08
g z 0
5
I 1,2 . E . 0.6 O a
a4
g2 - 1 22 N
£ og - 550 H —§:
B 8 !
R § 0,2 @
® 04 = 9
T 5 0
2 ’ = 0,1 1 10 100

] =

o Konzentration in puM

100 nM B-Globin 100 nM PIM-1 1 pM B-Globin 1uM PIM-1

Abbildung 62: Die Substanzen 90 und 91 wurden direkt im erweiterten DLA gemessen. Die Balkendiagramme stellen die
Ergebnisse des DLA dar, das Liniendiagramm die Ergebnisse des WST-Assays.

Es wurden noch zwei weitere Phenytoinderivate mit elektronenarmen Benzylsubstituenten

dargestellt und sowohl im DLA als auch im WST-Assay gemessen. Dabei ist in Verbindung
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90, in der die Nitrogruppe durch einen Fluorsubstituenten ersetzt wurde, ein Anstieg der
zytotoxischen Eigenschaften zu sehen und gleichzeitig ein Anstieg des aktivatorischen Effekts
auf die Translationseffizienz. Bei 1 uM liegt die Translationseffizienz bei etwa 190 %, bei
100 nM der Verbindung 90 immerhin noch bei 143 %. Der Graph des erweiterten DLA zeigt
eine Spezifizitit auf e[F4A an. Die Translation des B-Globin wird weniger beeinflusst als die

des Pim-1. (Abb. 62)

Eine im Vergleich zu 90 geringeren Toxizitdt weist Verbindung 91 auf. Das Sulfonderivat 91
zeigt im DLA leicht widerspriichliche Effekte. Bei 1 uM steigert es elF4A-selektiv die

Translationseffizienz, bei 100 nM wirkt es eher inhibierend — aber das unspezifisch.
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Durch Einschub einer weiteren Methylengruppe stabilisierte sich das cytotoxische Potential.
Dies soll bedeuten, dass die Zytotoxizitit nicht nur im WST-Assay als gering bewertet werden
konnte, sondern auch, dass es keine unvorhergesehenen zytotoxischen Effekte in niedrigeren
Konzentrationen auftauchten und somit die Aktivitit der Substanz 92 im DLA gegen elF4A
bestimmt werden konnte. Auch bei Substanz 92 ist bei 1 uM eine leichte elF4A-spezifische
Erh6hung der Translationseffizienz auf ca. 120% zu sehen. Wohingegen die Translation des
B-Globins fast gar nicht beeinflusst wird. Bei 100 nM kehrt sich der Effekt um, eine
unspezifische Translationsinhibition vor allem von B-Globin kann beobachtet werden. Der
Wert der Translationseffizienz fiir Pim-1 ist auf Grund der hohen Schwankungen nicht

belastbar.

Ein weiterer Einschub einer Methylengruppe (Verbindung 93) verringert die zytotoxischen
Eigenschaften auf einen CCso-Wert tiber 1000 uM. Die Schwankungen in den DLA-Messungen
sind allerdings so immens, dass der vermeintlich hemmende Effekt nicht belastbar ist.

Interessant ist eine ebenfalls nicht belastbare Erhohung der Translationseffizienz bei 100 uM

im erweiterten DLA. (Abb. 64)
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Abbildung 64: Die Balkendiagramme einhalten die Ergebnisse des einfachen (oberes Diagramm) und des erweiterten (unteres
Balkendiagramm) DLA der Verbindung 93. Die Ergebnisse des WST-Assays werden im rechten oberen Diagramm dargestellt.
Wird die benzylische Methylengruppe gegen ein Sauerstoffatom ausgetauscht wie im
Phenolether 94, konnen #dhnliche Effekte wie bei Verbindung 92 beobachtet werden. Die
Translationseffizienz steigt bei 1 uM auf 126 % selektiv an. Bei 100 nM ist ein inhibierender
Effekt durch die hohen Schwankungen erneut nicht stiitzbar. Interessanter Weise ist die nicht

elF4A-abhingigen Translation des B-Globin bei beiden Konzentrationen gehemmt. (Abb. 63)
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Abbildung 65 Die Balkendiagramme stellen die Ergebnisse des DLA dar, das Liniendiagramm die Ergebnisse des WST-Assays
der Verbindung 94.

Auch die Verbindungen 100, 101 und 74 sind in die Reihe der Translationseffizienzerh6her
einzureihen. Den stdrksten aktivierenden Effekt der drei Phenytoinderivate mit nicht-
aromatischer Substitution in 3-Position besitzt die cyclo-Propylverbindung 100. Die
Translationseffizienz wird bei 1 pM auf 189 % erhoht und bei 100 nM noch auf 160 %. Die
Verbindung 101 erhdht die Translationseffizienz maBig bei 1 mM auf 149 % und bei 100 nMm
noch auf 116 %. Beide Substanzen sind zeigen dabei eine Selektivitit fiir e[F4A. (Abb. 64)
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Abbildung 66: Die Balkendiagramme stellen die Ergebnisse des DLA dar, das Liniendiagramm die Ergebnisse des WST-Assays

der Verbindungen 100, 101 und 74.

Wie die Substanzen 92 und 94 zeigt Substanz 74 in den verschiedenen Konzentrationen
gegensitzliche Effekte. Dabei ist der inhibierende Effekt der Substanz 74 bei 100 nM nicht
belastbar. Auch die Hemmung der B-Globintranslation ist bei Verbindung 74 in dieser
Konzentration erhoht. Auf der anderen Seite zeigt 74 bei 1 uM eine elF4A-spezifische
Hemmung. (Abb. 66)

In der verldngerten Variante der Phenytoinderivate mit Essigsdurelinker ist das cytotoxische
Profil im Allgemeinen gut. Aber auch Verbindung 84 und 85 zeigen ein aktivatorisches Profil
auf. Bei 1 uM wird die Translationseffizienz durch Verbindung 84 auf 167 % und durch
Verbindung 85 auf 175 % gesteigert, dies mit einem Spezifizititsfaktor gegeniiber B-Globin
von 3. Bei 100 nM wird die Translationseffizienz durch Verbindung 84 auf 119 % gesteigert
und durch Verbindung 85 auf 126 %. Bei beiden Verbindungen sind die Werte zur Translation
von [-Globin nicht belastbar, da sich diese innerhalb des Standardfehlers bewegen. (Abb. 67)
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Abbildung 67: Die Balkendiagramme stellen die Ergebnisse des DLA dar, das Liniendiagramm die Ergebnisse des WST-Assays
der Verbindungen 85 und 84.

Auch Verbindung 86 ist fiir die Testung im DLA durch ihr cytotoxisches Profil geeignet.
Interessanter Weise flihrt die Substanz zu einer Erh6hung der Translationseffizienz des Pim-1-
Konstrukts, aber zu einer Verminderung der Translationseffzienz des B-Globinkonstruktes.

(Abb. 68)
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Abbildung 68: Das Balkendiagramm stellt die Ergebnisse des DLA dar, das Liniendiagramm die Ergebnisse des WST-Assays
der Verbindungen 86.

Die Substanz 72 zeigte ebenfalls ein geringes zytotoxisches Profil, sodass sie in einem DLA
aufihre Aktivitit gegentiber eIF4A getestet werden konnte. (Abb. 69) Die beobachteten Effekte

sind allerdings lediglich gering und durch hohe Schwankungen wenig belastbar.
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Auf Grund starker Cytotoxizitdt konnten die Verbindungen 62, 63, 66 und 71, die analog zu
den Triazinverbindungen dargestellt wurden, nicht im DLA aufihre Aktivitit gegeniiber e[F4A
gemessen werden. (Abb. 70) Dies ist fiir die Ermittlungen der Strukturwirkungsbeziehungen
nicht besonders vorteilhaft. Verbindung 62 wurde analog zu der cytotoxisch milden
Verbindung 17 dargestellt. Verbindung 17 zeigte eine gute inhibitorische Wirkung gegeniiber
der Translationseffizienz. Es wére interessant gewesen, zu sehen, welche Aktivitiat Verbindung
62 aufweist. Sicher kann in diesem Fall nur gesagt werden, dass der Austausch des
Triazinkopfes gegen einen Phenytoinkopf in einer erhdhten Zytotoxizitét resultiert. Verbindung
63 wurde analog zu Verbindung 41 dargestellt. Verbindung 41 hat schon einen relativ niedrigen
CCso-Wert, zeigt aber eine gute Hemmung der Translationseffizienz. Der Austausch des
Triazinkopfes gegen einen Phenytoinkopf resultiert auch bei diesem Molekiilrest in erhdhte
Zytotoxizitit. Verbindung 66 ist das Phenytoinanalogon von Triazin 44. Triazin 44 erhdhte die
Translationseffizienz, so wire es auch gerade in Bezug auf die restlichen Phenytoinderivate
interessant gewesen, ob auch Verbindung 66 zu den Aktivatoren des elF4A zihlt. Leider

wurden auch bei 66 die zytotoxischen Eigenschaften durch den Molekiilkopfaustausch erhoht.
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Verbindung 71 ist das Analogon zu Triazin 51. Triazin 51 zeigte keinen Effekt auf die

Translationseffizienz, wies aber nur geringe zytotoxische Eigenschaften auf. Die zytotoxischen
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Eigenschaften von Verbindungen 64, 65 sowie 67 und 68 wurden nur bei einer Konzentration

von 100 uM im WST-Assay gemessen. Die Substanzen wurden ebenfalls als zu toxisch fiir eine

Messung im DLA eingestuft. (Abb. 71)
Yope Yopel
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Aus diesen Beispielen ldsst sich ableiten, dass bei dem Austausch des Triazinkopfes gegen

einen Phenytoinkopf der Piperazinverbindungen die Zytotoxizitét steigt.

Auch die Phenytoinderivate 85, 86 und 100 wurden im Nachhinein in die Bindetasche des RocA
(2) gedockt.

Eine sehr starke Erhohung der Translationseffizienz (bei 100 nm auf 160 %) verursachte
Verbindung 100. Im Dockingergebnis liegt diese Verbindung nicht wie die Triazine mit beiden
Phenylgruppen zum oberen Ende der Tasche, sondern um 90° gedreht vor. Dabei kann es
dennoch Interaktionen mit einem seiner Phenylringe mit dem Phenylalaninrest von elF4A
(3.3 A) ausbilden. Mit dem anderen Phenylrest bindet es gerade so an ein Guanin der RNA
(3.9 A). Der Cylcopropylrest steht in eine Furche, die allerdings nur zu einer Seite hin lipophil
ist. (Abb. 72)
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Abbildung 72: Verbindung 100 in der Tasche des RocA (2).
Verbindung 85 erhoht die Translationseffizienz bei 100 nM immerhin noch auf 126 %. Dabei
geht es — trotz seiner Grofle — wie Verbidung 100 lediglich mit seinen propeller-artig verdrehten

Phenylresten n—n—Wechselwirkungen mit Phenylalanin (3.8 A) und Guanin (3.1 A) ein. (Abb.
73a)

Abbildung 73: a) Verbindung 85 in der Bindetasche des RocA (2). b) Verbindung 86 in der Tasche des RocA (2).

Zum Vergleich wurde Verbindung 86 in die Bindetasche gemodelt. Wegen des Austauschs des
Piperazins durch eine direkte Verkniipfung des Linkers mit einem 4-Chloranilin, ist diese
Verbindung etwas kiirzer als 85 und kann somit mit dem Anilin eine zusitzliche

Wechselwirkung mit demselben Guanin eingehen, wie einer der ,,Propeller-Phenyle. (Abb.

73b)
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Damit es zu einer Aktivierung des Enzyms kommt, miisste die Biegung der RNA so verstérkt
werden, dass die Basenpaarungen der Doppelstrangstrukturen iiber das natiirliche Mal
destabilisiert werden. Dadurch wiirde die Doppelstrangsequenz von der RNA schneller getrennt
werden und das Enzym konnte den Katalysezyklus weiter fortsetzen. Wie dies in der
vorgegebenen Tasche stattfinden konnte, ist aus den vom Computer vorgeschlagenen

Bindungsmodi nicht erklérbar.

Messung der Isosorbidderivate

Die Isosorbidderivate wurden von Wiebke Obermann aus der Arbeitsgruppe GRUNWELLER in
einem WST-Assay (n = 3) in den Konzentrationen 25 uM, 50 uM und 100 uM iiber 48 h auf
ihre Zytotoxizitit getestet und direkt im erweiterten DLA (n = 3) auf ihre Aktivitit gegeniiber
elF4A untersucht. Isosorbid bildet im WST-Assay eine Ausnahme, dieses wurde in

Konzentrationen von 0.1 uM, 1 uM, 10 uM und 100 pM gemessen.

Erneut wurde zuerst die Ursprungssubstanz Isosorbid (107) auf ihr zytotoxisches Profil und

danach auf ihre Aktivitit gegeniiber eI[F4A im DLA gemessen.
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Wie erwartet besitzt Isosorbid kein nennenswertes zytotoxisches Potential. Im DLA zeigt es
wiederum ein seltsames Aktivititsverhalten. Bei 1 uM erhoht es elF4A-selektiv die
Translationseffizienz auf etwa 130 %. Die Werte fiir B-Globin sind in dieser Konzentration auf
Grund der hohen Schwankung wenig aussagekréftig. Bei 100 nM hingegen inhibiert es die
nicht-e[F4A-abhédngige Translation um etwa 27 %. Die elF4A-abhingige Translation wird
hingegen wenig beeinflusst, wenngleich auch diese Werte auf Grund der Schwankungen wenig

zuverlidssig sind. (Abb. 74)
480



Zweiter Teil: Design und Synthese von Liganden zur Adressierung von elF4A

Das Isosorbidderivat 108 zeigt im WST-Assay tatsdchlich eine Steigerung der Proliferation auf

fast den doppelten Wert bei einer Konzentration von 25 uM. Im DLA wird dieses Phdnomen

durch eine elF4A-selektive Translationseffizienzerhdhung auf 117 % unterstiitzt. (Abb. 75)

Eine Erhohung der Proliferation der Zellen ist im Regelfall kein erstrebenswerter Effekt, da fiir

gewoOhnlich eine iiberméfige Proliferation u.a. Krebs charakterisiert.
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Abbildung 75: Das Balkendiagramm stellt die Ergebnisse des DLA dar, das Liniendiagramm die Ergebnisse des WST-Assays

der Verbindungen 108 und 111.

Durch die symmetrische Substitution der zweiten Hydroxygruppe, kann der aktivierende Effekt

verringert werden (Translationseffizienz = 108 %). Die elF4A unspezifische Translation von

B-Globin wird allerdings auf 89 % verringert. Die WST-Werte zeigen auch bei Verbindung 111
eine erhohte Proliferation gegeniiber DMSO an. (Abb. 75)
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Abbildung 76: Das Balkendiagramm stellt die Ergebnisse des DLA dar, das Liniendiagramm die Ergebnisse des WST-Assays

der Verbindungen 110 und 113.

Durch die Substitution des Aromaten mit einem Methanoat wie in Verbindung 110 wird die die

Translationseffizienz auf 215 % gesteigert. Dies ist ein Anstieg von iiber 100 % gegeniiber

Isosorbidderivat 108. Die elF4A-Selektivitdt wird dabei allerdings eingebiiit. Im WST-Assay

kann trotzdem eine Verminderung der Proliferation in 72 h gegeniiber 108 und 111 beobachtet

werden, wenngleich sie gegeniiber DMSO immer noch erhoht ist. Eine doppelte Substitution

des Isosorbids mit Benzylmethanoat vermindert die Translationseffizienz auf 165 %, fiihrt aber

eine geringe Selektivitit mit dem Faktor 1.3 auf die eIF4A-abhingige Translation wieder ein.
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Abbildung 77: Das Balkendiagramm stellt die Ergebnisse des DLA dar, das Liniendiagramm die Ergebnisse des WST-Assays

der Verbindungen 109 und 112.
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Ein dhnliches Bild wie bei Verbindungen 110 und 113 zeigen die DLAs der Verbindungen 109
und 112. Das Monoderivat 109 zeigt eine sehr starke Erhohung der Translationseftizienz auf
218 %, der Spezifizititsfaktor fiir eIF4A betrégt auch hier 1.3. Die disubstituierte Verbindung
112 zeigt ebenfalls eine Erh6hung der Translationseffizienz, erhoht diese allerding nur noch
auf 145 %. Der Selektivitatsfaktor gegeniiber der B-Globintransation bleibt mit ungefdhr 1.3

bestehen.

Trotz der geringen Anzahl der Isosorbidderivate wird deutlich, dass der zweite Substituent
maligeblich die Aktivitit der Verbindungen beeinflufit. Ein Substituent erhéht die
Translationseffizienz, wohingegen der zweite diesen Effekt verringert. Interessant in diesem
Zusammenhang wire eine asymmetrische Substitution und der Effekt dieser auf die
Translationseffizienz und die Spezifizitit. Da eine, wenn auch nur geringe, Spezifizitit
erkennbar ist, deutet es darauthin, dass diese Verbindungsklasse das Zielprotein elF4A
adressiert. Eine asymmetrische Substitution des Isosorbids (107) mit Methylendibenzen wire
noch eine interessante Variation. (Abb. 78) In diesem Fall konnte das Dibenzen als ,,Propeller*
mit sowohl mit dem Phenylalaninrest des e[F4As als auch mit einem Guanin der RNA, analog

zum RocA (2) in Wechselwirkung treten.

H
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6 H

&
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Auch bei den Isosorbidderivaten kann in keinem Fall mit Sicherheit gesagt werden, dass die
Verbindungen in der gleichen Tasche binden wie RocA (2). Da sie nur vom Geriistkern des
RocA (2) in Uberlagerung zu Hippuristanol (3) abgeleitet sind, ist bei den Isosorbidderivaten
ebenso wie bei den Phenytoinderivaten dringend ein Modelling-Experiment notwendig,

welches alle zur Bindung in Frage kommenden Taschen mit einbezieht oder aber, und das wére
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noch besser: ein Kristall mit einer dieser Verbindungen in Komplex mit elF4A. Der Kristall

bildet schlussendlich die Realitit ab.

Das Isosorbidgeriist der Monoverbindung 110 passt den Benzoesduremethylester genau
zwischen zwei Nukleinsduren der RNA ein. Dieser aromatische Rest kann sowohl
n—n-Wechselwirkungen mit dem Adenin der RNA eingehen (3.4 A), als auch durch den
Methylester WBB mit der aromatischen NH,-Funktion des Adenins (3.4 A). Das
Isosorbidgeriist kann mit seiner freien Hydroxyfunktion WBB zu einem Guanin der RNA

(3.9 A) eingehen. (Abb. 79a)

Abbildung 79: a) Verbindung 110 in der Bindetasche des RocA (2). b) Verbindung 113 in der Bindetasche des RocA (2).

Verbindung 113 kann mit einem seiner Benzoesdurereste n—mn-Wechselwirkungen mit einem
Guanin der RNA eingehen. Auch der zweite Benzoesédureester der Verbindung tritt mit der
RNA in Wechselwirkung. Der Aromat geht t—n-Wechselwirkungen (3.6 A) mit einem Adenin
ein und das Methanoat bildet WBB (3.5 A) mit einem Argininrest des Proteins aus.

Es ist leicht zu erkennen, dass durch Substitution des Isosorbids mit dem vorgeschlagenen
Methylendibenzen eventuell noch die Tasche zur Wechselwirkung mit Phenylalanin besetzt
werden kann. Verbindung 117 sollte in Zukunft noch dargestellt und auf ihre Wirksamkeit

iiberpriift werden.
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Messung anderer Verbindungen

Usninsdure 114 und ihr Derivat 115 sowie die Verbindungen 118-124 wurden von Falk Schulte
aus der Arbeitsgruppe GRUNWELLER in einem WST-Assay (n = 4) tiber 24 h und 120 h auf ihre
Cytotoxizitdt und im einfachen DLA (n =4) mit VP30 5’UTR-Luciferase Konstrukt auf ihre

Aktivitdt gemessen.

Usninsdure 114 und ihr Derivat 115 zeigten nicht die erhofften Aktivititen gegeniiber elF4A.
Im Gegenteil, bei einer Konzentration von 50 uM zeigt Usninséure eine Erhoéhung der
Translationseffizienz auf iiber 200 %. Dieser Effekt wird in geringeren Dosen von 10 uM nicht
mehr aufrechterhalten. Bei 10 uM und 1 uM sind sehr geringe inhibitorische Effekte zu
beobachten. Das zytotoxische Profil der Substanz ist méBig. (Abb. 80)
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Die Einfithrung eines Diazols und eines weiteren Aromaten in Verbindung 115, verbesserte
nicht nur das zytotoxische Profil der Substanz, sondern verschob die Aktivitit bei allen

eingesetzten Konzentrationen (50 uM, 5 uM, 0.5 uM) in den Translationseffizienz senkenden

Bereich. (Abb. 80)
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Verbindung 116 wurde von Wiebke Obermann aus der Arbeitsgruppe GRUNWELLER in einem
WST-Assay (n = 4) in der Konzentrationen 100 uM {iber 48 h und 120 h auf ihre Cytotoxizitit

getestet. Die Substanz stellte sich als zu toxisch fiir eine Testung im DLA heraus.

Die Verbindungen 118-124 entstammen aus dem Fd/Fd-NADP*-Reductase Projekt. Sie wurden
auf Grund des Thiazolidinonbausteines und dessen Eigenschaften als Promiscuous Binder

gemessen.

Die Thiazolidindione 118 und 119 weisen im WST-Assay ein unauffilliges zytotoxisches Profil
auf. Bei einer Konzentration von 50 uM erhdhen die Substanzen die Translationseffizienz am
geringsten. Verbindung 118 erhoht die Translationseffizienz sowohl bei 5 uM als auch bei
0.5 uM auf ca. 110 %. Die Verschiebung der Nitrogruppe in para-Position und die Einfiihrung
einer Amidbindung statt Hydrazons, sorgen fiir eine Verstdrkung der aktivatorischen Effekte.
Verbindung 119 erho6ht bei 5 uM die Translationseffizienz auf ca. 140 % und bei 0.5 uM noch
auf ca. 125 %. (Abb. 82)
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Verbindung 120 zeigt ein dhnliches Aktivitédtsprofil wie Verbindung 118 auf. Bei Verbindung

120 ist auch besser sichtbar, dass die stirkste Erhohung der Translationseffizienz in der
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niedrigsten Konzentration erfolgt. Bei 0.5 uM wird die Translationseffizienz auf ca. 140 %
erhoht. Bei 5 uM wird die Translationseffizienz auf ca. 120 % gesteigert, wohingegen bei
50 uM eine Senkung der Translationseffizienz auf ca. 90 % erfolgt. (Abb. 83)
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Auch das zytotoxische Profil der Verbindungen 118 und 120 ist dhnlich. Ob die Verschiebung
der elektronenziehenden Gruppe in die para-Position oder der Austausch der Nitrogruppe
gegen eine Carboxyfunktion der aktivititserhdhende Faktor ist, kann bis hierher nicht eindeutig
bewiesen werden. Verbindung 121 =zeigt bei 50 uM eine geringe Senkung der
Translationseffizienz auf ca. 90 %. Wie Verbindung 119 erhoht es diese allerdings bei 5 uM
und bei 0.5 pM gleichstark auf 125 %. Dieser Effekt, dass bei 0.5 uM und 5 uM die gleiche
Translationserhohung beobachtet werden kann, wird bei Verbindung 118 gesehen. Verbindung
118 trégt eine Nitrogruppe in meta-Stellung. Verbindung 121 tragt zwei Trifluormethylgruppen
in meta-Stellung. Es liegt der Verdacht nahe, dass dieses Phdnomen der Positionierung der

elektronenziehenden Gruppen in meta-Stellung geschuldet ist.

Verbindung 122 zeichnet sich nach 120 h durch eine erhohte Zytotoxizitdt bei 100 uM aus. In
geringeren Dosen, wie z.B. 50 uM, sind DLA-Messungen allerdings mdoglich. Auch der
3,5-Dichlor-2-hydroxyaromat verursacht eine starke Erh6hung der Translationseffizienz. Auch
bei Thiazolidinon 122 verlduft die Aktivitit invers zur Hohe der eingesetzten Konzentration.

So betrigt die Translationseffizienz bei 0.5 uM etwa 160 %. (Abb. 84)
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Abbildung 84: Messungen der Substanzen 120 und 121 im WST-Assay und DLA.”

Durch Entfernung des Essigsdurerestes in 5-Position (Verbindung 123) wird die Zytotoxizitét
erhoht. Die Wirkung der Substanz ist konzentrationsabhingig, so kann eine
Translationserh6hung bei 5 uM auf ungefdahr 160 % und bei 0.5 uM auf 125 % beobachtet
werden. (Abb. 84)
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Abbildung 85: Messungen der Substanz 124 im WST-Assay und DLA.”’ Eine Mikroskopische Aufnahme nach Inkubation fiir
48 h mit Substanz 124. Das Foto fertigte Falk Schulte im Rahmen der Messungen an.

Das Thiazolidinon 124 zeigt im ersten Moment bei 50 uM eine starke Hemmung der
Translationseffizienz auf ungefahr 10 %. Unter dem Mikroskop ist allerdings zu erkennen, dass
die Substanz bei 50 uM kristallisiert, somit kann der Effekt der Hemmung auf die Praecipitation
zurlickgefiihrt werden. Bei 5 uM und 0.5 uM konnte kein Ausfall der Substanz beobachtet
werden, in diesen Konzentrationen fiihrt die Behandlung mit 124 ebenfalls wieder zu starken

(~130 %, ~180 %) Translationserhohungen. (Abb. 85)
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Zusammenfassung und Ausblick

Trotz der anfinglich unbekannten Bindetasche von Silvestrol (1) bzw. RocA (2) konnten
ligandenbasiert Strukturen gefunden werden, die an eIF4A binden und dieses in seiner Funktion
beeinflussen. Es konnten sowohl Computer-basiert als auch ,,0ld-School*“ durch manuellen
Strukturabgleich Liganden mit Wirkung gefunden werden. Aus der Computer-unterstiitzten
Linie gingen zwei direkte Strukturreihen und eine indirekte Strukturreihe hervor. Die
Strukturreihe der disubstituierten Sulfonamide wurde in eine Master-Arbeit ausgelagert. Die
Strukturreihe der Triazine verlangte erst die Etablierung der Heteroaromaten-Chemie. Dies
gelang erfolgreich. Es konnten erfolgreich 10 Triazinderivate synthetisiert und auf ihre
Aktivitdt gegeniiber eI[F4A gemessen werden. Diese Derivate hatten ein méfiges bis stark
zytotoxisches Profil, konnten aber die Translationseffizienz je nach Struktur bei 25 uM auf
50 % senken. Triazinderivat 44 ist ein Aktivator der Reihe — und die einzige elF4A-spezifische
Substanz unter den Triazinderivaten. Dennoch konnten Strukturwirkungsbeziehungen
abgelesen werden, so ist ein Aromat im Molekiilschwanz unabdinglich fiir eine Wirksamkeit
auf die Translationseffizienz. Dabei erhohen elektronenreiche Aromaten die inhibitorischen
Eigenschaften, wohingegen elektronenarme Aromaten diese verringern — und sogar durch
Einschub einer Methylengruppe zwischen Piperazin und Aromat — bis hin zur Erhéhung der
Translationseffizienz fithren konnen. Ein Benzylpiperazinrest hat sich ebenfalls als nicht
optimal erwiesen, diese Reste scheinen die inhibitorische Aktivitit zu verringern. (Abb. 86b)
Diese Beobachtung ist plausibel, spétestens im post-synthetischen und post-measurement
Modelling ist sichtbar, dass das Molekiil mit zwei Piperazinen als Linker zu lang fir die
Bindetasche ist. Somit ist es nicht verwunderlich, dass Verbindung 46 das Derivat mit der
grofften Hemmung der Translationseffizienz darstellt. Da diese Verbindung allerdings sehr
toxisch ist, ist Verbindung 17 als die Top-Substanz der Reihe einzuordnen. Sie hat ein gutes
zytotoxisches Profil und erzielt eine Hemmung der Translationseffizienz um 50 % noch bei

50 uM. In niedrigerer Konzentration wurde sie nicht gemessen. (Abb. 86a)
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Indirekt ist die Strukturreihe der Phenytoine aus der Computer-basierten Ligandensuche
hervorgegangen. Es konnten 25 Phenytoinderivate dargestellt werden. Der Ersatz des
Triazinkopfes durch einen Phenytoinkopf sollte die Toxizitdt der Substanzen verringern. Die
Ergebnisse zeigten allerdings, dass Verbindungen, die direkt analog zu den Triazinderivaten
hergestellt wurden, noch toxischer waren als die Triazine selbst und dadurch nicht in einem
DLA auf ihre Aktivitdt untersucht werden konnten. Dennoch konnte gezeigt werden, dass die
starke Toxizitdt von einem Piperidinrest abhing, der statt des Tirazinkopf-Piperazins eingesetzt
wurde. Bei Austausch dessen durch einen Essigsdure-Linker und damit auch Verkiirzung der
Molekiile sank die Toxizitdt. Die Phenytoinderivate sind Aktivatoren der Translationsetfizienz.
Schon die Messung des Phenytoins (54) zeigte bei einem sehr guten zytotoxischen Profil eine
starke Translationserhbhung an. Phenytoin selbst wirkte spezifisch auf eIF4A. Das
aktivatorische Profil blieb allen Phenytoinderivaten erhalten, auch die eI[F4A Selektivitit blieb
erhalten. Der stirkste Aktivator der Reihe war Verbindung 100. Sie erhdhte bei 100 nM die
Translationseffizienz noch auf 160 %. Es ist denkbar, dass der Unterschied zwischen Aktivator
und Inhibitor dem Abstand der propellerartig verdrehten Phenylreste der Triazin- und
Phenytoinderivate zu Grunde liegt. Diese These wird durch die aktivatorischen Eigenschaften
von Phenytoin (54) als Muttersubstanz und den inhibitorischen Eigenschaften von

Triazinfragment 23 gestiitzt. Die Phenylpropeller der Triazine haben einen 1,2-Abstand und
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konnen somit sowohl mit Phenylalanin von elF4A als auch mit einem Guanin der RNA
wechselwirken. Bei Phenytoin wird das durch die Bindung am selben Kohlenstoff etwas
schwieriger. Der Top-Aktivator wird auch in eine andere Lage in der Bindetasche mandvriert.
Allerdings bleibt immer noch offen, ob die Phenytoinderivate in der Realitit wirklich in der

gleichen Tasche wie RocA (2) binden. Eine Kristallstruktur kdnnte dies in Zukunft aufklaren.

°N
HN«W

CCg9> 100 uM
160 % Translationserhéhung bei 100 nM

b /LIX = Piperidin sorgt fur Toxizitat
C2$

/’\ N'X\n/\R
Der Phenytoinkopf O HN"& O

ist verantwortlich fur o
die aktivatorischen 126
Eigenschaften

Aus dem manuellen Wirkstoffdesign gingen die Isosorbidderivate hervor, die noch ganz am
Anfang ihrer Entwicklung stehen. 6 Derivate konnten dargestellt werden, die alle eine starke
elF4A-selektive Erhohung der Translationseffizienz bei sehr niedrigem zytotoxischem
Potential  hervorrufen.  Isosorbid  (107) selbst weist schon eine leichte
Translationseffizienzerhohung auf, dies gibt die Muttersubstanz ihren Derivaten weiter. Die
Substitution der Hydroxygruppe in 3-Position erhoht die aktivatorischen Eigenschaften, die
Zweitsubstitution in Position 6 sorgt fiir eine Verringerung der aktivatorischen Eigenschaften.
Es wurden bisher nur symmetrische Isosorbidderivate dargestellt, eine geeignete
Zweitsubstitution konnte tatsdchlich die aktivatorische Wirkung in eine inhibitorische
iiberfithren. (Abb. 88b) So wire eine Substitution durch ein Dibenzenmethan wie in
Verbindung 117 denkbar. (Abb. 88a) Die Phenylreste sind zwar am gleichen
Kohlenstoffgebunden, besitzen allerdings eine groBere Bewegungsfreiheit als die des

Phenytoins (54), eventuell kdnnten somit die bendtigten Abstinde eingehalten werden.
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Usninsdure (114) und ihr Derivat 115 zeigten zwar annehmbare zytotoxische Werte, konnten
allerdings eIF4A nicht hemmen, sondern begeben sich eher unter die Aktivatoren. Piperazin
116 stellte sich als zu toxische heraus. Die Thiazolidindione zeigten zwar ebenfalls ein gutes

bis miBiges zytotoxisches Profil, konnten eIF4A allerdings ebenfalls nicht hemmen.

Trotz allem kann zusammengefasst gesagt werden, dass erfolgreich 43 Endstufen synthetisiert

wurden und alle synthetisierten Verbindungen das Protein eIF4A adressieren.
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Experimenteller Teil

HoNo
27NH a) 1.1 eq Mel, 2.0 eq NaHCO4 O NS~
J\ b) 1.0 eq Benzil | \\r
S7 "NH; > =N
a) Acetonitril, 30°C, 4h O N
b) Acetonitrl, Reflux, 6h
12 10
MW91,13 MW279,36
Benzil [M210.23] 15.0 mmol 3.150 g
TSC 12 [M91.13] 15.0 mmol 1.367 g
Mel [M141.94, p=2.27] 16.5mmol 2.300g 1.03 mL
NaHCO3 [M84.01] 30.0 mmol 2.520 g

TSC 12 (1.0eq, 1.367 g, 15 mmol) und NaHCOs; (2.0 eq, 2.520 g, 30 mmol) wurden in
Acetonitril gelost und unter Rithren wurden 1.03 mL Mel (1.1 eq, 16.5 mmol) zugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde fiir 1 h bei 30°C geriihrt. Dann wurden 3.150 g Benzil (1.0 eq,
15 mmol) zugegeben und das Gemisch fiir 6 h refluxiert. Es wurden wenige Tropfen Wasser zu
der Losung gegeben, um evtl. noch nicht abreagiertes Mel unschidlich zu machen. Das LM
wurde am Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt iiber eine Filtersdule (Pen:EtOAc
20:1) gereinigt. 3-(Methylsulfanyl)-5,6-diphenyl-1,2,4-triazin (10) wurde in 86 % (3.595 g,
12.88 mmol) Ausbeute als gelber FS erhalten.

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) & = 7.51-7.44 (m, 5H, Ha,), 7.41-7.35 (m, 5H,
Har), 2.71 (s, 3H, SCH3).

13C NMR (101 MHz, DMSO-D6) & = 170.4 (NC(SMe)N), 155.5 (C5riazin), 153.9
(C6rriazin), 135.3  (Crriazin-Clphenyl), 135.1 (Crriazin-Clpheny), 130.8
(CS5rriazin-C4phenyt), 129.7 (2C, C5Triazin-C3&C5phenyt), 129.3 (COTriazin-
CAphenyt), 129.3 (2C, CoOrriazin-C3&C5phenyt), 128.5 (2C, CStriazin-
C2&C6phenyl), 128.4 (2C, COTriazin-C2&C6pheny1), 13.3 (SCH3).

HRMS (ESI+): m/z berechnet fiir C16H14N3S™ [M+H]": 280.0903; gefunden: 280.0909.
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N
| \\r Piperazin | >
N"N > “
O MW, 150°C, 20 W O N
10 18
MW279.36 MW317,40

Triazin 10 [M279.36] 1.0 mmol 279 mg
Piperazin [M86.14] 4.0 mmol 344 mg

3-(Methylsulfanyl)-5,6-diphenyl-1,2,4-triazin (10, 1.0 eq, 279 mg, 1 mmol) wurde mit
Piperazin (4.0 eq, 344 mg, 4 mmol) in ein Druckréhrchen gefiillt und in 2 mL Acetonitril gelost.
Das Reaktionsgemisch wurde in einem Mikrowellenreaktor bei 20 W, 150°C unter maximalen
Druck und Riihren zur Reaktion gebracht. 5,6-Diphenyl-3-(piperazinyl)-1,2,4-triazin (18)
wurde in 78 % Ausbeute (247 mg, 0.78 mmol) als hellgelber FS erhalten.

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) 6 =7.44-7.32 (m, 10H, Ha), 3.84 (m, 4H,
CH2(NC)CH2>), 2.83 (m, 4H, CH2NHCH2?).

NH nicht sichtbar.

13C NMR (101 MHz, DMSO-D6) & = 159.3 (C3riazin), 155.3 (C6riazin), 148.0
(CS57riazin), 136.3  Crriazin-Clphenyl), 136.3  (Crriazin-Clpheny1), 130.1
(CSriazin-C4phenyt), 129.4 (2C, CSriazin-C3&C5phenyt), 128.9 (2C,
COTriazin-C3&CSpheny), 128.3 (2C, C5Triazin-C2&C6bpheny1), 128.24 (2C,
COTriazin-C2& COpheny1),  128.2  (COrriazin-C4pheny), 454  (2C,
CH(NC)CHs), 44.4 (2C, CH;NHCH,).

MS (EST") Ci9H20Ns": 318.21 (100%), C17H1sN4 ™ 275.14.
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O (0]
|/\NH JJ\/CI
N N\) Chlorethanoylchlorid O (\N
> N\)

/Z

<N |
N =N
J "
18 30
MW317,40 MW393,88

5,6-Diphenyl-3-(piperazinyl)-1,2,4-triazin ~ (18) 0.95 mmol 300mg 1.0eq

[M317.4]

Chlorethanoylchlorid [M112.94, r = 1.418] .14 mmol 129mg 1.2eq 0.09 mL
TEA [M101.19, p =0.73] 1.14mmol 115mg 12eq 0.16 mL

300 mg Diphenyl-3-(piperazinyl)-1,2,4-triazin (18, 1.0 eq, 0.95 mmol) wurden mit 0.16 mL
TEA (1.14 mmol, 1.2 eq) in DMF gelost. Chlorethanoylchlorid (0.09 mL, 1.2 eq, 1.14 mmol)
wurde langsam zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde iiber das Wochenende bei RT gertihrt.
DMF wurde im Vakuum entfernt und der resultierende FS aus Ethanol umkristallisiert. 2-Chlor-
1-(5,6-diphenyl-1,2,4-triazin-3-yl)piperazin)-1-ethanamid (30) wurde als gelb-brauner FS in
70 % Ausbeute (304 mg, 0.67 mmol) erhalten.®’

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) 6 =7.47-7.42 (m, 3H, Ha:), 7.38-7.34 (m, 7H,
Har), 4.47 (s, 2H, CH2Cl), 4.00-3.95 (m, 4H, CH2(NCO)CH2), 3.67 (m,
4H, CHZ(NCTriaZin)CHZ).

13C NMR (101 MHz, DMSO-D6) 5=164.9 (CO), 159.2 (C3Triazn), 155.4
(C6rriazin), 148.6 (CStriazin), 136.2 (COrriazin-C1phenyt), 136.1 (CSTriazin-
Clphenyt), 130.2 (2C, CSrriazin-C4phenyl&COTriazin-C4pheny), 129.4 (2C,
C57Triazin-C3&CSphenyt), 128.9 (2C, COrriazin-C3&C5phenyt), 128.3 (2C,
C6Triarin-C2&C6phenyt),  128.2  (2C,  CS57riarin-C2&Chpheny), 44.8
(CAING,H2), 43.2 (CAINCyHa), 42.8 (OCNC,Ha), 42.0 (CHaCI), 41.3
(OCNChH>).
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HRMS (ESI) m/z berechnet fiir C2Hz2iCINsO® [M+H]": 394.1429; gefunden:
394.1439.
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1.0 eq des entsprechenden Arylmethylhalogenids wird in MeOH zusammen mit 1.5 eq TEA
gelost. Dann werden 3.0 eq Piperazin zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird fiir 6 h refluxiert.
Das LM wird am Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch

gereinigt oder ausgefallt.

Br Piperazin N
o —— T Q.
27

129
MW171,04 MW176,26

Benzylbromid (129, 84 %) [M171.04, p=1.43] 3.0mmol 616 mg 1.0eq 0.43mL
Piperazin [84.14] 9.0 mmol 757mg 3.0eq
TEA [M101.19, p =0.73] 4.5mmol 455mg 15eq 0.62mL

N-Benzylpiperazin (27) wurde nach AAV1 dargestellt.
Reinigung: sdulenchromatographisch. DCM:MeOH 10:1
Ausbeute: 528 mg, 3.0 mmol, quantitativ.

Erscheinung: gelblich-weifler FS.

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) & = 7.34-7.23 (m, SH, Ha), 3.46 (s, 2H, Phenyl-
CHz), 2.84 (m, 4H, CH2(NH)CHa), 2.39 (m, 4H, CH2(BzIN)CH®2).

NH nicht sichtbar.

13C NMR (101 MHz, DMSO-D6) §=137.8 (Cla), 128.9 (2C, C3a&C5a,),
128.1 (2C, C2A&C6ar), 126.9 (Cdar), 62.2 (Ar-CHoN), 51.9 (2C,
CH,(NH)CHa), 44.4 (2C, CHa(BenzyIN)CHa,).

HRMS (ESI) m/z berechnet fiir C;1H7N2" [M+H]™: 177.1386; gefunden: 176.1408.
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Br Piperazin N/\l
ﬁ
F/©/\ F/©/\ LUNH, o
® Br
28

130
MwW189,03 MW275,17

4-Fluorbenzylbromid (130) [M189.03, p = 1.53] 3.0mmol 584 mg 1.0eq 0.38 mL
Piperazin [M84.14] 9.0 mmol 757mg 3.0eq
TEA [M101.19, p =0.73] 4.5mmol 455mg 1.5eq 0.62mL

N-(4-Fluorbenzyl)piperaziniumbromid (28) wurde nach AAV1 dargestellt.
Reinigung: Séulenchromatographisch, im Gradienten: DCM:MeOH, 20:1-10:1.
Ausbeute: 812 mg, 2.97 mmol, 99 %.

Erscheinung: gelblich-weifler FS.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & = 7.25-7.21 (m, 2H, H3A:&H54,), 7.01-6.96 (m,
2H, H2A:&H64;), 6.73 (br, 2H, NH2), 3.44 (s, 2H, PhenylCH2), 3.23 (t,
4H, CH2(NH)CH2), *J=3.23Hz), 2.75 (t, 4H, CH2(BzIN)CHa,
5] =2.75 Hz).

13C NMR (101 MHz, CDCL3) 8= 162.3 (d, J=245.8 Hz, C4ar), 132.7 (Clay),
130.6 (C6ar), 130.5 (C2a), 115.6 (CSa), 1153 (C3a), 61.7
(PhenylCH2N), 49.4 (2C, Crip), 43.8 (2C, Crip).

HRMS (ESI) m/z berechnet fiir C11H16FN2" [M+H]": 195.1292; gefunden: 159.1299.
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cl (NH
Piperazin N\)
99¢ |
131 29
MW176,64 MW226,32

1-(Chlormethyl)naphthalen (131) [M176.64, 10.0 mmol 1.767 g 1.0eq 1.5mL

p=1.18]
Piperazin [M84.14] 30.0mmol 2.524g  3.0eq
TEA [M101.19, p =0.73] I5mmol 1.518 mg 1.5eq 2.08 mL

1-Methylnaphthylpiperazin 29 wurde nach AAV1 dargestellt.

Spezial: Es wurde 3 d geriihrt, dabei fiel ein weiler FS aus, der abfiltriert wurde. Das Filtrat
wurde mit Hilfe des Rotationsverdampfers weitestgehend eingeengt, dann wurde H2Odemin.
hineingegossen. Es fiel ein weiler FS aus, der abfiltriert wurde. Die vereinigten FS wurden

analysiert.
Ausbeute: 1.272 g, 56 %, 5.62 mmol.

Erscheinungsbild weiller FS.

IH NMR (400 MHz, DMSO-D6) & = 8.27-8.25 (m, 1H, H8xapiny1), 7.91-7.89 (m,
1H, HSnaphthyl), 7.84-7.81 (m, 1H, HAxaphny), 7.55-7.48 (m, 2H,
H6Napthyl & H7Naphthy1), 7.45-7.42 (m, 2H, H2Napthyl & H3Naphihy1) , 3.82 (s,
2H, NaphthylCH:N), 2.70-2.67 (m, 4H, CH2(NH)CHz), 2.37 (br, 4H,
CH2(NapthCH2N)CH2)

NH nicht sichtbar.

I3C NMR (101 MHz, DMSO-D6) &=134.4 (C8anaphthyl), 134.0 (C4anaphthy),
132.6 (Clnaphthy1), 128.7 (CS5Naphthyt), 128.2 (C3Naphthyl), 127.9 (CAnapthy1),
126.3  (C8Naphthyl), 126.2  (CONaphthy1), 125.7  (CTNaphthy1), 125.3
(C2Naphthyl), 61.6 (NaphthylCH2N), 54.6 (2C, Cpip)., 46.0 (2C, Cpip).
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HRMS (ESI) m/z berechnet fiir C1sHioN2" [M+H]": 227.1543; gefunden: 227.1548.
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1.0 eq des 2-Chlor-1-(5,6-diphenyl-1,2,4-triazin-3-yl)piperazin)-1-ethanamids (30) wurden mit

TEA (1.1 eq) in DMF gelost. Das entsprechende Piperazinderivat (1.1 eq) wurde hinzugefiigt

und das Reaktionsgemisch liber Nacht bis 5d bei RT geriihrt. Das LM wurde im Vakuum

weitestgehend entfernt. Unter der Zugabe von demin. Wasser entstand ein FS der abfiltriert und

aus EtOH umkristallisiert wurde.?!

O (\NJOJ\,Q H"le:)@ O (\ij\/@ /\©

| MW176,26

MW393,88

2-Chlor-1-(5,6-diphenyl-1,2,4-triazin-3-
yl)piperazin)-1-ethanamids (30) [M393.88]
Benzylpiperazin (27) [M176.26]

TEA [M101.19, p =0.73]

N*
43

MW533,68

0.31 mmol 122mg 1.0eq

0.34 mmol 60mg 1.1eq
0.34 mmol 34mg Il.l1eq 0.05mL

2-(4-Benzylpiperazin-1-yl)-1-(4-(5,6-diphenyl-1,2,4-triazin-3-yl)piperazin-1-yl)ethan-1-on

(43) wurde nach AAV?2 dargestellt.
Reaktionszeit: 5 d.
Ausbeute: 100 mg, 61 %, 0.19 mmol.

Erscheinung: gelber FS.
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'TH NMR

3C NMR

IR

HRMS

SmP

(400 MHz, DMF-D7) §=7.76-7.41 (m, 15H, Ha)), 4.41 (br, 1H,
N(CO)CHHPip), 4.10-4.03 (d, 4H, CHx(Triazin-N)CHz, J = 4.07 Hz),
3.83-3.76 (d, CH2(NCO)CHa), 3.48-3.23 (m, 11H, 8H-Benzylpip,
NCH:Phe, N(CO)CHHPip).

(101 MHz, DMF-D7) §=160.8 (C(0)), 158.2 (C3triazin), 156.7
(C5riazin), 150.1 (C6riazin), 137.9 (Clea), 137.8 (2C, Clphe1&Clpner),
131.4 (2C, C4phe1&CApher), 130.8 (4C, C3phe1&CSphet, C3phea&CSpher),
130.2 (4C, C2phe1&C6phet, C2phea&C6phez) 129.7 (Chpa), 129.4 (4C,
Cu), 74.7 (CH,Phe), 65.6 (CH2C(0)), 56.3 (2C, Cpip), 52.6 (2C, Cbip),
44.3 (2C, Cpip), 42.3 (2C, Cbip).

(rein) ¥ = 3505 (w), 3433 (w), 2552 (W), 1639 (s), 1541 (s), 1472 (m),
1444 (m), 1379 (w), 1328 (w), 1236 (m), 1125 (w), 1065 (m), 1032 (w),
995 (w), 964 (m), 918 (), 812 (w), 758 (m), 746 (m), 697 (s), 590 (m),
511 (w), 416 (w).

(ESI) m/z berechnet fiir C3H3sN,O" [M+H]": 534.2976; gefunden:
534.2978.

204 °C.
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Cl
L QL ¢S

e s A (\NJJ\,I\Q A

WA w a A)

L4 MW210,71 I I

N~ N*
SR Q p

MW393,88 MW568,12
2-Chlor-1-(5,6-diphenyl-1,2,4-triazin-3- 0.31 mmol 122mg 1.0eq
yl)piperazin)-1-ethanamids (30) [M393.88]
N-(4-Chlorbenzyl)piperazin (132) [M210.71] 0.34 mmol 60mg 1.1eq
TEA [M101.19, p =0.73] 0.34 mmol 34mg 1.1eq 0.05mL

Verbindung 44 wurde nach AAV2 dargestellt. Die Reinigung erfolgte allerdings

sdaulenchromatographisch an Kieselgel in DCM.
Reaktionszeit: 2 d.
Ausbeute: 155 mg, 88 %, 0.27 mmol.

Erscheinung: gelber FS.

'H NMR (400 MHz, ACETON-D6) & = 7.55-7.53 (m, 2H, Ha,), 7.47-7.43 (m,
3H, Has), 7.38-7.32 (m, 10H, Ha,), 4.08 (m, 2H, Hpip), 3.99 (m, 2H,
Hpip), 3.88-3.85 (m, 2H, Hpip), 3.72-3.70 (m, 2H, Hpip), 3.48 (s, 2H,
NCH:Phe), 3.25 (s, 2H, NCH2CO), 2.83 (br, 1H, HPip), 2.52-2.47 (m,
7H, Hpip).
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13C NMR (101 MHz, ACETON-D6) = 168.6 (CO), 160.7 (C3Triazin), 156.4
(COTriazin), 149.8 (CSrtriazin), 138.7 (Clciphenyipip), 137.8 (COTriazinC 1phe),
137.7 (C51riazinClphe), 132.9 (2C, C51riazinC4phe & COTriazinC4phe), 131.3
2C,  CobmianC2me&Chpe), 1310 (CCl, 1306  (2C,
C57TriazinC2phe &C6phe), 130.0 (2C, CoOTriazinC3phe&CSphe), 129.1 (2C,
C5TriazinC3phe&CSphe), 129.1 (2C, C2ciphenylpip& COCIPhenylpip), 129.0 (2C,
C3c1phenylpip& C5ciphenylpip), 62.5 (CH2Phe), 53.9 (CH2CO), 46.2 (2C,
Crip), 45.0 (2C, Cpip), 44.3 (2C, Cpip), 42.0 (2C, Cpip).

IR (rein) ¥ = 2932 (w), 2866 (w), 2807 (m), 1643 (s), 1599 (w), 1581 (w),
1535 (s), 1488 (m), 1479 (m), 1440 (s), 1372 (w), 1321 (W), 1276 (W),
1268 (w), 1241 (m), 1212 (m), 1181 (w), 1156 (m), 1159 (m), 1129 (m),
1082 (m), 1066 (m), 1045 (w), 1012 (m), 976 (m), 921 (w), 839 (m),
819 (w), 795 (m), 769 (m), 697 (s), 621 (m), 604 (m), 586 (m), 531 (m),
506 (m), 462 (m), 431 (w), 415 (m).

HRMS (ESI) m/z berechnet fiir CsH3sCIN;O® [M+H]": 568.2586; gefunden:
568.2575.
SmP 164 °C.
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F
L O Sope!

O (\NJJ\/CJ I\/N = O (\NJI\/N\) F

Ny N > NN

|k MW194,25 | >
O N~ N*,N
30 O 45

MW393,88 MWS551,67
2-Chlor-1-(5,6-diphenyl-1,2,4-triazin-3- 0.3l mmol 120mg 1.0eq
yl)piperazin)-1-ethanamids (30) [M393.88]
N-(4-Fluorbenzyl)piperazin (28) [M194.25] 0.34 mmol 66mg 1.1eq
TEA [M101.19, p =0.73] 0.34 mmol 35mg Il.leq 0.05mL

Verbindung 45 wurde nach AAV?2 dagestellt.
Reaktionszeit: 3 d.
Ausbeute: 77 mg, 45%, 0.14 mmol.

Erscheinung: gelber FS.

'H NMR (500 MHz, DMSO-D6) § = 7.65-7.19 (m, 14H, Ha,), 4.44-4.33 (m, 1H
Hpip), 4.00-3.94 (m, 3H, Hpip), 3.65-3.46 (m, SH, 3Hpip, CH2p), 3.36-
3.19 (4H, CH2C(0)*, 2Hpip). 3.07-2.61 (m, 7H, Hpip).

*Das Signal liegt unter/iiber dem Wasserpeak.
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3C NMR

IR

HRMS (ESI)

SmP

(101 MHz, DMSO-D6) & =171.7 (CO), 159.2 (Crsiwin5), 157.0 (d,
1J=2493Hz, CF), 155.8 (Crriazin6), 148.6 (Crriazin3), 136.1
(Crriazin6Cphel), 136.1 (CrriazinSCphel), 133.8 (Crruorphenyipipl), 130.3 (d,
°’J=62Hz, 2C,  Crluomphenylpip2&CrFiuomhenyipipb),  129.4,  (2C,

CrriazinS Cprhe4 & Crriazin0Cphed), 129.3 (2C,
C1riazin6Cprhe2 & Criazin6Cpne6), 128.9 (2C,
CriazinS Crhe2 & Criazin 3 Cpneb), 128.3 (2C,
Crriazin0Cphe3 & Crriazin0CpheS), 128.2 (2C, CriazindCpne3 &
CrriazinSCphe5), 115.5 (d, °J=23.0 Hz, 2C,

CFluorphenylpip3&CFluorphenylpipS), 71.4 (CHZ-FIHOIthHYl), 67.9 (CHZCO),
60.1 (Cpip), 58.7 (Cpip), 57.5 (Cpip), 56.9 (Cpip), 50.7 (Cpip), 48.7 (Cpip),
42.9 (Crip), 40.9 (Cpip).

(rein) ¥ = 3514 (w), 3419 (w), 2906 (W), 2656 (W), 2603 (w), 2470 (w),
1646 (m), 1601 (w), 1541 (s), 1514 (m), 1445 (m), 1400 (w), 1380 (w),
1341 (w), 1327 (w), 1310 (w), 1277 (w), 1254 (m), 1225 (m), 1161 (w),
1127 (w), 1065 (m), 1050 (m), 1036 (w), 1018 (w), 1009 (m), 969 (m),
912 (w), 846 (m), 811 (w), 800 (w), 771 (m), 696 (s), 643 (w), 605 (m),
562 (), 539 (W), 504 (w), 470 (), 455 (w), 438 (w), 419 (m).

m/z berechnet fir CsH3sFN;O" [M+H]": 552.2882; gefunden:
552.2889.

210 °C.
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o~
O N ,\OIJ\/ Hl\ll/\\)ns

I MW192,26

MW393,88

2-Chlor-1-(5,6-diphenyl-1,2,4-triazin-3-
yl)piperazin)-1-ethanamids (30)[M393.88]
N-(4-Methoxybenzyl)piperazin (133) [M176.26]
TEA [M101.19, p =0.73]

Verbindung 17 wurde nach AAV2 dargestellt.
Reaktionszeit: 2 d.
Ausbeute: 185 mg, 89 %, 0.34 mmol.

Erscheinung: senf-gelber FS.

=N
SN,
MW549,68

0.38 mmol 150mg 1.0eq

0.42mmol 81mg 1l.leq
0.42mmol 43mg 1.1eq 0.06 mL

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) & 7.47-7.42 (m, 3H, Ha,), 7.37-7.34 (m, 7H,

Ha), 6.93-691 (m,

2H, CH(PipNCa)CH), 6.84-6.82 (m,

CH(CA:OMe)CH), 4.01-3.95 (m, 4H, CHx(Triazin-N)CHz), 3.68 (s,
7H, OCH3, CHx(NCO)CH2) , 3.31-2.96 (m, 10H, 8H Phenylpip,

N(CO)CH:Pip).
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3C NMR

IR

HRMS

SmP

(101 MHz, DMSO-D6) 8=166.8 (CO), 159.2 (Ctriazin3), 155.4
(CTriazinS), 153.2 (COMG), 148.6 (CTriazin6), 144.6 (CMethoxypheny]l),
1361 (Crrian5Crhel),  136.0  (Criiwin6Crrel), 1302 (2C,

CrriazinS Cprhe4 & Crriazin0Crhed), 129.4 (2C,
Crriazin0Cphe3 & Crriazin0CpheS), 128.9 (2C,
Crriazind Crhe3 & CrriazinS Cphe ), 128.3 (2C,
C1riazin6Cprhe2 & Criazin6Cpne6), 128.2 (2C,
CrriazinS Cphe2 & CrriazinS Cphe), 117.6 (2C,
ChMethoxypheny13 & CMethoxypheny1S), 114.3 (2C,

CMethoxypheny12&CMethoxyphenyl6), 55.2 (CHZCO), 52.3 (OCH3), 48.27
(Cprip), 46.6 (Crip), 44.4 (Cpip), 43.4 (Cpip), 43.0 (2C, Cpip), 41.0 (2C,
CPip).

(rein) ¥ = 3366 (W), 2823 (w), 1645 (m), 1526 (s), 1510 (s), 1476 (m),
1440 (m), 1379 (w), 1327 (w), 1280 (w), 1236 (s), 1179 (w), 1112 (w),
1125 (w), 1064 (w), 1032 (m), 1014 (m), 995 (m), 925 (w), 821 (m),
771 (m), 698 (s), 602 (m), 532 (m), 438 (W).

(ESI) m/z berechnet fiir C32H37N702%" [M+H]*": 275.6499; gefunden:
275.6511.

(ESI) m/z berechnet fiir C3H3sN70>" [M+H]": 550.2925; gefunden:
550.2918.

97 °C.
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~ O

i ) g
l/\NJj\/CI HN\) Q |/\N
O 134 NJ\/N\)
Ng N - O
| MW162,24 NYN\)
N’ L4
S
30 41
MW393,88 MW519,65
2-Chlor-1-(5,6-diphenyl-1,2,4-triazin-3- 0.31 mmol 120mg 1.0eq

yl)piperazin)-1-ethanamids (30) [M393.88]
N-Phenylpiperazin (134) [M162.24, p = 1.06]
TEA [M101.19, p =0.73]

Verbindung 41 wurde nach AAV1 dargestellt.
Reaktionszeit: iiber Nacht.
Ausbeute: 107 mg, 66 %, 0.21 mmol.

Erscheinung: gelber kristalliner FS.

TH NMR

I.1eq 0.05mL
I.1eq 0.05mL

0.34 mmol 55 mg
0.34 mmol 34 mg

(400 MHz, DMSO-D6) 6 = 7.47-7.33 (m, 10H, Ha,), 7.22-7.18 (m, 2H,

H3phenylpip& HSphenylpip), 6.94-6.92  (d, 2H, H2phenylpip&HOphenylpip,
J=8.5Hz), 677 (t, 1H, Hphenyipip, J = 7.4 Hz), 3.98-3.93 (m, 4H,
CH2(NCOCH,)CHa), 3.78-3.65 (m, 4H, CHa(TriazinN)CHz), 3.29 (s,
2H, (CO)CH:N), 3.16-3.14 (m, 4H, Hppp), 2.61 (m, 4H, Hpip).
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3C NMR

IR

HRMS

SmP

(101 MHz, DMSO-D6) &=167.7 (CO), 159.3 (C3triazin), 155.4
(COTriazin), 151.0 (C5Triazin), 148.5 (Clphenylpip), 136.2 (CSriazin-Clphe),
136.1 (CArriazin-Clpne), 130.2 (2C, CAtriazin-C4phe & CS5Triazin-C4phe),
129.4 (2C, Cprhenylpip3&CrhenylpipS), 128.9 (2C, CS5riazin-C3phe & CSphe),
128.9 (2C, C41riazin-C3phe&C5phe), 128.3 (2C, CStriazin-C2phe & C6phe),
128.2 (2C, CArriazin-C2pne&Cbphe), 118.8 (CAphenypip), 115.4 (2C,
C2phenylpip& C6phenylpip), 60.6 (N(CO)CH»), 52.5 (2C,
CH>(NCH:CO)CHa), 483 (2C, CHax(NPhe)CH:), 44.8 (CHa(N-
Trazin)), 43.7 CHa(N-Trazin)), 43.1 (CH2(NCOY)), 40.2 ((CH2(NCO)).

(rein) ¥ = 2891 (w), 2829 (w), 1639 (s), 1600 (m), 1579 (w), 1523 (s),
1504 (s), 1487 (m), 1470 (m), 1455 (m), 1436 (s), 1380 (m), 1325 (m),
1304 (m), 1283 (m), 1272 (m), 1239 (s), 1223 (s), 1178 (m), 1155 (m),
1113 (w), 1113 (m), 1099 (w), 1077 (w), 1036 (m), 1022 (m), 1006 (s),
975 (s), 917 (m), 875 (w), 844 (w), 829 (m), 816 (m), 755 (s), 697 (),
686 (s), 627 (m), 597 (m), 551 (W), 525 (m), 465 (w), 451 (m), 435 (m),
406 (w).

(ESI) m/z berechnet fiir C31H34N;O0" [M+H]": 520.2819; gefunden:
520.2822.

166 °C.
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0 \.O
87
I/\NJJ\/CI (\N \o
O N\YN\) N -
| 135
O N° MW164,22
30
MW393,88

2-Chlor-1-(5,6-diphenyl-1,2,4-triazin-3-
yl)piperazin)-1-ethanamids (30) [M393.88]
Methylsulfonylpiperazin (135) [M164.22]

TEA [M101.19, p =0.73]

Verbindung 51 wurde nach AAV2 dargestellt.

Reaktionszeit: iiber Nacht.
Ausbeute: 112 mg, 63%, 0.20 mmol.

Erscheinung: gelber FS.

TH NMR

9

51
MW521,64

0.3l mmol 120mg 1.0eq

0.34 mmol 56mg 1.1eq

0.34 mmol 34 mg

I.1eq 0.05mL

(400 MHz, DMSO-D6) 6 = 7.47-7.42 (m, 3H, Har), 7.37-7.34 (m, 7H,

Ha), 3.98-3.93 (m, 4H, CH2(NTriazin)CHz), 3.71-3.65 (m, 4H,

CH2(NCO)C

H:), 3.36 (s,

IH, N(CO)CHaHp), 3.30 (s,

1H,

N(CO)CH.Hp), 3.15 (br, 4H, CH2(NSO,Me)CHz), 2.88 (s, 3H,
S0,CH3), 2.61 (br, 4H, CH2(NCH,CO)CH>).
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3C NMR

IR

HRMS

SmP

(101 MHz, DMSO-D6) 8=167.4 (CO), 159.3 (C3riazn), 155.5
(CS5riazin), 148.6 (C6rriazin), 136.2 (C5Triazin-Clphe), 136.1 (2C, COrriazin-
C4pne&C5Triazin-C4phe), 130.3 (COrriazin-Clpne), 129.5 (2C, CS5Triazin-
C3pne&C5phe), 128.9 (2C, COTriazin-C3phe&CSphe), 128.3 (2C, CStriazin-
C201e&C6phe), 128.3 (2C, COTriazin-C2pne&Chpie), 51.7 ((COYCH:N),
45.4 (2C, Cprip), 44.7 (Cpip), 43.7 (Cpip), 43.1 (2C, Cpip), 40.9 (2C, Cpyp),
33.8 (SO.CH).

(rein) ¥ = 2896 (W), 2848 (W), 2225 (W), 2025 (w), 1977 (w), 1642 (m),
1526 (s), 1579 (w), 1476 (m), 1441 (s), 1379 (m), 1340 (s), 1324 (m),
1226 (m), 1157 (s), 1080 (m), 1064 (m), 1026 (m), 998 (m), 959 (s),
842 (w), 818 (w), 773 (s), 698 (s), 686 (s), 637 (w), 602 (m), 569 (W),
518 (s), 457 (W).

(ESI) m/z berechnet fiir C26H32N703S™ [M+H]": 522.2282; gefunden:
522.2282.

98 °C.
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(\Nﬁ\,m ] N(J’@/ 0 (\N/©/

O N N\) - O l/\NJj\/N\)
| 75 Ng N
O N MW196,68 I Y
S
30 42
MW393,88 MW554,10
2-Chlor-1-(5,6-diphenyl-1,2,4-triazin-3- 0.3l mmol 120mg 1.0eq
yl)piperazin)-1-ethanamids (30) [M393.88]
N-(4-Chlorphenylpiperazin (136) [M196.68] 0.34 mmol 56mg 1.1eq
TEA [M101.19, p =0.73] 0.34 mmol 34mg 1l.leq 0.05mL

Verbindung 42 wurde nach AAV2 dargestellt.
Reaktionszeit: 3d.
Ausbeute: 137 mg, 80 %, 0.25 mmol.

Erscheinung: gelber FS.

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) & = 7.46-7.42 (m, 3H, Ha,), 7.37-7.33 (m, 7H,
Har), 7.25-7.22 (m, 2H, Heiphenyipip3&HciphenyipipS), 6.97-6.95 (m, 2H,
Hiphenytpip2 & Hiphenypip6) 4.00-3.94 (m, 4H, Hpip), 3.72-3.68 (m, 4H,
Hpip), 3.36-3.21 (m, 7H, (CO)CH2&Hpiy), 2.79 (br, 3H, Hpip).
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13C NMR (101 MHz, DMSO-D6) &=167.3 (CO), 159.2 (C3triazin), 148.5
(C6Trazin), 1362 (CStaiazin), 136.1  (Clemhenypip)s  130.2 (2C,
C5711iazinC 1 pre & COriazinClpne), 129.4 (2C, C3ciphenylpip& CSciPhenylpip),
128.9 (2C, CS571riazinC3phe&CSphe), 128.6 (2C, COTriazinC3phe & CSphe),
128.3 (2C, Co6TriazinC2phe&C6phe), 128.2 (2C, C5TriazinC2phe & C6phe),
117.5 (CCI), 117.0 (2C, C2ciphenylpip&COCIPhenylpip), 52.1 (COCH2N),
44.5 (2C, Cpip), 43.5 (2C, Cpip), 43.0 (2C, Cpip), 40.9 (2C, Cpip).

IR (rein) ¥ = 2820 (W), 2848 (w), 1647 (m), 1596 (w), 1527 (s), 1496 (s),
1478 (w), 1443 (m), 1381 (m), 1330 (w), 1304 (w), 1281 (w), 1236 (s),
1179 (w), 1140 (w), 1081 (w), 1064 (m), 1026 (w), 997 (m), 976 (m),
924 (w), 818 (m), 772 (m), 699 (s), 637 (w), 602 (m), 557 (w), 526 (m),
453 (w), 408 (W).

HRMS (ESI) m/z berechnet fiir C31H33CIN,O" [M+H]": 524.2430; gefunden:
524.2441.
SmP 96 °C.
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N _N
I N 136 | N N\)
O NN MW141,60 .
N
30 O 49

MW393,88 MW499,02
2-Chlor-1-(5,6-diphenyl-1,2,4-triazin-3- 0.31 mmol 120mg 1.0 eq
yl)piperazin)-1-ethanamids (30) [M393.88]
4-Chlorbenzylamin (136) [98%, M141.60, 0.34 mmol 49mg 1l.1eq 0.04 mL
r=1.16]
TEA [M101.19, p =0.73] 0.34 mmol 34mg 1l.leq 0.05mL

Verbindung 49 wurde nach AAV2 dargestellt.

Reaktionszeit: 3 d.

Ausbeute: 68 mg, 44 %, 0.14 mmol.

Erscheinung: gelber FS.

TH NMR

3C NMR

(500 MHz, DMSO-D6) & = 7.46-7.33 (m, 14H, Ha), 3.93-3.29 (m,
13H, 8Hpip, CHz2p,1, CH2C(O)NH).

(126 MHz, DMSO-D6) &=169.5 (C(O)), 159.2 (C3tsiazin), 155.4
(CSTriazin), 148.5 (Crriazin6), 139.7 (Clchiorbenzytamin), 136.2 (CSTriazin-
Clpher), 136.1  (CArrazin-Clene2), 131.1  (CCl), 130.2 (2C,
Crne14&Crhe24), 129.7  (2C, Cprre23&Crne25), 1294  (2C,
Crhe13&Cphe1d), 128.9 (2C, Cchiorbenzylamin2 & Cchlorbenzylamin6), 128.2
(2C, Cchiorbenzylamin3&Cchlorbenzylamind), 128.2 ( 2C, Cphe12&Cphe16),
128.0 (2C, Cpne22&Cprne26), 51.9 (CHzchlorbenzylamin), 49.4 (CH2C(0)),
43.3 (2C, Cpip), 43.02C, Crip).

515



Zweiter Teil: Design und Synthese von Liganden zur Adressierung von elF4A

IR (rein) ¥ = 3311 (w), 2854 (W), 1655 (s), 1538 (s), 1504 (m), 1478 (s),
1427 (s), 1377 (m), 1333 (w), 1281 (m), 1257 (m), 1225 (s), 1182 (w),
1172 (w), 1141 (w), 1127 (w), 1082 (m), 1063 (m), 1025 (m), 1014 (m),
998 (m), 966 (m), 926 (w), 835 (m), 806 (m), 769 (m), 696 (s), 671 (m),
620 (), 602 (m), 577 (w), 527 (m), 497 (W), 475 (w), 453 (W), 436 (),
421 (w), 403 (w).

HRMS (ESI) m/z berechnet fiir C2sHasCINO" [M+H]": 499.2008; gefunden:
499.2011.
SmP 187 °C.
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Q H,N
No _N Cl N N
| Y ~ o N=N _/<_NH
O NN MW127,5710
30 46 Cl

MW393,8750 MW484,9880
2-Chlor-1-(5,6-diphenyl-1,2,4-triazin-3- 0.3l mmol 120mg 1.0eq
yl)piperazin)-1-ethanamids (30) [M393.88]
p-Chloranilin (137) [M127.57] 0.34 mmol 44mg 1l.leq
TEA [M101.19, p =0.73] 0.34 mmol 34mg 1l.leq 0.05mL

Verbindung 46 wurde nach modifizierter AAV2 (s.u.) dargestellt.
Reaktionszeit: 3 d bei RT und 2 h unter Reflux.
Ausbeute: 40 mg, 27 %, 0.14 mmol.

Erscheinung: gelber FS.

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) § = 7.47-7.42 (m, 3H, Hay), 7.38-7.34 (m, 7H,
Har), 7.11-7.09 (m, 2H, H3aniin&HS5anitin), 6.71-6.69 (m, 2H,
H2 Anilin&H6 Anilin), 5.85 (t, 1H, NH, J=5.1 Hz), 4.01-3.99 (m, 4H,
CHz(NTriazin)CHz2), 3.94 (br, 2H, CH:CO), 3.70 (br, 4H,
CH2(NCO)CHa2).
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3C NMR

IR

HRMS

SmP

(101 MHz, DMSO-D6)=3 167.9 (CO), 159.2 (C3triazin), 155.4
(C57riazin), 148.5 (C67riazin), 147.1 (Clanilin), 136.2 (CO6Triazin-C lphe),
136.1 (2C, C5Triazin-C4phe&COTriazin-C4pne), 130.2 (CSriazin-C1phe),
129.4 (2C, COTriazin-C2phe&C6phe), 128.9 (2C, CStriazin-C2phe & C6phe),
128.4 (2C, COTriazin-C3phe&C5Sphe), 128.3 (2C, CStriazin-C3phe&CSphe),
1282 (2C, C3mnin&CSamin), 1193  (CCI), 1139 (2C,
C2 Anilin&Cbanilin), 44.7 (CH2CO), 43.5 (Cpip), 43.2 (Cpip), 43.0 (Cpip),
41.0 (Crip).

(rein) ¥ = 3355 (w), 2851 (w), 1646 (s), 1599 (w), 1574 (w), 1525 (s),
1504 (s), 1438 (s), 1398 (m), 1382 (m), 1326 (m), 1314 (m), 1282 (W),
1231 (s), 1176 (m), 1145 (w), 1102 (w), 1079 (m), 1067 (m), 1029 (m),
1008 (s), 997 (m), 973 (m), 960 (m), 923 (W), 843 (W), 816 (W), 808
(m), 767 (m), 700 (s), 638 (), 603 (m), 531 (m), 506 (m), 468 (w), 438
(w), 430 (w).

(ESI) m/z berechnet fiir C27H26CINO" [M+H]": 485.1851; gefunden:
485.1840.

202 °C.
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o
Q HsN
3
O l/\NJk/CI O;\O/\
Ng N
I 138
O NN MW139,58
30
MW393,88

2-Chlor-1-(5,6-diphenyl-1,2,4-triazin-3-
yl)piperazin)-1-ethanamids (30) [M393.88]
Glycinethylester HCI1 (138) [M139.58]
TEA [M101.19, p =0.73]

Verbindung 52 wurde nach AAV2 dargestellt.

| N
’ '\an/\”/\[ro\/

52
MW460,54

3
=z

\

0.20 mmol 78 mg 1.0eq

0.22mmol 31mg 1.1eq
0.22 mmol 40mg 2.0eq 0.05mL

Die Reinigung erfolgte allerdings

sdulenchromatographisch an Kieselgel in DCM:MeOH (20:1).

Reaktionszeit: 2 d bei RT.
Ausbeute: 51 mg, 55 %, 0.11 mmol.

Erscheinung: gelber FS.

TH NMR

(400 MHz, CDCl3) 6 = 7.52-7.27 (m, 10H, Ha:), 4.50-3.64 (m, 14H,

8Hpip, N(CO)CHz2, OCH2CH;3, NCH2CO), 1.33-1.23 (m, 3H, CH,CH3).
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13C NMR (101 MHz, CDCl5) & =166.5 (NCOCH:N), 163.8 (NCH2COOEY),
154.1 (Cb6rriazin), 151.5 (C57riazin), 149.5 (C3triazin), 136.3 (2C, C5Triazin-
C4phe&C6Triazin-C4phe), 130.6 (2C, C57riazin-C1pne&C6riazin-C1phe),
129.8 (2C, COTriazin-C2phe&C6phe), 129.3 (2C, CStriazin-C2phe & C6phe),
128.5 (2C, COTriazin-C3phe&C5Sphe), 128.4 (2C, CStriazin-C3phe&CSphe),
62.3 (CH2CHs), 60.5 (NCH,CON), 44.7 (Cpip), 43.5 (Cpip), 44.3 (Cpip),
42.1 (Crip), 33.11 (NCHACO), 14.15 (OCH>CHs).

IR (rein) ¥ = 3333 (w), 3056 (w), 2982 (W), 2902 (W), 2859 (W), 1736 (m),
1647 (s), 1578 (w), 1523 (s), 1475 (s), 1437 (s), 1377 (s), 1326 (m),
1280 (m), 1228 (s), 1196 (s), 1128 (m), 1107 (w), 1080 (m), 1063 (m),
1024 (s), 975 (), 842 (), 815 (w), 771 (s), 697 (s), 638 (m), 623 (W),
601 (), 533 (m), 439 (w).

HRMS (ESI) m/z berechnet fiir C2sHaoN¢O2" [M+H]": 461.2296; gefunden:
461.2299.
SmP 86 °C.
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¢ T Qs fe
NS SH N _S

N HO N (0]
Y o

O N MW92, 11 O N

10 24
MW279,36 MW323,37

3-(Methylsulfanyl)-5,6-diphenyl-1,2,4-triazin 20mmol 558mg 1.0eq
(10) [M279.36]
Sulfanylessigsédure (139) [M92.11, p = 1.33] 20.0 mmol 1.842¢g 10.0eq 1.40mL

TEA [M101.19, p = 0.73] 20.0 mmol 2.024g 10.0eq 2.77 mL

558 mg (2.0 mmol, 1.0 eq) des Triazins 10 wurden in 1.40 mL (20.0 mmol, 10.0 eq, 1.842 g)
Sulfanylessigsdure (140) und 2.77 mL (20.0 mmol, 10.0 eq, 2.024g) TEA geldst und fiir 4 h
refluxiert. Bei RT wurde 1 M HCI zugegeben. Der sich bildende Schleim wurde abfiltriert, der
Riickstand in einem MeOH/EtOH 1:1 Gemisch gelost, das LM am Rotationsverdampfer
entfernt und der Riickstand anschlieend in EtOAc aufgenommen. Dabei bildete sich ein weil3er
FS, dieser wurde abfiltriert, das LM des Filtrats am Rotationsverdampfer entfernt und das
Rohprodukt sdulenchromatographisch in DCM:MeOH im Gradienten (40:1-10:1) gereinigt.
Das Produkt 24 wurde als gelbes Harz in 52% (336 mg, 1.04 mmol) erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCls) § = 7.54-7.30 (m, 10H, Ha,), 6.03 (br, s, 1H, NH"),
4.09 (s, 1H SCHaH,CO,H), 3.48 (s, 1H, SCH,H»CO2H).

HRMS (ESI) m/z berechnet fiir C2sH2oN¢O2" [M+H]": 324.0801; gefunden:
324.0810.
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/Z

SN
S« Ethylendiamin IN N\/\NH2

Z.
z

z
z

10 19
MW279,36 MW291,36
Triazin [M279.36] 4.0mmol 1.116 g 1.0eq
Ethylendiamin [M78.12] q.s. q.s. q.s.

Triazin 10 (4.0 mmol, 1.116 g, 1.0 eq) wurde in Ethylendiamin geldst und fiir 4 h gekocht. Das

Gemisch kiihlte tiber Nacht auf RT ab, wobei sich ein gelber FS bildete. Dieser wurde abfiltriert.

Verbindung 19 wurde in 37 % Ausbeute als gelber FS erhalten (430 mg, 1.48 mmol).

TH NMR

3C NMR

HRMS

(400 MHz, CHLOROFORM-D) 6 = 7.43-7.41 (m, 2H, Har), 7.38-7.33
(m, 3H, Har), 7.29-7.24 (m, 5H, Har), 6.49 (br, 1H, Triazin-NHCH>),
3.70-3.69 (m, 2H, Triazin-NHCH2), 3.09-3.06 (m, 2H, CH2NH>), 3.05
(br, 2H, NH2).

(101 MHz, DMSO-D6) 6 = 151.9 (C3triazin), 142.4 (CS5triazin), 138.5
(C6rriazin), 136.6 (2C, COTriazin-C4phe&CSTriazin-C4pne), 130.0 (2C,
COTriazin-C 1 phe &C5Triazin-Clphe), 129.3 (2C, CO6Triazin-C3phe&C5Sphe),
128.9 (2C, COTriazin-C2phe&C6bphe), 128.2 (2C, CStriazin-C2pne & C6phe),
128.0 (2C, C5Triazin-C3phe&C5phe), 44.4 (Triazin-NHCH»), 41.0
(CH2NH>).

(ESI) m/z berechnet fiir Ci7HisNs'™ [M+H]": 292.1557; gefunden:
292.1569.
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O O O
H
N ~NH Furan-2-carbonychlorid NapNe~y o,
2 > N H 1y
A "
32
MW385,43

19 [M291.15] 0.30 mmol 88 mg 1.0eq
TEA [M101.19, p =0.73] 0.33mmol 33mg 1l.1eq 0.05mL

Furan-2-carbonylchlorid [M129.98, p=1.32] 0.33 mmol 43mg 1.1eq 0.03mL

88 mg (0.30 mmol, 1.0 eq) der Verbindung 19 und TEA (0.05 mL, 0.33 mmol, 1.1 eq) wurden

in THF gelost. 0.03 mL (0.33 mmol, 1.1 eq) Furan-2-carbonylchlorid wurden hinzugetropft.

Das Reaktionsgemisch wurde 3 d bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde am

Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt in Aceton aufgenommen und bei RT 3 d

geriihrt. Das Losungsmittel wiederum unter verminderten Druck entfernt und das Rohprodukt

sdulenchromatographisch im Gradienten EtOAc:Pen 1:1-4:1 gereinigt. N-(2-((5,6-Diphenyl-

1,2,4-triazin-3-yl)amino)ethyl)furan-2-carboxamid (32) wurde inkl. leichter Verunreinigungen

quantitativ als pinker FS (116 mg, 0.3 mmol) erhalten.

'TH NMR

3C NMR

(400 MHz, CDCls) 6 =7.50-7.21 (m, 10H, Ha,), 7.01-7.00 (m, 1H,
5Hruryl), 6.49-6.48 (m, 1H, 3Hpury), 6.40-6.39 (m, 1H, 4Hpury), 4.63-
4.60 (m, 2H, Triazin-NHCH?2), 3.83 (m, 2H. CH2NH,).

(101 MHz, CDCI3) § = 161.6 (C5Triazin), 160.1 (CO), 158.9 (C3riazin),
147.9 (Cleuryl), 144.7 (CArury), 144.2 (Criazin), 134.9 (C6TriazinC Lphe),
1348 (C5mriazinClpne), 1313 (CStrianCéene), 1299  (2C,
C6riainC3&C5phe),  129.8  (COmriaznCdrne), 1295 (2C,
C51riazinC3&CSphe), 128.8 (2C, C5triarinC2&C6pne), 128.60 (2C,
C6TriarinC2&C6pne),  118.1  (C2pury), 1124 (C3pury), 46.6
(NHCH,CH,NHCO), 39.3 (NHCH,CH,NHCO).
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HRMS (ESI) m/z berechnet fiir C22H2oNsO," [M+H]": 386.1612; gefunden:
386.1611.
SmP: nicht gemessen, da das Produkt auf Grund seiner Zersetzungstendenz

zur Messung unbrauchbar ist.
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1.0 eq des entsprechenden Stickstoffnukleophils werden mit 1.2 eq TEA in Toluol gelost.
1.2 eq Chloracetylchlorid werden langsam zugetropft und das Reaktionsgemisch fiir 3 h-4 d bei
RT gertihrt. Nach vollstindigem Umsatz wird Wasser in die Reaktion gegossen. Das
Rohprodukt wird in EtOAc extrahiert, die organischen Phasen vereinigt und mit wassr. ges.
NaCl-Lsg. gewaschen. Die organische Phase wird liber MgSO4 getrocknet und das LM am
Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch im passenden

Laufmittel gereinigt.

0]
’\OH Chlorethanoylchlorid l/\NJ\/CI
@r > ©/N\)
134 77
MW162,24 MW238,72

N-Phenylpiperazin (141) [M162.24, p=1.06] 5.0 mmol 811 mg 1.0eq 0.76 mL
Chlorethanoylchlorid [M112.94, p = 1.42] 6.0 mmol 678 mg 1.2eq 048 mL
TEA [M101.19, p =0.73] 6.0 mmol 607mg 1.2eq 0.83 mL

2-Chlor-1-(4-phenylpiperazin-1-yl)ethan-1-on (77) wurde nach AAV3 dargestellt.
Reaktionszeit: 3 h.

Laufmittel: EtOAc:cHex 1:2.

Ausbeute: 1.084 g, 91%, 4.5 mmol.

Erscheinung: orange-kristalliner FS.

525



Zweiter Teil: Design und Synthese von Liganden zur Adressierung von el[F4A

'TH NMR

3C NMR

HRMS

(400 MHz, DMSO-D6) & = 7.26-7.21 (m, 2H. H3A&H54:), 6.97-6.95
(m, 2H, H2A&H64:), 6.83-6.80 (m, 1H, Hd,), 4.42 (s, 2H, CH2CO),
3.61 (br, 4H, CH2(N-Phe)CHb), 3.18-3.12 (m, 4H, CH2(NCO)CHb).

(101 MHz, DMSO-D6) 6=164.6 (CO), 150.6 (Clar), 129.0 (2C,
C3a&C54r), 119.4 (C4ar), 115.9 (2C, C24:&C6Har), 48.5 (PheNCaHb),
48.1 (PheNCpHz), 45.1 ((CO)NCaHz), 41.8 (CH.CO), 41.4
((CO)NCpH>).

(ESI) m/z berechnet fiir Ci2H16CIN2O" [M+H]": 239.0946; gefunden:
239.0949.

526



Zweiter Teil: Design und Synthese von Liganden zur Adressierung von el[F4A

76

MW196,68 MW273,16

N-(4-Chlorphenyl)piperazin (75) [M196.68] 2.0 mmol 393 mg 1.0eq
Chlorethanoylchlorid [M112.94, p=1.42] 24 mmol 271 mg 1.2eq 0.19mL

TEA [M101.19, p = 0.73] 24mmol 243mg 1.2eq 033mL

2-Chlor-1-(4-(4-chlorphenyl)piperazin-1-yl)ethan-1-on (76) wurde nach AAV3 dargestellt.

Reaktionszeit: 4 d.

Laufmittel: EtOAc:cHex 1:2-1:1.

Ausbeute: 493 g, 90 %, 1.8 mmol.

Erscheinung: weiller FS.

TH NMR

3C NMR

HRMS

(400 MHz, DMSO-D6) & = 7.27-7.23 (m, 2H, H3A:&H54:), 6.99-6.95
(m, 2H, H2A:&H64), 4.4 (s, 2H, CH2C0), 3.60 (t, 4H, CHz(N-
Phe)CHz, 3J = 3.60 Hz), 3.19-3.13 (m, 4H, CH2(NCO)CH3).

(101 MHz, DMSO-D6) &=164.7 (CO), 149.5 (Clar), 128.7 (2C,
C3a:&C54r), 122.9 (CCl), 117.3 (2C, C24:&C64r), 48.3 (PheNCaHb),
47.9 (PheNCpHz), 45.0 ((CO)NCaHz), 41.9 (CH2CO), 41.3
((CO)NCpH»).

(ESI) m/z berechnet fiir C12HisCLbN>O" [M+H]": 273.0556; gefunden:
273.0559.
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N Chiorethanoylchlorid /©/\ N
C|/©/\ K/)\‘H > c I\/NTI/\C'
O

132 78
MwW210,71 Mw287,18

4-Chlorbenzylpiperazin (132) [M210.71, p=1.14] 2.0 mmol 421 mg 1.0eq 0.37mL
Chlorethanoylchlorid [M112.94, p = 1.42] 24mmol 271mg 12eq 0.19mL
TEA [M101.19, p =0.73] 24 mmol 243mg 1.2eq 0.33mL

2-Chlor-1-(4-(4-chlorbenzyl)piperazin-1-yl)ethan-1-on (78) wurde nach AAV3 dargestellt.
Reaktionszeit: 4 d.

Laufmittel: EtOAc:cHex 1:1.

Ausbeute: 241 g, 42 %, 0.84 mmol.

Erscheinung: gelbes Ol.

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) & =7.40-7.32 (m, 4H, Ha,), 4.34 (s, 1H,
CH.HCl), 4.34 (s, 1H, CH,H»Cl), 3.49-3.44 (m, 6H, PheCH:&
CH2(NCO)CHa), 2.38-2.31 (m, 4H, CH2(NCH,Phe)CHb).

13C NMR (101 MHz, DMSO-D6) & = 165.1 (CO), 137.4 (CCl), 132.1 (Clphe),
131.2 (2C, C3pre&CSphe), 128.7 (2C, C2pne&C6phe), 61.3 (CHaPhe),
53.0 (CH2(NPhe)CHb), 52.5 (CHa(NPhe)CHa), 45.9 (CH2(NCO)CHa),
42.3 (CICH,CO), 42.2 (CH2(NCO)CHy).

HRMS (ESI) m/z berechnet fiir C13H7CLbN2O" [M+H]": 287.0712; gefunden:
287.0717.
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0]
/O\©\/ I/\NH Chlorethanoylchlorid o J\/CI
> N
b S8

140 79
MW206,29 MwW282,77

1-(4-Methoxybenzyl)piperazin (140) [M206.29] 2.0 mmol 413 mg 1.0eq
Chlorethanoylchlorid [M112.94, p = 1.42] 24mmol 271mg 12eq 0.19mL
TEA [M101.19, p =0.73] 24mmol 243mg 12eq 033mL

2-Chlor-1-(4-(4-methoxybenzyl)piperazin-1-yl)ethan-1-on (79) wurde nach AAV3 dargestellt.
Reaktionszeit: 2 d.

Laufmittel: EtOAc:cHex 1:1.

Ausbeute: 426 g, 75 %, 1.51 mmol.

Erscheinung: gelbes Ol.

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) 8 = 7.21-7.20 (m, 2H, H2A:&H64:) 6.91-6.87
(m, 2H, H34:&H540), 4.35 (s, 1H, CHaHyCl), 4.33 (s, 1H, CH,H5Cl),
3.75-3.73 (m, 3H; CH3), 3.43 (br, 6H, PheCH2&CH>(NCO)CHb),
2.37-2.31 (m, 4H, CH2(NCH,Phe)CH2).

13C NMR (101 MHz, DMSO-D6) & = 165.0 (CO), 158.9 (COCHz), 130.7 (2C,
C1a&C6ar), 130.0 (Clar), 114.1 (2C, C3a&C5a), 61.7 (CHaPhe).
55.5 (OCH3), 53.0 (CHy(NPhe)CHa), 52.4 (CHx(NPhe)CHa), 45.9
(CH,(NCO)CHa), 42.4 (CICH,CO).

HRMS (ESI) m/z berechnet fiir C14H20CIN2O," [M+H]": 283.1208; gefunden:
283.1211.
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0
O l/\)\lH Chlorethanoylchlorid> O l/\NJJ\/CI

N
@ W
29 80
MW226,32 MW302,80
Piperazin 29 [M226.32] 24mmol 550mg 1.0eq

Chlorethanoylchlorid [M112.94, p=1.42] 2.9 mmol 329mg 12eq 0.23mL
TEA [M101.19, p =0.73] 29 mmol 295mg 1.2eq 040mL

2-Chlor-1-(4-(naphthalen-1-ylmethyl)piperazin-1-yl)ethan-1-on (80) wurde nach AAV3
dargestellt.

Reaktionszeit: 5 h.
Laufmittel: EtOAc:cHex 1:2.
Ausbeute: 787 g, 75 %, 1.51 mmol.

Erscheinung: rot-braunes Harz.

'H NMR (400 MHz, CDCls) § = 8.20-8.18 (m, 1H, H8Naph), 7.91-7.88 (m, 2H,
Hiaph), 7.68-7.66 (m, 1H, Hyapn), 7.60-7.46 (m, 3H, Hxaph), 4.33 (s, 2H,
CH:2Cl), 4.04 (s, 2H, Naph-CHz), 3.82-3.72 (m, 4H, CH2(NCO)CHb),
2.89-2.83 (m, 4H, CH2(NCH,Naph)CHa).

13C NMR (126 MHz, DMSO-D6) §=165.49 (C(O)), 134.0 (Cupn8a), 132.7
(Craphda), 1322 (Cnapnl), 130.9 (Cnaph3), 129.3 (CnapnS), 127.6
(CNaph2), 126.8 (Craph8), 125.9 (CNaph2&Chaph7), 124.6 (Craph6), 63.0
(CH:Cl), 55.5 (2C, Crip), 51.2 (Crip), 50.9 (Cpip).

HRMS (ESI) m/z berechnet fiir C17H20CIN2O" [M+H]": 303.1259; gefunden:
303.1267.
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H
NH, Chlorethanoylchlorid
O - e
Cl Cl 0
81

137
MW127,57 MW204,05
4-Chloranilin (137) [M127.57] 5.0 mmol 638mg 1.0eq
Chlorethanoylchlorid [M112.94, p=1.42] 6.0 mmol 678 mg 1.2eq 048 mL
TEA [M101.19, p =0.73] 6.0 mmol 607mg 1.2eq 0.83 mL

2-Chlor-N-(4-chlorphenyl)acetamid (81) wurde nach AAV3 dargestellt.

Reaktionszeit: 4 d.

Laufmittel: EtOAc:cHex 1:1.

Ausbeute: 426 g, 75%, 1.51 mmol.

Erscheinung: beiges Pulver.

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) = 10.40 (s, 1H, NH), 7.63-7.61 (m, 2H,

H2A&H6a), 7.40-7.37 (m, 2H, H3a&HS5x), 425 (s, 1H,
NCOCHaHy), 4.25 (s, |H, NCOCH,Hb).

13C NMR (101 MHz, DMSO-D6) § 164.7 (CO), 137.4 (Clanin), 128.7 (2C,
C3 anilin&CSanilin), 127.4 (CCI), 120.9 (2C, C2anilin&COanilin), 43.5
(CH,CO).

HRMS (ESI) m/z berechnet fiir CsHsCI,NO"™ [M+H]": 203.9977; gefunden:
203.9971.

(ESI) m/z berechnet fiir CsH7CI,NaNO* [M+H]*: 225.9797; gefunden:
225.9787.
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Zweiter Teil: Design und Synthese von Liganden zur Adressierung von el[F4A

1.0 eq Phenytoin (54) und 1.1 eq KOH werden in DMF gelost. 1.2 eq des Elektrophils werden
zur Losung gegeben und das Reaktionsgemisch bei RT iiber Nacht oder bis zu 4d gerihrt.
Danach wird Wasser in den Ansatz gegossen und das Rohprodukt in EtOAc extrahiert und mit
gesittigter wéssriger NaCl-Losung gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen werden
iiber MgSO4 getrocknet. Das LM wird am Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt

sidulenchromatographisch gereinigt.”*

0 o)

PN

HNJLNH BnzBr HN™ °N
O = OO
J g

54 87
MW252,27 MW342,40
Phenytoin (54) [M392.42] 2.0 mmol 505mg 1.0eq
Benzylbromid [M171.04, p =1.44] 24 mmol 410mg 1.2eq 0.29 mL
KOH [M56.11] 22mmol 123 mg 1.1eq

3-Benzyl-5,5-diphenylimidazolin-2,4-dion (87) wurde nach AAV4 dargestellt.
Reaktionszeit: RT iiber Nacht.

Laufmittel: EtOAc:Pen 1:2.5.

Ausbeute: 456 mg, 66%, 1.33 mmol.

Erscheinung: weiler FS.

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) § = 9.74 (s, 1H, NH), 7.41-7.22 (m, 15H, Ha,),
4.64 (s, 2H, CHzPhe).
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3C NMR

IR

HRMS

SmP

(101 MHz, DMSO-D6) & =173.0 (N(CO)CPhe)), 155.2 (N(CO)N),
139.6 (2C, Clpre1&Clpne2), 136.5 (ClBenzy1), 128.6 (4C,
C3phe1 &C5phe1 &C3phe2&CSphe2), 128.6 (2C, C3Benzyi& CSBenzy1), 128.2
(2C, C4pne1&C4phe2), 127.6 (CdBenzyl), 127.3 (2C, C2Benzyi&COBenzyl),
126.6 (4C, 2C, C6phe1&C2phe1&COHphe2&C2phe2), 69.2 (CPhey), 41.5
(CH2Phe).

(rein) ¥ = 3271 (w), 1759 (w), 1707 (s), 1693 (s), 1597 (w), 1495 (m),
1358 (m), 1442 (m), 1311 (m), 1289 (w), 1249 (w), 1189 (w), 1137 (m),
1115 (w), 1079 (m), 1031 (w), 935 (m), 901 (m), 864 (w), 778 (m), 770
(m), 747 (s), 732 (W), 716 (m), 695 (s), 669 (m), 630 (s), 602 (s), 514
(s), 493 (s), 470 (m), 424 (w).

(ESI) m/z berechnet fiir C2HisN202" [M+H]": 343.1441; gefunden:
343.1444.

(ESI) m/z berechnet fiir C2Hi7NoNaO>" [M+Na]™: 365.1260;
gefunden: 365.1257.

150 °C.
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Zweiter Teil: Design und Synthese von Liganden zur Adressierung von el[F4A

0 F
O H\fo 4Fluorbenzylbromid__ O HN‘g\/Q/
o™ (¢

o)

54 920
MW252,27 MW360,39
Phenytoin (54) [M392.42] 3.0mmol 505mg 1.0eq
4-Fluorbenzylbromid [M189.02, p =1.53] 3.6 mmol 680mg 1.2eq 0.45mL
KOH [M56.11] 33mmol 185mg 1.1eq

3-(4-Fluorbenzyl)-5,5-diphenylimidazolidin-2,4-dion (90) wurde nach AAV4 dargestellt.
Reaktionszeit: RT tiber 2d.

Laufmittel: EtOAc:Pen 1:2.

Ausbeute: 673 mg, 62 %, 1.87 mmol.

Erscheinung: weiller FS.

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) § = 9.74 (s, 1H, NH), 7.42-7.27 (m, 12H, Ha,),
7.17-7.12 (m, 2H, HAr), 4.62 (s, 2H, CHa).

13C NMR (101 MHz, DMSO-D6) &=173.0 (N(CO)CPhes), 161.5 (d,
J=243.6 Hz, CF), 155.1 (N(CO)N), 139.5 (2C, Clphe1&Clphe2), 132.8
(d, J=3.0Hz, ClFuomenl), 129.6 (d, J=83Hz 2C;
C2F1uorbenzol& COFluorbenzol) 5, 128.7 (4C, C3pne1&C5phel, C3phe2& CS5phe2),
128.3 (2C, C4phe1&C4phe2), 126.6 (4C, COpre2&C2phe2, COPhe1 &C2phel ),

1 155 (d, J: 21 5 HZ, 2C, C3Fluorbenzo]&cSFluorbenzol), 692 (CPhe2), 402
(CH>).
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IR (rein) ¥ = 3264 (w), 1764 (m), 1704 (s), 1601 (w), 1509 (m), 1448 (m),
1426 (m), 1411 (m), 1343 (m), 1300 (w), 1287 (w), 1260 (w), 1221 (m),
1188 (w), 1160 (m), 1139 (m), 1095 (m), 1071 (w), 1033 (w), 928 (m),
906 (w), 853 (W), 820 (m), 753 (m), 736 (m), 724 (m), 699 (s), 669 (m),
639 (m), 619 (m), 602 (s), 550 (s), 521 (W), 507 (m), 491 (s), 438 (m),
414 (m).

HRMS (ESI) m/z berechnet fiir C2oHi1sFN2O2" [M+H]": 361.1347; gefunden:
361.1342.

(ESI) m/z berechnet fiir CxHj7FN2NaO," [M+Na]": 383.1166;
gefunden: 383.1165.

SmP 118 °C.
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o]

O H o pNO,BnzBr HN™ °N
é
N (D
S o
o 5 o

54 88
MW252,27 MW387,40
Phenytoin (54) [M392.42] 2.0mmol 505mg 1.0eq
p-Nitrobenzylbromid [M216.03] 2.2 mmol 475mg 1.2eq
KOH [M56.11] 22mmol 123 mg 1.1eq

3-(4-Nitrobenzyl)-5,5-diphenylimidazolin-2,4-dion (88) wurde nach AAV4 dargestellt.
Reaktionszeit: RT iiber Nacht.

Laufmittel: EtOAc:Pen 1:2.5.

Ausbeute: 449 mg, 58 %, 1.33 mmol.

Erscheinung: weiller FS.

H NMR (400 MHz, DMSO-D6) 5=9.83 (s, 1H, NH), 8.21-8.19 (m, 2H,
H3Nitrobenzol&H5Nitrobenzol), 7.50-7.48 (m, 2H, HZNitrobenzol&H6Nitr0benzol),
742‘734 (m, IOH, HPhenytoinphenyle), 479 (S, 2H, CHZPhe)

13C NMR (101 MHz, DMSO-D6) &=173.0 (N(CO)CPhe), 155.0 (N(CO)N),
147.0 (CNOy), 144.1 (CInitobensol) » 139.4 (2C, Clpne1&Clpnea), 128.7
4C, C3phe1 &C5phel,C3phe2&CSphe2), 128.6 (2C,
C3Nitrobenzol& CSnitrobenzol), 128.3  (2C, C4pnei&Céphe2), 126.6 (4C,
C6pne2&C2phe2, COpne1&C2phe1), 123.9 (2C, C2Nitrobenzol&CONitrobenzol),
69.4 (CPhez), 41.0 (CHo).
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Zweiter Teil: Design und Synthese von Liganden zur Adressierung von elF4A

IR (rein) ¥ = 3202 (w), 3092 (w), 2949 (w), 1768 (w), 1707 (s), 1695 (s),
1604 (w), 1520 (m), 1492 (w), 1448 (m), 1436 (s), 1417 (m), 1345 (s),
1245 (w), 1204 (w), 1139 (w), 1096 (m), 1033 (w), 1095 (m), 1015 (w),
934 (w), 905 (), 879 (W), 852 (W), 804 (m), 768 (m), 755 (m), 716 (s),
693 (s), 665 (s), 619 (m), 600 (s), 526 (m), 506 (W), 484 (m), 421 (m).

HRMS (ESI) m/z berechnet fiir C22HisN3O4" [M+H]": 388.1292; gefunden:
388.1280.

(ESI) m/z berechnet fiir C2Hi7N3NaOs" [M+Na]™: 410.1111;
gefunden: 410.1102.

SmP 184 °C.
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X X
HN™ "NH 4-Methylbenzylbromid HN™ °N
() l - O
O O
54 89
MW252,27 MW356,43
Phenytoin [M392.42] 2.0 mmol 505mg 1.0eq
p-Nitrobenzylbromid [M185.06] 2.2 mmol 444 mg 1.2eq
KOH [M56.11] 22mmol 123 mg 1.1eq

3-(4-Methylbenzyl)-5,5-diphenylimidazolin-2,4-dion (89) wurde nach AAV4 dargestellt.
Reaktionszeit: RT fiir 2 d.

Laufmittel: EtOAc:Pen 1:2.

Ausbeute: 540 mg, 76%, 1.52 mmol.

Erscheinung: weiler FS.

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) §=9.70 (s, 1H, NH), 7.41-7.33 (m, 10H,
HPhenytoinpheny]e), 7.1 1 (1’1’1, 4H, HMethy]benzol), 4.58 (S, 2H, CHZ), 2.25‘2.24
(m, 3H, CHa).

13C NMR (101 MHz, DMSO-D6) & =173.0 (N(CO)CPhes), 155.2 (N(CO)N),
139.6 (2C, Clphe1&Clphe2), 136.8 (CAMethylbenzol), 133.6 (Clmethylbenzol),
129.2 (2C, C3Methylbenzol& CSMethylbenzol), 128.6 (4C, CCS5pne2&CC3phe2,
CS5phe1&C3pher), 1282  (2C, Cdprai&Cépne2), 1274 (2C,
C2Methylbenzol& COMethylbenzol), 126.6 4C, C6phe2&C2phe2,
C6pne1 &C2phet), 69.2 (CPhe»), 41.3 (CH>), 20.7 (CH3).
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Zweiter Teil: Design und Synthese von Liganden zur Adressierung von elF4A

(rein) ¥ = 3258 (w), 1772 (w), 1759 (w), 1699 (s), 1497 (w), 1447 (s),
1412 (m), 1341 (m), 1309 (w), 1184 (w), 1136 (w), 1112 (w), 929 (w),
906 (W), 772 (m), 755 (m), 734 (w), 724 (w), 702 (s), , 669 (m), 643
(w), 619 (m), 602 (m), 546 (m), 508 (W), 491 (m), 470 (W), 434 (w).

(ESI) m/z berechnet fir C23H21N202" [M+H]": 357.1598; gefunden:
357.1597.

(ESI) m/z berechnet fiir Cy3H2i1N2NaO>" [M+Na]™: 379.1417;
gefunden: 379.1420.

123 °C.
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o X
0 4-Methylsulfonylbenzylchlorid HN{ \\O
¥ > N
O NH )
O

&

91
MW420,48
Phenytoin (54) [M392.42] 3.0mmol 757mg 1.0eq
4-Methylsulfonylbenzylchlorid [M249.13] 3.6 mmol 897 mg 1.2eq
KOH [M56.11] 33mmol 185mg 1.1eq

3-(4-(Methylsulfonyl)benzyl)-5,5-diphenylimidazolidin-2,4-dion (91) wurde nach AAV4

dargestellt.

Reaktionszeit: RT fur 4 d.

Laufmittel: EtOAc:cHex 1:2.

Ausbeute: 529 mg, 42 %, 1.26 mmol.

Erscheinung: weiller FS.

'TH NMR

3C NMR

(400 MHz, DMSO-D6) 8=9.82 (s, 1H, NH), 7.90-7.88 (m, 2H,
H3Methytsultbenz& H 5 Methylsulfbenz), 7.48-7.46 (m, 2H,
H2Methylsultoenz& HOMethylsultbenz), 7.43-7.35 (m, 10H, Hphenytoinphenyle), 4.76
(s, 2H, CHzPhe), 3.19 (s, 3H, CH3).

(101 MHz, DMSO-D6) & = 173.0 (N(CO)CPhe2), 155.0 (N(CO)N),
142.3 (Clnehylsaitvenz), 140.1 (CSO2Me), 139.4 (2C, Clphei&Clpne),
128.7 (4C, C2phe2&C6phe2, C2phe1&CO6phe1), 128.3 (C4phe1 &C4phe2),
128.1 (2C, C2Methylsulfoenz& COMethylsulbenz), 127.5 (2C,
C3Methylsulfoenz& C SMethylsulfbenz), 126.6 4C, C3phe2&C5phe2,
C3phe1&CSpher), 69.4 (CPhey), 43.4 (CHy), 41.1 (CHs).
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Zweiter Teil: Design und Synthese von Liganden zur Adressierung von elF4A

IR (rein) ¥ = 3211 (w), 3094 (w), 2930 (w), 1764 (w), 1704 (s), 1599 (w),
1494 (w), 1438 (m), 1414 (m), 1334 (m), 1308 (s), 1245 (w), 1197 (w),
1136 (w), 1149 (s), 1089 (m), 1038 (w), 1020 (w), 961 (m), 922 (w),
906 (W), 873 (W), 850 (w), 760 (s), 739 (s), 700 (s), 656 (s), 621 (m),
603 (m), 545 (s), 527 (s), 500 (m), 480 (), 428 (m).

HRMS (ESI) m/z berechnet fiir C23H21N204S™ [M+H]": 421.1217; gefunden:
421.1194.

(ESI) m/z caled for C3H20N2NaOsS™ [M+Na]™: 443.1036; found:
443.1021.

SmP 209 °C.
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5 O
HN™ "NH (2-Bromethyl)benzen HNJLN
(O =
<) <)

54 92
MW252,27 MW356,43
Phenytoin [M392.42] 3.0mmol 757mg 1.0eq
(2-Bromethyl)benzen [M185.07] 3.6 mmol 666 mg 1.2 eq
KOH [M56.11] 33mmol 185mg 1.1eq

3-Phenethyl-5,5-diphenylimidazolidin-2,4-dion (92) wurde nach AAV4 dargestellt.
Reaktionszeit: RT fiir 4 d.

Laufmittel: EtOAc:Pen 1:3

Ausbeute: 515 mg, 48 %, 1.44 mmol.

Erscheinung: weiller FS.

H NMR (400 MHz, DMSO-D6) & = 9.49 (NH), 7.38-7.31 (m, 6H, Hay), 7.21-
7.17 (m, 7H, HAr), 7.11-7.09 (m, 2H, Ha:), 3.71 (t, 2H, NCH,CH_,
37=17.0 Hz), 2.89 (t, 2H, NCH2CHa, 3J = 7.0 Hz).

13C NMR (101 MHz, DMSO-D6) 6 =173.0 (N(CO)CPhe), 155.2 (N(CO)N),
139.6 (2C, Clpnei&Clpne2), 137.8 (ClEewmyibenzen) 128.9 (2C,
C3Ethylbenzen& CSEthylbenzen), 128.5 (4C, C2phe2&Cbphe2, C2phe1 &CHphe),
128.3 (2C, C2Ethylbenzen& COEthylbenzen), 128.1 (2C, C4phe1 &C4phe2), 126.7
(4C, Co6pne2&C2phe2, COphe1&C2phe1), 126.4 (C4Ethylbenzen), 69.0
(CPhey), 32.9 (CH2CH2Phe). Der C-Peak des zweiten alkylische CH>
in der Ethylenkette liegt unter dem LM Signal.

542



IR

HRMS

SmP

Zweiter Teil: Design und Synthese von Liganden zur Adressierung von elF4A

(rein) ¥V =3266 (w), 1762 (m), 1705 (s), 1493 (w), 1451 (m), 1423 (m),
1365 (w), 1352 (w), 1334 (w), 1119 (w), 759 (m), 74 (m), 728 (w), 711
(m), 697 (s), 668 (W), 634 (W), 613 (W), 598 (m), 568 (W), 524 (m), 482
(w), 456 (w).

(ESI) m/z berechnet fir C23H21N202" [M+H]": 357.1598; gefunden:
357.1599.

(ESI) m/z berechnet fiir Cy3H2i1N2NaO>" [M+Na]™: 379.1417;
gefunden: 379.1423.

147 °C.
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0O
O H\fo 1-Brom-3-phenylpropan> O HN“ﬁ\/\/@
(o™ ¢

O

54 93
MW252,27 MW370,45
Phenytoin (54) [M392.42] 3.0mmol 757mg 1.0eq
1-Brom-3-phenylpropan [M199.09, p=1.31] 3.6 mmol 717mg 12eq 0.55mL
KOH [M56.11] 33mmol 185mg 1.1eq

5,5-Diphenyl-3-(3-phenylpropyl)imidazolidin-2,4-dion (93) wurde nach AAV4 dargestellt.
Reaktionszeit: RT fiir 4d.

Laufmittel: EtOAc:Pen 1:3

Ausbeute: 585 mg, 53 %, 1.58 mmol.

Erscheinung: weiller FS.

TH NMR (400 MHz, DMSO-D6) 6=9.63 (s, 1H, NH), 7.43-7.33 (m, 10H,
Hphenytoinphenyle), 7.27-7.23 (m, 2H, H3phenylpropyi&HSphenyipropyl), 7.18-
7.13, (m, 3H, H2phenyipropyl, HOPhenylpropyi&H4phenylpopy1) 3.48 (t, 2H,
NCH2CH,CHyPhe, °J=7.0Hz), 1.83 (m, 2H, CH,CH2CH,). Das
zweite Triplett der Alkylkette ist unter dem LM-Signal, bei 2.53 ppm
ist der duBlerte Peak sichtbar.
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3C NMR

IR

HRMS

SmP

(101 MHz, DMSO-D6) & =173.3 (N(CO)CPhe»), 155.4 (N(CO)N),
141.0 (Clphenylpropyl), 139.7 (2C, CClphe1&CClpre2), 128.6 (4C,
CC5pne2&CC3phe2, CC5phe1&CC3phet), 128.4 (2C.
C3phenylpropyl& CSphenylpropyl), 128.2  (2C, CC4phei&CCépne2), 128.2
(C4phenylpropyl), 126.7 (4C, CCOphe2& CC2phe2, CCOPhe1 &CC2phet), 125.9
(2C. C2phenylpropyl&COPhenylpropyl), 69.1 (CPhez), 37.8 (CH:Phe), 32.2
(NCH:CH>»), 29.4 (NCH,CH>CH>Phe).

(rein) ¥ = 3170 (w), 3099 (w), 3028 (W), 2956 (W), 2930 (W), 2856 (W),
1769 (m), 1703 (s), 1603 (w), 1495 (w), 1444 (m), 1417 (m), 1368 (w),
1365 (w), 1356 (m), 1337 (w), 1290 (w), 1273 (w), 1247 (w), 1199 (w),
1136 (w), 1116 (w), 1085 (w), 1031 (w), 1008 (w), 973 (W), 907 (W),
869 (W), 852 (W), 842 (w), 774 (m), 754 (s), 699 (s), 667 (s), 620 (W),
601 (m), 520 (m), 493 (m), 473 (W).

(ESI) m/z berechnet fiir C24H23N20," [M+H]": 371.1754; gefunden:
371.1748.

(ESI) m/z berechnet fiir C24H22NoNaO>" [M+Na]™: 393.1573;
gefunden: 393.1569.

144 °C.
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0] 0]

JL )\\ ~0
HN™ "NH Phenoxyethylbromid HN N \©

4 Oy

54 94
MW252,27 MW372,42
Phenytoin [M392.42] 2.0mmol 505mg 1.0eq
Phenoxyethylbromid [M201.02] 2.4 mmol 482mg 1.2eq 0.55mL
KOH [M56.11] 22mmol 123 mg 1.1eq

3-(2-Phenoxyethyl)-5,5-diphenylimidazolidin-2,4-dion (94) wurde nach AAV4 dargestellt.
Reaktionszeit: RT fiir 4d.

Laufmittel: EtOAc:cHex 1:2.

Ausbeute: 637 mg, 86 %, 1.71 mmol.

Erscheinung: weiler FS.

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) 5 = 9.60 (s, 1H, NH), 8.31, 7.40-7.32 (m, 10H,
Hphenytoinphenyte), 7.28-7.24 (m, 2H, H3phenot&H5phenol), 6.95-6.91 (m,
1H, Hdphenol), 6.85-6.83 (m, 2H, H2phenol& H6phenol), 4.19 (t, 2H, CH20,
3J=5.4 Hz), 3.85 (t, 2H, NCH2CHa, 3J= 5.5 Hz).

13C NMR (101 MHz, DMSO-D6) 8=173.3 (N(CO)CPhes), 158.0 (Clphenor),
1551 (N(CON), 139.6 (2C, Clma&Clmea), 1295 (2C,
C3phenol&C5phenol), 128.4 (4C, C5pne2&C3phe2, CS5phe1&C3pher), 128.1
(2C, C4pne1&C4pne2), 126.7 (4C, COpne2& C2phe2, COPhe1 &C2phel ), 120.9
(C4phenot), 114.5 (2C, C2phenol&C6phenot), 69.2 (CPhey), 63.8 (OCH>),
37.8 (NCH)).
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Zweiter Teil: Design und Synthese von Liganden zur Adressierung von elF4A

(rein) ¥ = 3254 (w), 1766 (m), 1719 (s), 1707 (s), 1598 (w), 1586 (w),
1491 (m), 1447 (m), 1419 (m), 1392 (w), 1360 (w), 1343 (m), 1293 (w),
1257 (w), 1234 (m), 1168 (w), 1156 (w), 1135 (w), 1081 (w), 1062 (w),
1026 (w), 1013 (m), 985 (w), 895 (w), 859 (w), 791 (w), 764 (s), 719
(m), 695 (s), 666 (m), 624 (m), 604 (s), 522 (m), 492 (m), 477 (W), 422
(w), 401 (s).

(ESI) m/z berechnet fiir C23H21N203" [M+H]": 373.1547; gefunden:
373.1547.

(ESI) m/z berechnet fiir Ca3H20N2NaOs"™ [M+Na]™: 395.1366;
gefunden: 395.1362.

155 °C.
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i 7
HN™ "NH Brommethylcyclopropan HNJLN

<) ey

54 100

MW252,27 MW306,37

Phenytoin (54) [M392.42] 3.0 mmol 757mg 1.0eq
(Brommethyl)cyclopropan [M135.00, p=1.39] 3.6 mmol 486mg 12eq 0.35mL
KOH [M56.11] 33mmol 185mg 1.1eq

3-(Cyclopropylmethyl)-5,5-diphenylimidazolidin-2,4-dion (100) wurde nach AAV4
dargestellt.

Reaktionszeit: RT fur 1d.
Laufmittel: EtOAc:Pen 1:3
Ausbeute: 684 mg, 74 %, 2.23 mmol.

Erscheinung: weiller FS.

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) & 9.60 (s, 1H, NH), 7.43-7.34 (m, 10H, Ha),
3.33-3.31 (m, 2H, CHac-Propyl®), 1.11-1.04 (m, 1H, CHepropan), 0.44-
0.41 (m, 2H, CHZcPropan), 0.28-0.25 (m, 2H, CHZcPropan). *Peak hegt

teilweise unter dem Wasserpeak.

13C NMR (101 MHz, DMSO-D6) &= 173.3 (N(CO)CPhe2), 155.5(N(CO)N),
139.7 (2C, C1phe1&C Lphe), 128.6 (4C, C5pne2&C3phe2, CSphe1 & C3phel),
1282  (2C,  Cpha&Clprea), 126.6  (4C,  C6pnea&C2phe2,
CC6phe1 &CC2phet), 69.1 (CPhey), 42.5 (NCHa), 10.0 (CHepropyl), 3.3
(2C, 2 CHacpropy)-
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IR (rein) ¥ = 3214(w), 3166 (W), 3089 (), 2929 (w), 2840 (w), 2194 (w),
1770 (m), 1711 (s), 1494 (w), 1440 (s), 1419 (m), 1386 (m), 1340 (m),
1322 (m), 1250 (w), 1203 (w), 1170 (w), 1139 (w), 1095 (m), 1050 (w),
1034 (w), 1016 (m), 977 (w), 935 (w), 892 (), 869 (W), 825 (w), 798
(w), 760 (m), 694 (), 666 (s), 625 (W), 601 (s), 561 (W), 530 (s), 491
(m), 473 (), 458 (w).

HRMS (ESI) m/z berechnet fiir C1oHi9N20," [M+H]": 307.1441; gefunden:
307.1441.

(ESI) m/z berechnet fiir CioH;sN2NaO2" [M+Na]™:  329.1260;
gefunden: 329.1269.

SmP 142 °C.
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0 0}
M Cretas
HN™ "NH Hexadecanbromid HN
(D He N
<l &
54 101
MW252,27 MW476,71
Phenytoin [M392.42] 2.0mmol 505mg 1.0eq
Hexadecanbromid [M304.34, p=0.99] 2.4mmol 733mg 12eq 0.73mL
KOH [M56.11] 22mmol 123 mg 1.1eq

3-Hexadecyl-5,5-diphenylimidazolidin-2,4-dion (101) wurde nach AAV4 dargestellt.
Reaktionszeit: RT fiir 5 d.

Laufmittel: Fallt aus!

Ausbeute: 431 mg, 45 %, 0.90 mmol.

Erscheinung: weiler FS.

'H NMR (500 MHz, Aceton-D6) & = 8.37, (br, 1H, NH) 7.45-7.34 (m, 10H, Ha,),
3.53 (t, 2H, NCHz, J=7.1Hz), 1.65-1.59 (m, 2H, NCH,CH2),
1.29-1.25 (m, 26H, Hexadecan), 0.89-0.86 (m, 3H, CH3).

3C NMR (126 MHz, Aceton-D6 ) & = 174.2 (N(CO)CPhey), 156.6 (N(CO)N),
141.2 (2C, Clphe1&Clpne), 129.5 (4C, C5phea& C3phe2, C5phe1 &C3phet),
129.1 (2C, C4phe1 &Cpnea), 127.9 (4C, C6phea& C2phe2, COphe1 &C2phet ),
70.5 (CPhey), 39.3 (NCH2), 32.7 (Chexadecan), 30.51 (4C, Chexadecan),
30.3 (2C, Chexadecan), 30.2 (Chexadecan)s 30.1 (Chexadecan), 29.9 (2C,
Chexadecan), 28.7 (Chiexadecan), 27.4 (CHexadecan), 23.4 (Chexadecan), 14.5
(CHs).
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IR (rein) ¥ = 3315(w), 2916 (w), 2848 (w), 1769 (m), 1698 (s), 1596 (w),
1494 (w), 1449 (m), 1423 (m), 1377 (w), 1340 (m), 1269 (w), 1256 (w),
1138 (w), 1094 (w), 1068 (w), 758 (m), 723 (m), 692 (s), 667 (m), 625
(w), 601 (m), 558 (w), 528 (m), 489 (w), 477 (W).

HRMS (ESI) m/z berechnet fir C31HuN202" [M+H]": 477.3476; gefunden:
477.3465.
SmP 58 °C.
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L) i Ul
H Cl HN
N\fo O/\> N\)OL
NH 141 o
4 MW122,55 O o)

54 74
MW252,27 MW338,36
Phenytoin (54) [M392.42] 2.0mmol 505mg 1.0eq
Chloressigsdureethylester (141) [M122.55, 24mmol 294mg 1.2eq 0.26 mL
p=1.15]
KOH [M56.11] 22mmol 123 mg 1.1eq

Ethyl-2-(2,5-diox0-4,4-diphenylimidazolidin-1-yl)acetat (74) wurde nach AAV4 dargestellt.
Reaktionszeit: RT fiir 5 d.

Laufmittel: EtOAC:cHex 1:2.

Ausbeute: 524 mg, 77 %, 1.55 mmol.

Erscheinung: weiler FS.

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) § = 9.74 (s, 1H, NH), 7.44-7.35 (m, 10H, Ha,),
4.27 (s, 2H, NCH2CO), 4.14 (q, 2H, CH2CHs, 37 = 7.1 Hz), 1.17 (t, 3H,
CH.CH3, °J=17.1 Hz).

I3C NMR (101 MHz, DMSO-D6) 6 = 173.0 (N(CO)CPhe), 167.4 (CH2CO,Et),
154.5 (N(CO)N), 1394 (2C, Clprea&Clpne2), 128.6 (4C,
C5pne2&C3phe2, C5phe1 &C3phet ), 128.3 (2C, C4phe1 &C4phe2), 126.9 (4C,
C6pne2&C2phe2, COphe1&C2phe1), 69.6 (CPhez), 61.4 (OCH>), 34.4
(NCH2CO2Et)*, 13.9 (CH3).

*das Signal liegt unter dem Losungsmittelsignal, ist aber erkennbar.
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(rein) ¥V =3170(w), 3091 (w), 2988 (w), 1774 (w), 1750 (m), 1712 (s),
1597 (w), 1495 (w), 1479 (w), 1444 (m), 1398 (w), 1376 (w), 1329 (w),
1262 (w), 1221 (s), 1186 (m), 1151 (m), 1114 (w), 1075 (w), 1018 (m),
1002 (w), 943 (m), 916 (w), 897 (w), 855 (w), 773 (W), 755 (m), 745
(m), 729 (m), 704 (s), 667 (m), 624 (w), 601 (m), 565 (w), 517 (m), 494
(w), 474 (m).

(ESI) m/z berechnet fiir C1oHi19N204" [M+H]": 339.1339; gefunden:
339.1323.

(ESI) m/z berechnet fiir CioH;sN2NaOs"© [M+Na]™: 361.1159;
gefunden: 361.1151.

184 °C.
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(\NO 0

HNJLNH CI/\n’N\) HNJ(N

O o - 77 = @ Y _(?/'_N/\:/\N_Q
O MW238,72 O

54 85
MwW252,27 MW454,53

Phenytoin (54) [M392.42] 2.0 mmol 505mg 1.0eq
Piperazin 77 [M238.72] 24 mmol 574mg 1.2eq
KOH [M56.11] 22mmol 123 mg 1.1eq

3-(2-Oxo0-2-(4-phenylpiperazin-1-yl)ethyl)-5,5-diphenylimidazolidin-2,4-dion (85) wurde
nach AAV4 dargestellt.

Reaktionszeit: RT fur 3 d.
Laufmittel: EtOAC:cHex 1:1 bis 1:0.
Ausbeute: 567 mg, 62 %, 1.25 mmol.

Erscheinung: weiller FS.

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) § 9.61 (s, 1H, NH), 7.43-7.34 (m, 10H,
Hephenytoinphenyte), 7.25-7.21 (m, 2H, H3phenylpip&HSphenylpip), 6.98-6.95
(m, 2H, H2phenylpip& HOPhenylpip), 6.83-6.80 (m, 1H, H4phenyipip), 4.40 (s,
2H, NCH2C0), 3.65-3.61 (m, 4H, CH2(NCO)CHz), 3.19-3.12 (m, 4H,
CH2(NPhe)CH2).
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3C NMR

IR

HRMS

SmP

(101 MHz, DMSO-D6) & =173.6 (N(CO)CPhe), 164.1 (CH2CON),
155.1 (N(CO)N), 150.8 (Clphenyipip), 139.7 (2C, Clphe1&Clphe2), 129.0
(2C, C3phenylpip& CSphenylpip), 128.5 4C, C5phe2&C3phe2,
C5phe1&C3phet), 128.2 (2C, Cdpne1 &C4phe2), 127.0 (4C, COpne2& C2phe2,
C6pne1 &C2phe1), 119.5 (C4phenyipip), 116.0 (2C, C2phenylpip&COphenylpip),
69.5 (CPhe), 48.6 (CH2(NPhe)CHz), 48.3 (CH2(NPhe)CHz), 43.9
(CH2(NCO)CH»), 41.5 (CH2(NCO)CH»).*

*Das fehlende C des Essigsdurerestes liegt unter dem

Losungsmittelsignal.

(rein) ¥ = 3239(w), 1768 (w), 1711 (s), 1662 (s), 1599 (w), 1494 (w),
1451 (m), 1405 (w), 1372 (w), 1336 (w), 1267 (w), 1240 (m), 1210 (w),
1189 (w), 1148 (w), 1106 (w), 1026 (w), 943 (m), 899 (w), 883 (W),
784 (w), 764 (m), 736 (m), 717 (m), 698 (m), 673 (W), 657 (W), 603
(m), 565 (W), 524 (m), 508 (w), 459 (w), 410 ().

(ESI) m/z berechnet fiir C27H27N4O3" [M+H]": 455.2078; gefunden:
455.2077.

228 °C.
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l/\)\lj)\/Cl

N 0O O

B Sl s e%u s
O y NH MW27$3,16 O 0

54 84
Mw252,27 MwW488,97

Phenytoin (54) [M392.42] 1.3 mmol 328 mg 1.0eq
Piperazin 76 [M273.16] ~ 1.56 mmol 429mg 1.2eq
KOH [M56.11] 1.43mmol 80mg 1.1eq

3-(2-(4-(4-Chlorphenyl)piperazin-1-yl)-2-oxoethyl)-5,5-diphenylimidazolidin-2,4-dion ~ (84)
wurde nach AAV4 dargestellt.

Reaktionszeit: RT fur 4 d.
Laufmittel: EtOAC:cHex 4:5.
Ausbeute: 463 mg, 73 %, 0.95 mmol.

Erscheinung: weiller FS.

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) §=9.61 (s, 1H, NH), 7.43-7.35 (10H,
Hphenytoinphenole), 7.27-7.24 (m, 2H, C3phenylpip& CSphenylpip), 6.99-6.96 (m,
2H, C2phenylpip&C6phenyipip), 4.41 (s, 2H, CH2CO), 3.65-3.60 (m, 4H,
CH2(NCO)CH3), 3.20-3.13 (m, 4H, CH2(NPhe)CHa).
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3C NMR

IR

HRMS

SmP

(101 MHz, DMSO-D6) § = 173.5 (N(CO)CPhey), 164.1 (CH(CO)N),
155.0 (N(CO)N), 149.5 (Clchiorphenylpip), 139.6 (2C, Clphei&Clphe2),
128.7 (2C, C3chlorphenylpip& CSchiomphenylpip), 128.4 (4C, C5pnea&C3phe2,
C5pne1&C3phet), 128.1 (2C, C4phe1 &C4phe2), 127.0 (4C, COphea& C2phe2,
C6phe1 &C2phe1), 122.9 (CCl), 117.3 C,
C2Chiorphenylpip& COChlorphenylpip), 69.5 (CPhez), 48.2 (CH2(NPhe)CHb),
479  (CHx(NPhe)CH2), 437  (CHy(NCO)CH»), 4132
(CH2(NCO)CH).*

*Das fehlende C des Essigsdurederivats liegt unter dem

Losungsmittelsignal.

(rein) ¥ = 3271(w), 2828 (w), 1780 (m), 1726 (s), 1643 (s), 1594 (w),
1494 (m), 1438 (s), 1397 (m), 1334 (w), 1289 (w), 1272 (w), 1250 (m),
1229 (s), 1153 (m), 1099 (w), 1072 (w), 1035 (w), 1004 (w), 943 (m),
911 (w), 823 (m), 808 (m), 783 (w), 761 (m), 729 (m), 713 (m), 703
(m), 670 (m), 647 (w), 611 (m), 600 (m), 560 (W), 516 (m), 496 (w),
469 (w), 418 (w).

(ESI) m/z berechnet fiir C27H26CIN4O3" [M+H]": 489.1688; gefunden:
489.1698.

233 °C.
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LD
Ao 5
:fH 81 > N\)LN
O 4 MW204,05 O 0 H

54 86
MW252,27 MwW419,87

Phenytoin (54) [M392.42] 2.0 mmol 505mg 1.0eq
Verbindung 81 [M204.05] 2.4 mmol 487 mg 1.2eq
KOH [M56.11] 22mmol 123 mg 1.1eq

N-(4-Chlorphenyl)-2-(2,5-dioxo-4,4-diphenylimidazolidin-1-yl)acetamid (86) wurde nach

AAV4 mit Temperaturvariation dargestellt.
Reaktionszeit: Reflux fiir 8 h.

Laufmittel: EtOAC:cHex 1:3.

Ausbeute: 155 mg, 18 %, 0.37 mmol.

Erscheinung: weiler FS.

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) & 10.48 (s, 1H, CH,CONHPhe), 9.67 (s,
CNHCO), 7.61-7.58 (m, 2H, H3anilin&H5aniiin), 7.42-7.36 (m, 12H,
Has), 4.30 (s, 2H, CH2C0).

13C NMR (126 MHz, DMSO-D6) § = 173.3 (N(CO)CPhes), 164.7 (CHx(CO)N),
154.9 (N(CO)N), 139.6 (2C, Clphe1&Clphe2), 137.4 (Canitinl), 128.7
(2C, Canilin3&Caniiin5), 128.4 (4C, C5phe2& C3phe2, CC5phe1 &CC3phel),
128.1 (2C, C4pne1&C4phe2), 127.2 (Canilind), 126.9 (4C, C6Opne2&C2phe2,
C6pne1&C2phet), 120.6 (2C, Canilin2&Canilin6), 69.5 (CPhez), 41.0
(NCH>).
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(rein) ¥ = 3226 (w), 3296 (w), 1757 (m), 1717 (m), 1695 (s), 1608 (m),
1545 (m), 1491 (m), 1449 (s), 1416 (m), 1402 (m), 1372 (w), 1339 (m),
1302 (m), 1287 (w), 1250 (m), 1188 (w), 1159 (m), 1120 (w), 1090 (m),
1067 (w), 1013 (w), 947 (m), 827 (w), 806 (w), 768 (w), 751 (m), 728
(m), 719 (w), 700 (s), 690 (s), 670 (m), 603 (m), 561 (m), 523 (s), 498
(s), 475 (m), 455 (m).

(ESI) m/z berechnet fiir C23H19CIN3O3" [M+H]": 420.1109; gefunden:
420.1106.

(ESI) m/z berechnet fiir Ca3H;sCINaN3Os™ [M+Na]™: 442.0929;
gefunden: 442.0929.

253 °C.
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CNO 0.5 M NH in Dioxan Q
2 > J
H,N” N

H
102 103
MW119,12 MW136,15

Phenylisocyanat (102) [M119.12, p=1.09] 4.0 mmol 476 mg 1.0eq 0.43mL
NH3 0.5 M in Dioxan 4.0mmol 68mg 1.0eq 8.00 mL

Phenylisocyanat (102) (0.43 mL, 476 mg, 1.0 eq) wurde in Dioxan gelost. Die Mischung wurde
eisgekiihlt und 0.5 M Ammoniak in Dioxan langsam zu getropft. Nach der Zugabe wurde das
Eisbad entfernt und das Reaktionsgemisch fiir 2 h bei RT geriihrt. Das 1.5 fache Volumen des
Dioxans wurde an cHex zugegeben. Es bildete sich ein weiler FS, der abgesaugt und mit cHex
gewaschen wurde. Phenylharnstoff (103) wurde quantitativ (544 mg, 4.0 mmol) als weiller FS

erhalten.”

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) & = 8.47 (s, 1H, PheNHCO), 7.40-7.37 (m, 2H,
H2phe&H6pne), 7.21(t, 2H, H5pne&H3phe, °J = 7.7 Hz), 6.90-6.87 (m,
1H, H4pre), 5.80 (s, 2H, NH2).

13C NMR (101 MHz, DMSO-D6) &= 156.0 (CO), 140.6 (NCpne), 128.6 (2C,
C3pne&CSphe), 121.1 (Chpre), 117.7 (2C, C2pne&C6phe).

HRMS (ESI) m/z berechnet fiir C7HoN,O3" [M+H]": 137.0709; gefunden:
137.0711.

(ESI) m/z berechnet fiir C;HsN>NaOs" [M+H]": 159.0529; gefunden:
159.0539.
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o i HZNJOLN/© H
D —— O %3

O MW136,15 O

104 105
MW210,23 Mw328,37

Phenylharnstoff (103) [M136.15] 3.0 mmol 408 mg 1.76 eq
Benzil (104) [M210.23] .71 mmol - 359 mg 1.00 eq
KOH [M56.11] 17.1 mmol 960 mg 10.0eq

Benzil (104, 359 mg, 1.71 mmol, 1.00 eq) und Phenylharnstoff (103, 408 mg, 3.0 mmol,
1.76 eq) wurden in Ethanol geldst. Dann wurde KOH zugegeben und das Reaktionsgemisch fiir
2 h zum Sieden erhitzt. In die erkaltete Losung wurde so lange HoOgemin. gegeben, bis kein
weiller FS mehr ausfiel. Dieser wurde abgesaugt und verworfen. Das Filtrat wurde mit 1M HCL
angesduert. Dabei bildete sich das Produkt und fiel als weiller FS aus. Dieser wurde abgesaugt
und das Rohprodukt wurde aus EtOH umkristallisiert. 3,5,5-Triphenylimidazolidin-2,4-dion
(105) wurde in 15 % (86 mg, 0.26 mmol) Ausbeute erhalten.

H NMR (400 MHz, DMSO-D6) 5=28.94 (s, 1H, NH), 7.41-7.31 (m, 10H,
HPhenytoinpheny]e), 7.28‘7.24 (1’1’1, 2H, H2N—Phe&H6N—Phe), 7.21'7.18 (1’1’1, 2H,
H3n-phe &HSN-Phe), 6.90-6.86 (m, 1H, H4n-phe).

13C NMR (101 MHz, DMSO-D6) & = 172.8 (N(CO)CPhey), 153.9 (N(CO)N),
141.6  (2C, CClphe&CClphea), 1402 (Clyrne), 128.7 (2C,
C3n-phe&C5n-phe), 128.0 (4C, C5pher&C3phe2, CSphet&C3phet), 127.6
(4C, C6pher& C2phez, C6phe1 &C2phe1), 127.0 (2C, Cphe1 &Clpnea), 121.2
(Cdnphe), 117.4 (2C, C2n-phe&C6i-phe), 68.4 (CPhey).
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IR (rein) ¥ = 3330 (w), 1713 (m), 1701 (m), 1654 (m), 1638 (m), 1596 (m),
1552 (s), 1495 (s), 1444 (m), 1405 (w), 1314 (m), 1344 (m), 1177 (m),
1140 (w), 1077 (w), 1061 (w), 1029 (w), 1003 (w), 965 (w), 935 (W),
757 (m), 743 (m), 697 (s), 690 (s), 653 (m), 619 (m), 605 (m), 588 (m),
554 (m), 544 (m), 520 (W), 499 (m), 482 (w), 425 (m).

HRMS (ESI) m/z berechnet fiir C7HoN,Os" [M+H]": 137.0709; gefunden:
137.0711.

(ESI) m/z berechnet fiir C7HsN2NaOs" [M+H]": 159.0529; gefunden:
159.0539.

SmP 191 °C
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Methode A
0]
Br
Ak
H NBoc o N™ O
N\fo >
SpS RS &
MW264,16
: NG
54 55
MW252,27 MW435,52
Phenytoin (54) [M252.27] 2.0 mmol 505mg 1.0eq

4-Brom-N-Boc-piperidin (56) [M264.16] 2.4 mmol 359mg 1.2eq
K>CO; [M138.13] 2.0 mmol 276 mg 1.0eq

Phenytoin (54, 505 mg, 2.0 mmol, 2.0 eq), K2COs3 (359 mg, 2.4 mmol, 1.0 eq) und 4-Brom-N-
Boc-piperdin (56, 359 mg, 2.4 mmo, 1.2 eq) wurden in Toluol geldst und 6 h refluxiert. Es
wurde H2Odemin, in den Ansatz gegeben, wobei sich ein weiller FS bildete, der abfiltriert wurde.
Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch gereinigt (cHex:EtOAc, 2:1-:1). Das Produkt
55 wurde in 19 % Ausbeute (162 mg, 0.38 mmol) als weiller FS erhalten.
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Methode B
HO Q
LKk
H NBoc O 0 N™ O
NYO -
Ot T X
4 MW201,27 O HN—Y,
54 55
MW252,27 MW435,52
Phenytoin (54) [M252.27] 3.0mmol 757mg 1.0eq

N-Boc-4-hydroxypiperidin (57) [M201.27] 4.5 mmol 906 mg 1.5¢q
Triphenylphosphin [M262.29] 4.0mmol 1.180g 1.5eq
DIAD [M202.21, p = 1.03] 4.5mmol 910mg 1.5eq 0.88 mL

757 mg Phenytoin (54, 3.0 mmol, 1.0 eq) wurden in trockenem THF gelost. TPP (1.180 g,
4.0 mmol, 1.5 eq) und N-Boc-4-hydroxypiperidin (57, 906 mg, 4.5 mmol, 1.5 eq) wurden
zugegeben und das Reaktionsgemisch 10 Min bei RT geriihrt. Die Mischung wurde auf 0°C
gekiihlt und DIAD zugetropft. Der Rektionsansatz wurde 36 h bei RT geriihrt. Dann wurde
langsam Wasser zugegeben und das Rohprodukt aus Wasser in EtOAc extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden 1iiber MgSOs4 getrocknet, das LM am
Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel
gereinigt (cHex:EtOAc, 2:1). Produkt 55 konnte mit 1.374 g Ausbeute nicht ganz sauber

erhalten werden.

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) § = 9.61 (s, 1H, NH), 7.40-7.31 (m, 10H, Ha,),
402 (m, 3H, Hdsorip, CH2(Chhenyioin)CH2) 2.76 (br, 2H,
CHa(Chenytoin)CH2), 2.15-2.05 (m, 2H, CHy(NBoc)CHz), 1.59-1.56 (d,
2H, CH2(NBoc)CHa, J = 12.3 Hz), 1.40 (s, 9H, Hgoc).
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Methode A:

0O

HNJ? o N4
@ N—<:/\N—§o_é AM HCl in Dioan __ @ N—CNHHCI
O L

55 58
MwW435,52 MW371,87

Das Rohprodukt aus Methode B (1.300g) wurde in 50 mL HCI in Dioxan gelost und bei RT
iiber Nacht geriihrt. Das Produkt fiel als weiller FS aus und wurde abgesaugt und getrocknet.
668 mg (1.8 mmol, 60 % tiber zwei Stufen) 5,5-Diphenyl-3-(piperidin-4-yl)imidazolidin-2,4-

dion Hydrochlorid wurden als weiller FS erhalten.

Methode B:

0 HCI

HO. J(O
Qoo "Vl O oy O
N._.O NBoc‘ @ N N_<o 4M HCl in Dloxan‘ N
IIFH 57 - o) -
4 MW201,27 O O

54 55 58
MW252,27 MW435,52 MW371,87
Phenytoin (54) [M252.27] 10.0 mmol 2.522 g 1.0 eq

N-Boc-4-hydroxypiperidin (57) [M201.27] 15.0mmol 3.019mg 1.5eq
Triphenylphosphin [M262.29] 15.0mmol 3.934g 1.5¢q
DIAD [M202.21, p = 1.03] 15.0 mmol 3.033mg 1.5eq 2.95mL

2.522 mg Phenytoin (54, 10.0 mmol, 1.0 eq) wurden in trockenem THF gelost. TPP (3.934 g,
15.0 mmol, 1.5 eq) und N-Boc-4-hydroxypiperidin (57, 3.019 mg, 15.0 mmol, 1.5 eq) wurden
zugegeben und das Reaktionsgemisch 10 Min bei RT geriihrt. Die Mischung wurde auf 0°C
gekiihlt und DIAD (2.95 mL, 15.0 mmol, 1.5 eq) zugetropft. Der Reaktionsansatz wurde 36 h
bei RT geriihrt. Dann wurde langsam Wasser zugegeben und das Rohprodukt aus Wasser in

EtOAc extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber MgSOj4 getrocknet, das LM
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am Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde ohne weitere Reinigung in 4 M HCI
in Dioxan gegeben und fiir 3 d bei RT geriihrt. Es bildete sich erneut ein weiler FS der
abgesaugt und 1im Hochvakuum getrocknet wurde. 5,5-Diphenyl-3-(piperidin-4-
yl)imidazolidin-2,4-dion Hydrochlorid (58) wurde als weiBler FS in 78 % Ausbeute (7.80 mmol,
2.903 g) erhalten.

"H NMR (400 MHz, DMSO-D6) 6=9.73 (s, 1H, C(O)NH), 9.49 (br, 1H,
NpiperidinHa), 8.73 (br, 1H, NpiperiainHp) 7.43-7.32 (m, 10H, Ha,),
4.22-4.15 (m, 1H, Hpiperigin4), 3.29 (d, 2H, Hpiperidin, J = 12.3 Hz), 2.97
(9, 2H, Hpiperidin, J = 11.9 Hz), 2.52-2.42 (m, 2H, Hpiperigin)*, 1.78 (d,
2H, Hpiperidin, J = 12.5 Hz).

*Ein Teil des Signals (1H) liegt unter dem LM Signal.

13C NMR (101 MHz, DMSO-D6) &= 173.1 (Phe;CC(O)N), 154.8 (NC(O)N),
139.6 (2C, Clpne1&Clpnez), 128.7 (4C, C3phe1&CSphet, C3pne2&CSpica),
128.3 (2C, Cépne1 &CApnea), 126.7 (AC, C2phe1 &C6pner, C2pne2& Chpica),
68.4 (PhezC), 46.3 (Criperidgind), 42.6 (2C, Chiperidin), 25.4 (2C, Ciperidin)-

HRMS (ESI) m/z berechnet fiir C20H22N30," [M+H]": 336.1707; gefunden:
366.1721.
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O

0
= X ci
HIN N—CNH HCI Chlorethanoylchlorid HN N—CN—(
o]
O O
57 61
MW371,87 MwW411,89

5,5-Diphenyl-3-(piperidin-4-yl)imidazolidin-2,4-  7.50 mmol 2.800g 1.0 eq

dion HCI (57) [372.87]

Chlorethanoylchlorid [M112.94, p = 1.42] 9.00mmol 1.016g 1.2eq 0.72mL
TEA [M101.19, p =0.73] 15.8 mmol 1.594¢g 2.leq 2.18mL

Es wurden 2.800 g (7.50 mmol, 1.0 eq) von Verbindung 57 zusammen mit 2.18 mL
(15.8 mmol, 2.1 eq) TEA in DMF gelost. 0.72 mL (9.00 mmol, 1.2 eq) Chlorethanoylchlorid
wurden langsam zugetropft und das Reaktionsgemisch fiir 2 d bei RT geriihrt. Danach wurde
H>Odemin. in den Ansatz gegossen, wodurch sich ein beiger FS bildete, der abgesaugt und in
EtOH in der Siedehitze gelost und erneut durch Zugabe von H2Odemin. ausgefillt wurde. Der
weile FS wurde abgesaugt und getrocknet. 3-(1-(2-Chloracetyl)piperidin-4-yl)-5,5-
diphenylimidazolidin-2,4-dion (61) wurde in 94% Ausbeute (2.885 g, 7.00 mmol) als weiller
FS erhalten.

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) & = 9.64 (C(O)NH), 7.42-7.31 (m, 10H, Hay),
4.43-4.35 (m, 3H, CICH2&Hpiperidin2a), 4.16-4.12 (m, 1H, Hpiperidin4),
3.91-3.88 (d, 1H, Hpiperidin6a, J = 12.7 Hz), 3.13 (t, 1H, Hpiperidin2b,
J=13.1 Hz), 2.67 (t, 1H, Hpiperiain6b, J = 12.6 Hz, 2.27-2.07 (m, 2H,
Hpiperidin3a&  HpiperiginSa), 1.66 (d, 2H, Hpiperidin3b&HpiperidinSb,
J=11.8 Hz).
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3C NMR

HRMS

(101 MHz, DMSO-D6) 8=173.1 (CC(O)N), 164.5 (CICH,C(O)),
1549 (NC(O)N), 139.6 (2C, Crhe1l&Crhe2l), 128.6 (4C,
Crhe12&Crhe16, Crhe22& Cphe26), 128.2 (2C, Cpne14&Crhe24), 126.6 (4C,
Crhe13&Crhet5, Crhe3&CrneaS), 68.3 (CPhes), 48.4 (Cpipd), 44.7
(Cpiperidin), 42.0 (CH2Cl), 41.1 (Cpiperidin), 28.6 (Cpip), 27.8 (Cpiperidin)-

(ESI) m/z berechnet fiir C2oH23CIN3O3" [M+H]": 412.1422; gefunden:
412.1435.

(ESI) m/z berechnet fiir CzH2CIN3NaOs™ [M+Na]™: 434.1242;
gefunden: 434.1243.
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3-(1-(2-Chloracetyl)piperidin-4-yl)-5,5-diphenylimidazolidin-2,4-dion (61, 1.0 eq) wurde in
DMEF gel6st. Dazu wurden 1.1 eq TEA und 1.1 eq des entsprechenden Piperazines gegeben.
Das Reaktionsgemisch wurde bei RT tiber Nacht bis 4 d geriihrt. Daraufhin wurde H2Odemin. in
den Reaktionsansatz gegeben, der ausgefallene FS wurde abgesaugt und in etwas MeOH
riickgelost und erneut mit H2Ogemin. ausgefdllt und zur Zerkleinerung einige Minuten ins

Ultraschallbad gehalten. Der FS wurde wiederum abgesaugt und im Hochvakuum getrocknet.

@ HNJ(N_CN_{CI . @ HN’QN_CN_{N/\:/\N—@
O C)

61 63
MW411,89 MW537,66
3-(1-(2-Chloracetyl)piperidin-4-yl)-5,5- 0.50 mmol 206 mg 1.0eq
diphenylimidazolidin-2,4-dion (61) [411.89]
Phenylpiperazin 134 [M162.23, p = 1.06] 0.55mmol 89mg l.leq 0.08mL
TEA [M101.19, p =0.73] 0.55mmol 56mg 1l.1eq 0.08 mL

5,5-Diphenyl-3-(1-(2-(4-phenylpiperazin-1-yl)acetyl)piperidin-4-yl)imidazolidin-2,4-dion
(63) wurde nach AAVS dargestellt.

Reaktionszeit: RT iiber Nacht.
Ausbeute: 210 mg, 78%, 0.39 mmol.

Erscheinung: weil3-beiger FS.
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'TH NMR

3C NMR

IR

MS (ESI")

SmP

(400 MHz, DMSO-D6) 5=9.61 (C(O)NH), 7.41-7.29 (m, 10H,
Hphenytoinphenyte), 7.23-7.19 (m, 2H, Hphenylpiperazin3 &Hphenylpiperazin3 ),
6.93-6.91 (m, 2H, Hphenylpiperazin2 & Hphenylpiperazin6), 6.79-6.76 (m, 1H,
Hphenylpiperazind), 4.48-4.45 (m, 1H, Hpiperigind), 4.16-4.14 (m, 2H,
Hpiperigin), 3.46-3.38 (m, 2H, Hpiperigin), 3.13-3.01 (m, 6H, CH2C(O),
4Hpip), 2.55 (m, 4H, 2Hpip&2Hpiperidin), 2.33-2.30 (m, 1H, Hpip),
2.09-2.05 (m, 1H, Hpip), 1.63-1.61 (m, 2H, Hpiperidin).

(101 MHz, DMSO-D6) &=173.1 (CC(ON),  167.3
(PhenylpipCH2C(0)), 155.0 (NC(O)N), 151.1 (Chphenylpiperazinl), 139.7
(Cphet1), 139.6 (Cpne2l), 128.9 (2C, Cprhenylpiperazin3&Crhenylpiperazind),
128.6  (4C,  Crne12&Cprne16, Crre22&Crne26)*, 1282  (2C,
Crne4&Crread)*, 1266 (2C, Crrnei3&Crhet5), 1265  (2C,
Crine23&Crhe25), 118.9 (Cprhenylpiperazin4), 115.4 (2C,
Cprhenylpiperazin2 & CPhenylpiperazin0), 68.3 (Phe2C), 60.9 (CH2C(0)), 56.0
(2C, Cpip), 52.5 (2C, Cpip), 48.6 (Cpiperidind), 48.2 (2C, Cpiperidin), 40.2
(2C, Cpiperidin)-

*es sind zwei eng nebeneinander liegende Signale

(rein) ¥ = 2816 (w), 1770 (m), 1710 (s), 1624 (m), 1598 (m), 1552 (s),
1494 (m), 1449 (m), 1412 (m), 1385 (m), 1366 (m), 1337 (w), 1301 (w),
1272 (m), 1226 (m), 1135 (w), 1106 (w), 1088 (w), 1032 (w), 999 (m),
961 (w), 925 (), 757 (m), 725 (W), 694 (s), 668 (m), 634 (w), 603 (m),
524 (w), 497 (w), 413 (w).

m/z berechnet fiir C32H36Ns03" [M+H]": 538.2813; gefunden: 538.2835

140 °C.
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A HNJ(N _CN ‘<O_Cl A HNJ(N _CN _<O—NCN—©—O/
O O

61 62
MW411,89 MW567,69
3-(1-(2-Chloracetyl)piperidin-4-yl)-5,5- 0.50 mmol 206 mg 1.0eq

diphenylimidazolidin-2,4-dion (61) [411.89]
N-(4-Methoxyphenyl)piperazin (133) [M192.26]  0.55 mmol 106 mg 1.1 eq
TEA [M101.19, p =0.73] 0.55mmol 56mg 1.1eq 0.08 mL

3-(1-(2-(4-(4-Methoxyphenyl)piperazin-1-yl)acetyl)piperidin-4-yl)-5,5-diphenylimidazolidin-
2,4-dion wurde nach AAVS5 dargestellt.

Reaktionszeit: RT tiber Nacht.
Ausbeute: 227 mg, 80 %, 0.40 mmol.

Erscheinung: braun-beiger FS.

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) 5=9.64 (C(O)NH), 7.40-7.31 (m, 10H,
Hphenytoinphenyle), 6.91-6.82 (m, 4H, HMethoxyphenylpip), 4.48-4.45 (m, 1H,
Hpiperidind), 4.17-4.14 (m, 1H, Hpjp), 3.98 (br, 1H, Hpip) 3.69 (s, 3H,
OCH3), 3.12-2.65 (m, 9H , C(O)CHz, SHpiperidin, 2Hpip), 2.31-2.28 (m,
2H, Hpjp), 2.10-2.07 (m, 2H, Hpjp), 1.67-1.64 (m, 2H, Hpiperidin). *

*das fehlende Signal des letzten Piperidinprotons liegt unter dem LM

Signal.
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3C NMR

IR

HRMS

SmP

(101 MHz, DMSO-D6) &=173.6 (CC(ON), 163.9
(MethoxyphenylpipCH2C(O)), 154.9 NC(O)N, 139.6 (Cpher 1 &Crhea1),
1310 (ChMetoxyphenyipipl), 128.6 (2C, Cphei3&Crhei5), 128.5 (2C,
Crne23&Cphe25), 128.1 (CMethoxyphenylpiperazind ), 126.6  (2C,
Crne12&Crret6), 1265 (2C,  Crnen2&Crna6), 117.5  (2C,
Crhe14&Crhe24), 1143 (4C,  Cwethoxyphenylpip2 &CMethoxyphenylpipO,
ChMethoxyphenylpip3& CMethoxyphenylpipd), 68.3  (Phe2C), 68.2 (CH2C(0)),
55.2 (OCH3), 53.9 (Cpip), 52.4 (2C, Cpip), 48.4 (Cpiperidind), 44.3 (Crip),
42.8 (2C, Cpiperidin), 40.8 (2C, Cpiperidin)-

(rein) ¥ = 2827 (w), 1769 (w), 1710 (s), 1643 (m), 1511 (s), 1449 (m),
1414 (m), 1368 (m), 1243 (m), 1181 (w), 1132 (w), 1088 (w), 1034 (m),
994 (m), 925 (w), 825 (m), 758 (m), 738 (), 724 (W), 702 (m), 668
(W), 640 (w), 603 (W), 537 (w), 514 (w), 501 (w), 406 (W).

(ESI) m/z berechnet fiir C33H3sNsO4" [M+H]": 568.2918; gefunden:
568.2928.

145 °C.
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N4 Cl A NN
OO~ OO
@] — > o
O O
61 65

MW411,89 MW551,69
3-(1-(2-Chloracetyl)piperidin-4-yl)-5,5- 0.50 mmol 206 mg 1.0eq
diphenylimidazolidin-2,4-dion (61) [411.89]
N-Benzylpiperazin (27) [M192.26] 0.55mmol 97mg l.leq
TEA [M101.19, p =0.73] 0.55mmol 56mg 1.1eq 0.08 mL

3-(1-(2-(4-Benzylpiperazin-1-yl)acetyl)piperidin-4-yl)-5,5-diphenylimidazolidin-2,4-dion
(65) wurde nach AAVS5 dargestellt.

Reaktionszeit: 3 d bei RT.
Ausbeute: 225 mg, 82 %, 0.41 mmol.

Erscheinung: eierschal farbender FS.

"H NMR (400 MHz, DMSO-D6) & =9.58 (C(O)NH), 7.39-7.19 (m 15H, Ha,),
4.41-4.38 (m, 1H, Hpiperidin4), 4.10-4.07 (m, 2H, Hpiperidin), 3.38 (d, 1H,
C(O)CHaHb, J=4.7 Hz), 3.27-3.24 (m, 3H, PheCH2, C(O)CHaHb);,
3.06-2.91 (m, 2H, Hpjp), 2.55-2.48 (m, 1H, Hpjp), 2.34-2.23 (m, 7H,
4Hpiperidin, 3Hpip), 2.03-1.99 (m, 1H, Hpip), 1.58-1.55 (m, 2H, Hpiperidin). *

*das fehlende Signal des letzten Piperazinprotons liegt unter dem LM

Signal.
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3C NMR

IR

HRMS

SmP

(101 MHz, DMSO-D6) & = 173.1 (CC(O)N), 167.3 (CH2C(0)), 155.0
(NC(O)N), 143.8 (Cpherd), 139.7 (Cpherl), 139.7 (Crneal), 139.6
(Cphe24), 138.3 (Cgengylpipl), 128.8 (2C, CBenzylpip3 & CBenzylpipd), 128.7
(2C, Cphei2&Crhei6), 128.6 (2C, Cprea2&Crn6), 1282 (2C,
Caenzylpip2 &Chenzypip6), 126.9 (Cienzylpip4), 126.6 (2C, Cphe13&Cphe15),
126.6 (2C, Cpre23&Cphea5), 79.0 (Phe:C), 68.3 (CHaPhe), 62.1
(CH2C0), 52.6 (2C, Cpip), 52.5 (2C, Cpip), 48.6 (Criperiind), 44.7
(Cpiperidin), 42.9 (Cpriperidin), 28.8 (Cpiperidin), 28.0 (Cpiperidin)-

(rein) ¥ = 2809 (w), 1771 (w), 1712 (), 1625 (m), 1493 (w), 1449 (m),
1414 (m), 1367 (m), 1270 (w), 1153 (w), 1132 (w), 1089 (w), 1031 (m),
1005 (w), 837 (w), 757 (m), 741 (m), 699 (s), 668 (w), 644 (W), 619
(w), 603 (m), 520 (w), 496 (w), 418 (W), 407 (W).

(ESI) m/z berechnet fiir C33H33Ns03" [M+H]": 552.2969; gefunden:
552.2985.

130 °C.
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61 7
MW411,89 MW539,65
3-(1-(2-Chloracetyl)piperidin-4-yl)-5,5- 0.50 mmol 206 mg 1.0eq
diphenylimidazolidin-2,4-dion (61) [411.89]
Methylsulfonylpiperazin [M164.22] 0.55mmol 90mg l.leq
TEA [M101.19, p =0.73] 0.55mmol 56mg 1l.1eq 0.08 mL

3-(1-(2-(4-(Methylsulfonyl)piperazin-1-yl)acetyl)piperidin-4-yl)-5,5-diphenylimidazolidin-
2,4-dion (71) wurde nach AAVS5 dargestellt.

Reaktionszeit: 4 d bei RT.
Ausbeute: 157 mg, 58 %, 0.29 mmol.

Erscheinung: beiger farbender FS.

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) & = 9.63 (s, H, C(O)NH), 7.42-7.21 (m, 10H,
Har), 4.46-4.43 (m, 1H, Hpiperidin), 4.15-4.11 (m, 1H, Hpiperiain4d), 4.07-
4.03 (m, 1H, Hpiperid), 3.37-3.26 (m, SH, SO2CHs, 2Hpiperidin), 3.12-
3.01 (m, 5H, 2Hpiperigin, 3Hpip), 2.82 (s, 2H, C(O)CHz), 2.61-2.58 (m,
IH, Hpyp), 2.35-2.25 (m, 1H, Hpip), 2.08-1.98 (m, 1H, Hpip), 1.64-1.61
(m, 2H, Hpiperidin).
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13C NMR (101 MHz, DMSO-D6) & = 173.6 (C(O)N), 167.7 (CH2C(O)), 155.5
(NC(O)N), 140.2 (2C, Cphe11&Cphe2l), 129.2 (4C, Cphe12&Crhel,
Crre22& Cphe26), 128.7 (2C, Crhe14& Cpnead), 127.1 (4C, Crhe13&Crhe1 5,
Crhe23&Crhe25), 68.8 (PhexC), 60.4 (CH2C(0)), 52.1 (2C, Cpip), 49.1
(Cpiperidind), 45.9 (2C, Crip), 45.0 (Cpiperidin), 41.2 (Cpiperidin), 34.1
(SO2CH3), 29.2 (Cpiperidin), 28.6 (Cpiperidin).

IR (rein) ¥ = 2928 (w), 2858 (w), 1771 (w), 1711 (s), 1628 (m), 1449 (w),
1415 (m), 1368 (w), 1343 (m), 1326 (m), 1272 (w), 1157 (m), 1089 (w),
1033 (w), 998 (w), 961 (m), 819 (w), 778 (m), 759 (m), 740 (w), 725
(w), 701 (m), 669 (W), 639 (W), 619 (w), 603 (w), 574 (w), 519 (m),

499(w), 464(w), 416 ().

HRMS (ESI) m/z berechnet fiir C27H34N50sS™ [M+H]": 540.2275; gefunden:
540.2276.

SmP 165 °C.
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@ HNJ(N_CN_<O—C| . @ HN N—<:/\N—<O_N/\:/\N cl
O O

61 64
MW411,89 MW572,11
3-(1-(2-Chloracetyl)piperidin-4-yl)-5,5- 0.50 mmol 206 mg 1.0 eq
diphenylimidazolidin-2,4-dion (61) [411.89]
4-Chlorphenylpiperazin (75) [M196.68] 0.55mmol 90mg 1.leq
TEA [M101.19, p =0.73] 0.55mmol 56mg 1l.1eq 0.08 mL

3-(1-(2-(4-(4-Chlorphenyl)piperazin-1-yl)acetyl)piperidin-4-yl)-5,5-diphenylimidazolidin-
2,4-dion (64) wurde nach AAVS5 dargestellt.

Reaktionszeit: 4 d bei RT.
Ausbeute: 243 mg, 85%, 0.42 mmol.

Erscheinung: weiler FS.

"H NMR (400 MHz, DMSO-D6) & =9.61 (s, 1H, C(O)NH), 7.39-7.32 (m, 10H,
Hphenytoinphenyle), 7.23-7.21 (m, 2H, Hchlorphenylpip3 &Hchlorphenylpipd) 6.93-
6.91 (m, 2H, Hchlorphenylpip2&Hchlomphenylpipb), 4.47-4.44 (m, 1H,
Hpiperidind), 4.17-4.12  (Hpiperidin2a&Hpiperigin6a), 3.40-3.37 (m, 1H,
Hpiperidin), 3.30 (s, 2H, CH2C(0)), 3.12-3.01 (m, 5H, 2Hpip, 3Hpiperidin)
2.61-2.54 (m, 4H, Hpip), 2.33-2.30 (m, 1H, Hpip), 2.07-2.05 (m, 1H,
Hpip), 1.63-1.61 (m, 2H, Hpiperidin)-
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3C NMR

IR

HRMS

SmP

(101 MHz, DMSO-D6) & =173.1 (C(O)N), 167.2 (CH2C(O)), 155.0
(NC(O)N), 149.9 (Cchiorphenylpipl), 139.7 (Cphei11), 139.6 (Cphe21), 128.6
(2C, Cchiorphenylpip3& Cchiorphenylpipd), 128.6 (2C, Cphe12&Crhe16), 128.6
2C, Crnea2&Crnz6), 1282 (2C, Crheid&Crread), 126.6 (2C,
Crne13&Crhe1d), 126.5 (2C, Cpre23&Cpne25), 122.4 (Cchiorphenylpip4),
116.9 (2C, Cchiorphenylpip2&Cchlomphenylpipb), 68.3  (Phe2C), 60.8
(CH2C(0)), 52.3 (2C, Cpip), 48.8 (Cpiperiaind), 48.0 (2C, Cpip), 42.9 (2C,
Cpriperidin), 28.0 (2C, Cpriperidin)-

(rein) ¥ = 2826 (w), 1771 (w), 1712 (s), 1627 (m), 1596 (w), 1496 (m)
1449 (m), 1414 (m), 1386 (m), 1367 (m), 1338 (w), 1303 (w), 1271 (w),
1237 (m), 1137 (w), 1090 (w), 1000 (m), 961 (W), 924 (w), 819 (m),
758 (m), 724 (w), 701 (m), 669 (m), 639 (W), 603 (m), 516 (W), 496
(W), 436 (w), 407 (w).

(ESI) m/z berechnet fiir C32H3sCINsO3" [M+H]": 572.2423; gefunden:
572.2433.

149 °C.
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° ° g

61 66
MW411,89 MW586,13
3-(1-(2-Chloracetyl)piperidin-4-yl)-5,5- 0.50 mmol 206 mg 1.0eq
diphenylimidazolidin-2,4-dion (61) [411.89]
N-(4-Chlorbenzyl)piperazin (132) [M210.70, 0.55mmol 118 mg 1.1eq 0.10 mL
p=1.14]
TEA [M101.19, p =0.73] 0.55mmol 56mg 1.1eq 0.08 mL

3-(1-(2-(4-(4-Chlorbenzyl)piperazin-1-yl)acetyl)piperidin-4-yl)-5,5-diphenylimidazolidin-2,4-
dion (66) wurde nach AAVS dargestellt.

Reaktionszeit: 4 d bei RT.
Ausbeute: 250 mg, 86 %, 0.43 mmol.

Erscheinung: weiller FS.

TH NMR (400 MHz, DMSO-D6) 6 =9.62 (s, 1H, NH), 7.41-7.28 (m, 14H, Ha,),
4.45-4.41 (m, Hpiperidind), 4.16-4.10 (m, 2H, Hpiperidin), 3.42 (s, 1H,
CHH-Chlorphenyl), 3.40 (s, 1H, CHH-Chlorphenyl), 3.30 (s, 2H,
CH2C(0)), 3.03-2.95 (2H, Hpiperidin), 2.56-2.59 (m, 1H, Hpip), 2.39-2.27
(m, 8H, 2Hpiperidin&6Hpip), 2.06-2.03 (m, 1H, Hpip), 1.62-1.60 (m, 2H,

HPiperidin) .
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3C NMR

IR

HRMS

SmP

(101 MHz, DMSO-D6) & = 173.1 (C(O)N), 167.3 (CH2C(0)), 155.0
(NC(O)N), 139.7 (2C, Cphe11&Crreal), 137.4 (Ccniomenzyipipl), 131.4
(Cchniorbenzylpip4), 130.6 (2C, Cchlorbenzylpip2& Cchlorbenzylpip6), 128.7 (2C,
Crne12&Cphe16), 129.1 (2C, Cpne22&Cpne26), 128.2  (2C,
Crhe14&Cphe24), 128.2 (2C, Cchlorbenzylpip3 & Cchlorbenzylpipd), 126.6 (2C,
Crhe13&Crhe1d), 126.6 (2C, Cpne23&Crne25), 79.0 (PhexC), 68.3 (CHz-
Chlorphenyl), 61.1 (CH2C(0)), 52.6 (2C, Cpip), 48.6 (2C, Cpip), 44.7
(Cpriperidin4), 42.9 (2C, Cpriperidin), 28.0 (2C, Cpiperidin)-

(rein) ¥ = 2931 (w), 2812 (w), 1771 (w), 1712 (s), 1625 (m), 1490 (w),
1448 (m), 1413 (m), 1367 (m), 1339 (w), 1292 (w), 1271 (w), 1153 (w),
1132 (w), 1088 (w), 1034 (w), 1005 (m), 959 (w), 919 (w), 841 (w),
809 (w), 758 (m), 739 (W), 724 (w), 700 (m), 668 (m), 643 (w), 603
(m), 513 (W), 496 (W), 479 (w), 452 (w), 437 (w), 407 (w).

(ESI) m/z berechnet fiir C33H37CINsO3" [M+H]": 586.2579; gefunden:
586.2591.

124 °C.
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O
O c —/
N N N
& <" L OO«
O ok
61 67
MW411,89 MW569,68

3-(1-(2-Chloracetyl)piperidin-4-yl)-5,5- 0.50 mmol 206 mg 1.0eq
diphenylimidazolidin-2,4-dion (61) [411.89]
N-(4-Fluorbenzyl)piperazin (28) [M194.25] 0.55 mmol 107mg 1.1eq
TEA [M101.19, p =0.73] 0.55mmol 56mg 1l.1eq 0.08 mL

3-(1-(2-(4-(4-Fluorbenzyl)piperazin-1-yl)acetyl)piperidin-4-yl)-5,5-diphenylimidazolidin-2,4-
dion (67) wurde nach AAVS dargestellt.

Reaktionszeit: 4 d bei RT.
Ausbeute: 223 mg, 78 %, 0.39 mmol.

Erscheinung: weiler FS.

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) 8=9.62 (s, 1H, NH), 7.42-7.28 (m, 12H,
10Hphe&2HFiourbenzy1), 7.14-7.10 (m, 2H, Hrworbenzy13 &HForbenzy1d),
4.45-4.41 (m, 1H, Hpiperigind), 4.16-4.10 (m, 2H, Hpiperidin), 3.44-3.36 (m,
2H, CHa-Fluorphenyl), 3.30 (s, 2H, CH2C(O)), 3.03-2.95 (m, 2H,
Hpiperidin), 2.59-2.56 (m, 1H, Hpip), 2.39-2.27 (m, 8H, 2Hpiperidin& 6Hpip),
2.06-2.02 (m, 1H, Hpjp), 1.62-1.59 m, 2H, Hpiperidin).

581



Zweiter Teil: Design und Synthese von Liganden zur Adressierung von el[F4A

3C NMR

IR

HRMS

SmP

(101 MHz, DMSO-D6) 5 = 173.1 (C(O)N), 167.3 (CH2C(0)), 161.2 (d,
J=2422Hz, CF), 1550 (NC(O)N), 139.7 (2C, Cpne11&Crneal),
134.44 (Crluorbenzy11), 130.6 (d, J=28.2 Hz, 2C,
Crluorbenzy13& Crluorbenzy1d), 128.7 (2C, Cpne12&Cpre16), 128.6 (2C,
Crhe2&Cphe26), 128.2 (2C, Crhe14&Crhe24), 126.6 (2C, Cphe13&Cphe15),
1266 (2C, Cpe3&Crre25), 1149 (d, J=21.0Hz, 2C,
Crluorbenzy12& CFluorbenzy16), 79.0 (Phe2C), 71.6 (CH2C(0)), 68.3 (CH»-
Fluorphenyl), 61.2 (Cpip), 61.0 (Crip), 52.5 (2C, Cpip), 48.6 (Chiperidind),
42.90 (2C, Cbpiperidin), 28.8 (Cpriperidin), 28.0 (Cbpiperidin)-

(rein) ¥ = 2814 (w), 1771 (w), 1712 (), 1626 (m), 1508 (w), 1449 (m),
1414 (m), 1367 (m), 1340 (w), 1292 (w), 1272 (w), 1221 (m), 1154 (w),
1132 (w), 1090 (w), 1005 (m), 842 (w), 758 (m), 724 (w), 701 (m), 668
(W), 637 (W), 603 (W), 544 (w), 505 (w), 493 (w), 418 (w).

(ESI m/z berechnet fiir C33H37FNsO3" [M+H]": 570.2875; gefunden:
586.2894.

125 °C.
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Cl

NCN{ .T N{ !

MW411,89 MW601 75

3-(1-(2-Chloracetyl)piperidin-4-yl)-5,5- 0.50 mmol 206 mg 1.0 eq
diphenylimidazolidin-2,4-dion (61) [411.89]

4-[1-Naphthylmethyl]piperazin (29) [M226.3] 0.55 mmol 124 mg 1.1eq

TEA [M101.19, p =0.73] 0.55mmol 56mg 1l.1eq 0.08 mL

3-(1-(2-(4-(Naphthalen-1-ylmethyl)piperazin-1-yl)acetyl)piperidin-4-yl)-5,5-
diphenylimidazolidin-2,4-dion (68) wurde nach AAVS5 dargestellt.

Reaktionszeit: 1 d bei RT.
Ausbeute: 232 mg, 78 %, 0.39 mmol.

Erscheinung: eierschal-farbender FS.

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) 5=9.63 (s, 1H, NH), 8.26-8.24 (m, 1H,
HnNaphthy), 7.91-7.82 (m, 2H, HNaphthy), 7.55-7.48 (m, 2H, Hnaphthy1),
7.45-7.34 (m, 12H, 2HnNaphthyl, 10Hphenytoinphenyle), 4.45-4.41 (m, 1H,
Hpiperidind), 4.17-4.11 (m, 2H, Hpiperigin), 3.83 (q, 2H, CH2-Naphthyl,
J=129Hz), 331-3.27 (m, 2H, C(O)CH2)*, 3.01-2.89 (m, 2H,
Hpiperidin), 2.59-2.56 (m, 1H, Hpip), 2.45-2.30 (m, 8H, 2Hpiperidin&6Hpip),
2.07-2.03 (m, 1H, Hpip), 1.62 (t, 2H, Hpiperiain, J = 9.6 Hz).

*Der CH2-Peak fallt in den Wasserpeak.
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3C NMR

IR

HRMS

SmP

(101 MHz, DMSO-D6) = 173.1 (C(O)N), 167.3 (CH2C(O)), 155.0
(NC(O)N), 143.8 (Craptnyt), 139.8 (Cpher1), 139.7 (Cpheal), 133.9
(CnNapththyl),  133.5  (Cnapththy), 132.0  (Cnaphtnyt), 128.7  (2C,
Crne12&Crnet6), 1286  (2C,  Crnen2&Crnab), 1282  (2C,
Crne14&Crhe24), 127.7 (Cnapththy), 127.3  (Cnaptheny1), 126.6  (4C,
Crhe13&Crhe15, Crhe23&Crhe25), 125.8 (Chapthihyl), 125.7 (Chapththyl),
125.2 (Crapthity1), 124.8 (Crapthinyt), 79.0 (PhezC), 68.3 (CHa-Naphthyl),
61.0 (CH2C(0)), 52.9 (2C, Cpip), 52.6 (2C, Cpip), 48.6 (Criperidind), 44.7
(Cpiperidin), 42.9 (Cpriperidin), 28.8 (Cpiperidin), 28.1 (Cpiperidin)-

(rein) ¥ = 2810 (w), 1770 (w), 1710 (s), 1625 (m), 1448 (m), 1412 (m),
1365 (m), 1336 (w), 1271 (w), 1152 (w), 1131 (w), 1088 (w), 1003 (m),
835 (m), 792 (m), 773 (m), 758 (m), 739 (w), 724 (w), 699 (m), 668
(W), 639 (W), 603 (W), 517 (w), 409 (w).

(ESI m/z berechnet fiir C37HsoNsO3" [M+H]": 602.3126; gefunden:
602.3132.

145 °C.
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@ HNJ(N_CN_{CI . O HNJ(N_CN_/{D_N{L«O
O O o\

61 72
MW411,89 MW478,55
5,5-Diphenyl-3-(1-(2-(4-phenylpiperazin-1- 0.50 mmol 206 mg 1.0eq

yl)acetyl)piperidin-4-yl)imidazolidin-2,4-dion

(61)[411.89]

Glycinethylester HCI (138) [M139.58] 0.55mmol 77mg l.leq

TEA [M101.19, p =0.73] 0.55mmol 112mg 22eq 0.16 mL

Ethyl-N-(2-(4-(2,5-Dioxo-4,4-diphenylimidazolidin-1-yl)piperidin-1-yl)-2-oxoethyl)glycinat
(72) wurde nach AAVS5 dargestellt.

Reaktionszeit: 4 d bei RT.
Ausbeute: 133 mg, 56 %, 0.28 mmol.

Erscheinung: weiler FS.

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) & = 9.65-9.57 (m, 1H, C(O)NH), 7.41-7.33 (m,
10H, Har), 4.50-4.42 (m, 1H, Hpiperidind), 4.14-3.81 (m, 2H, OCH2CHs),
3.84-3.97 (m, 2H, CH2C(O)N), 3.01-2.89 (m, 2H, NCH:2CO), 2.59-2.56
(m, 1H, Hpiperidin), 2.45-2.30 (m, S8H, 3Hpiperidin, CH3) 2.07-2.03 (m, 2H,
Hpiperidin), 1.63-1.50 (m, 2H, Hpiperidin).
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13C NMR (101 MHz, DMSO-D6) 5= 173.1 (CC(O)N), 171.9 (COEY), 168.7
(CH2C(O)N), 155.0 (NC(O)N), 139.6 (2C, Cpnet 1&Cprea1), 128.7 (4C,
Crhne12&Crhe16, Crhe22& Cphe26), 128.2 (2C, Cpne14&Crne24), 126.6 (4C,
Crhe13&Cprhe15, Cprhe23&Cphe25), 71.6 (Phe2C), 60.0 (CH2CH3), 49.7
(CH2Cpiperidin), 49.1 (CH2COglycin), 48.7 (Cpriperidin), 42.9 (2C, Cpiperidin),
27.9 (2C, Cpriperidin), 15.2 (CH3).

IR (rein) ¥ = 1771 (w), 1711 (s), 1630 (m), 1448 (m), 1415 (m), 1369 (m),
1197 (w), 758 (m), 701 (m), 669 (w), 603 (m).

HRMS (ESI m/z berechnet fiir C26H31N4Os" [M+H]": 479.2289; gefunden:
479.2303.
SmP 135 °C.
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Darstellung anderer Verbindungen

\ /\ Chlorethanoylchlorid //\ Cl
O—@—N NH o O—@—N N—(
—/ / — 0

133 141
MW192,26 MW268,74
N-(4-Methoxyphenyl)piperazin [M192.26] 4.0 mmol 769 mg 2.0eq
Chlorethanoylchlorid [M112.94, p=1.42] 2.0 mmol 226mg 1.0eq 0.16 mL
TEA [M101.19, p=0.73] 2.0mmol 202mg 1.0eq 0.15mL

N-(4-Methoxyphenyl)piperazin (769 mg, 4.0 mmol, 2.0 eq) und TEA (0.15 mL, 1.0 eq) wurden
in Acetonitril geldst. Chlorethanoylchlorid (2.0 mmol, 0.16 mL, 1.0 eq) wurde langsam
zugegeben und 5 d bei RT geiihrt. In den Ansatz wurde H2Ogdemin. gegossen und das Produkt in
EtOAc extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber MgSO4 getrocknet und das
LM am Rotationsverdampfer entfernt. Acylpiperazin 141 wurde in 72 % (386 mg, 1.44 mmol)

erhalten.

H NMR (400 MHz, DMSO-D6) 5 = 6.94-6.91 (m, 2H, H3pre&H5phe), 6.87-6.82
(m, 2H, H2phe&H6pne), 4.42 (s, 2H, CH2C0), 3.69 (s, 3H, CHs), 3.59
(m, 4H, Hpip), 3.04-2.98 (m, 4H, Hpip).
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— 0 HI\II/\ \ /9
® N\_/N_<_ = 133 - ° N\—/N_/<—N N—@—O
cl MW192,26 —/ \
141 116
MW268,74 MW424,55
2-Chlor-1-(4-(4-methoxyphenyl)piperazin-1- 1.4 mmol 369mg 1.0eq
yl)ethan-1-on (141) [M268.74]
4-Methoxyphenylpiperazin (133) [M192.26] 1.6 mmol 315mg 1.1eq
TEA [M101.19, p =0.73] 1.6 mmol 166 mg 1.1eq 0.23 mL

369 mg des Acylpiperazins 141 (1.4 mmol, 1.0 eq), 0.23 mL TEA (1.6 mmol, 1.1 eq) und N-(4-
Methoxyphenyl)piperazin (133, 315 mg, 1.6 mmol, 1.1 eq) wurden in Acetonitril gelost und
30 Min refluxiert. Es bildete sich ein weiler NS, der abgesaugt und aus EtOH umkristallisiert
wurde. Das Produkt 116 wurde als weiller FS in 84% Ausbeute (499 mg, 1.2 mmol) erhalten.

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) & = 6.92-6.79 (m, 8H, Hay), 3.69-3.60 (m, 9H,
OCHs, OCH3, CH2CO, HPip), 3.30 (br, 2H, HPip) 3.21 (s, 3H, HPip),
3.07-2.96 (m, 7H, HPip), 2.60 (br, 3H, HPip).

13C NMR (101 MHz, DMSO-D6) §=171.7(CO), 153.7 (CaOMe), 1452
(CaOMe), 144.3 (PipCay), 118.1 (Carl) , 117.9 (2C, Car), 117.4 (2C,
Car), 114.4 (Cacl), 1143 (2C, Car), 114.2 (2C, Car), 55.2 (OCH3), 55.2
(OCHs), 52.5 (CH,CO), 49.9 (CPip), 46.9 (2C, CPip), 45.5 (CPip), 45.1
(CPip), 42.8 (2C, CPip), 41.2 (CPip).
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IR (rein) ¥ = 2949 (w), 2907 (w), 2834 (m), 2802 (m), 2756 (m), 2726 (W),
1651 (s), 1509 (s), 1465 (m), 1455 (m), 1442 (m), 1421 (s), 1386 (m),
1340 (w), 1325 (w), 1305 (m), 1294 (m), 1246 (s), 1224 (s), 1181 (s),
1156 (s), 1133 (s), 1096 (m), 1029 (s), 1013 (s), 999 (s), 958 (m), 943
(m), 922 (s), 857 (), 828 (s), 799 (m), 787 (m), 723 (m), 705 (m), 630
(m), 582 (W), 539 (m), 515 (m), 431 (m), 419 (m).

HRMS (ESI) m/z berechnet fiir C24H33N403" [M+H]": 425.2547; gefunden:
425.2566.

(ESI) m/z berechnet fiir C4H3,NaN4sNaOs;™ [M+Na]": 447.2367;
gefunden: 447.2379.

SmP 160 °C.
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Zur Darstellung von Isosorbidderivaten wurde unter Luft- und Wasserausschluss gearbeitet.
1.1 eq NaH wurden in trockenem DMF gelost und 10 min bei RT vorgeriihrt. Isosorbid (107,
1.0 eq) wurde in DMF zugetropft und das Reaktionsgemisch fiir 20 min bei RT geriihrt. Dann
wurde das entsprechende Elektrophil (1.02 eq) zugegeben und das Reaktionsgemisch fiir 15-
60 min bei RT geriihrt. Die Reaktion wurde mittels DC-Kontrolle verfolgt. Nach Umsatz der
Reaktanden wurde Wasser in den Ansatz gegossen und das Rohprodukt mittels EtOAc
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber MgSOj4 getrocknet und das LM am
Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel

in EtOAc:cHex gereinigt.”®
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HO H MW171,04

g5 L Qﬁ
&

107 108 111
MW146,14 MW?236,27 MW326,39
Isosorbid (107) [M146.14] 5.0mmol 731 mg 1.0eq
NaH (60 % in Paraffin) [M23.99] 5.5mmol 220mg 1.1eq

Benzylbromid (142) [M171.04, p=1.44] 5.1 mmol 872mg 1.02eq 0.61 mL

(3R,3aR,6S,6aR)-6-(Benzyloxy)hexahydrofuro[3,2-b]furan-3-ol (108) und (3R,3aR,6S,6aR)-
3,6-Bis(benzyloxy)hexahydrofuro[3,2-b]furan (111) wurden nach AAV6 dargestellt.

Reaktionszeit: 15 min bei RT.
(3R,3aR,6S,6aR)-6-(Benzyloxy)hexahydrofuro[3,2-b]furan-3-ol (108):
Ausbeute: 500 mg, 42 %, 2.1 mmol.

Erscheinung: gelblicher FS.

'H NMR (500 MHz, DMSO-D6) & = 7.37-7.27 (m, 5H, Ha), 5.12 (d, 1H,
HisosorbiaSh, /= 3.8 Hz), 4.65 (d, 1H, CHaHyPhe. J=11.7 Hz),
4.62 (t, 1H, Hisosorbid2v, J = 4.4 Hz), 4.49 (d, 1H, CH.HpPhe, J =)
4.28-427 (m, 1H, Hisosovid6), 4.09-4.04 (m, 2H,
Hisosorbid6a&OH), 3.80-3.76 (m, 2H, HisosorbidSa& Hisosorbia3a),

3 .72'3 .7 1 (1’1’1, lH, Hlsosorbidza), 3 .44‘3 .4 1 (1’1’1, lH, Hlsosorbid3).
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3C NMR

(126 MHz, DMSO-d6) &=138.3 (Cpal), 1282 (2C,
CBz3&Cg25), 127.5 (2C, Cpa2&Cg6), 127.4 (Cpz4), 88.2
(Crsosorbid6a), 79.5 (Cisosorbid3), 79.3 (Cisosorid6), 75.4 (Cisosorbid3a),
75.3 (Cisosorbia), 71.1(Cisosorvia2), 69.3 (CHzPhe).
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IR (rein) ¥ = 3441 (m), 2938 (w), 2923 (w), 2892 (m), 2873 (W), 1497 (),
1454 (w), 1369 (m), 1326 (w), 1306 (m), 1207 (m), 1131 (m), 1109 (m),
1080 (s), 1063 (s), 1031 (m), 1019 (s), 1000 (s), 980 (m), 955 (m), 923
(m), 889 (m), 868 (m), 832 (m), 779 (m), 741 (s), 698 (m), 670 (W), 635
(m), 540 (w), 516 (m), 502 (m), 463 (m), 448 (m), 433 ().

HRMS (ESI) m/z berechnet fiir C13HisNaO4" [M+Na]": 259.0941; gefunden:
259.0949.
SmP 60 °C.
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(3R,3aR,6S,6aR)-3,6-Bis(benzyloxy)hexahydrofuro[3,2-b]furan (111):

Ausbeute: 324 mg, 20 %, 0.99 mmol.

Erscheinung: leicht gelbliches, klares Ol.

TH NMR

3C NMR

IR

HRMS

(400 MHz, DMSO-D6) 6 = 7.36-7.27 (m, 10H, Ha:), 4.66-4.64 (m, 2H,
Hisosorbia2b& HisosorbidSv),  4.54-4.48 (m, 4H, CH2Phei&CH:Phe»),
4.10-4.05 (m, 1H, Hisosorbid6a), 4.01-4.00 (m, 1H, Hisosorbid6), 3.94-3.92
(m, 1H, Hisosorbia3a), 3.84-3.78 (m, 2H, Hisosorbid2a& HisosorbidSv), 3.50-
3.46 (m, 1H, Hisosorbid3).

(101 MHz, DMSO-D6) & = 138.8 (Cpa11), 138.6 (Crazl), 128.8 (4C,
(2C, Cu13&Cgai5), 128.8 (2C, Cpa3&Cr25), 1282 (2C,
Cz12&CB16), 128.2 (2C, Cpa2&Cg21260)), 128.1 (Cgz14), 128.0
(CBz24), 86.1 (Cisosorvid6a), 83.8 (Cisosorbida3a), 80.4 (Cisosorbid3), 79.7
(Cisosorbid6), 73.1 (Cisosorvidd), 71.7 (Cisosorvia2), 70.8 (CHapz1), 70.1
(CH2Bz2).

(rein) ¥ =3030 (w), 2937 (m), 2870 (m), 1496 (w), 1454 (w), 1366 (m),
1341 (w), 1321 (w), 1256 (w), 1208 (m), 1095 (s), 1061 (s), 1020 (s),
945 (m), 912 (m), 891 (m), 846 (m), 734 (s), 696 (s), 632 (m), 607 (m),
493 (w), 459 (w).

(ESI) m/z berechnet fiir CyoH2304" [M+H]": 327.1591; gefunden:
327.1579.

(ESI) m/z berechnet fiir C20H22NaO4" [M+Na]": 349.1410; gefunden:
349.1412.
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RN

HO H MW229,07 <);Il-l\/S
1~0

;
H O
o +

o) 143 ) 0]

0 g
o H

\ i
© (0]

107 110 113
MW146,14 MW294,30 MW442 46
Isosorbid (107) [M146.14] 50mmol 731mg 1.0eq
NaH (60 % in Paraffin) [M23.99] 5.5mmol 220mg 1.1eq

Methyl-4-(brommethyl)benzoat (143) [M229.64] 5.1 mmol 1.171 mg 1.02 eq

Methyl-4-((((3S,3aR,6R,6aR)-6-hydroxyhexahydrofuro[3,2-b]furan-3-yl)oxy)methyl)benzoat
(110) und Dimethyl-4,4'-((((3R,3aR,6S,6aR)-hexahydrofuro[3,2-b]furan-3,6-
diyl)bis(oxy))bis(methylen))dibenzoat (113) wurden nach AAV6 dargestellt.

Reaktionszeit: 15 min bei RT.
Laufmittel: EtOAc:cHex, 3:1+0.5 mL TEA/Liter

Methyl 4-((((35,3aR,6R,6aR)-6-hydroxyhexahydrofuro[3,2-b]furan-3-yl)oxy)methyl)benzoat
(110):

Ausbeute: 370 mg, 1.26 mmol, 25 %

Erscheinung: weiler FS.
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'TH NMR

3C NMR

IR

HRMS

SmP

(400 MHz, DMSO-D6) 0 ="7.95-7.93 (m, 2H,
HBenzoesiuremethylester2 & HBenzoesiuremethylester6), ~ 7.49-7.47  (m,  2H,
HBenzoesiuremethylester3 & HBenzoesiuremethylesterd),  5.14-5.13  (m,  1H,
HisosorbidSb), 4.73 (d, 1H, CHaHpBenzoesduremethylester. J = 12.7 Hz),
464 (t, 1H, Hiosowia2s, J=4.4Hz), 459 (d, 1H,
CH.HpBenzoesduremethylester, J = 12.7 Hz), 4.28 (d, 1H, Hisosorbid0,
J=4.2Hz), 4.13-4.05 (m, 2H, Hisosorbia6a&OH), 3.85 (s, 3H, CH3),
3.83-3.76 (m, 2H, HisosorbidSa&Hisosorvia3a), 3.72 (d, 1H, Hisosorbid2a,
J=9.4 Hz), 3.49-3.45 (m, 1H, Hisosorbid3)-

(101  MHz, DMSO-D6) &=166.1 (C(O)OMe), 144.0

(CBenzoesséiuremethylestet4) 5 129.2 (ZC ,
CBenzoesséiuremethylesterz&CBenzoesséiuremethylester6) ) 128.6
(CBenzoesséiuremethylester1 ), 127.4 (2C,

CBenzoessﬁuremethylester?’&CBenzoesséiuremethylesters), 88.3 (Clsosorbid6a), 79.7
(Clsosorbid6), 79.5 (Clsosorbid3), 75.4 (CIsosorbid3a), 75.4 (CIsosorbidS), 70.5
(Cisosorbid2), 69.4 (CH2Benzoesdureester), 52.1 (OCH3).

(rein) ¥ = 3470 (w), 2953 (w), 2924 (m), 2852 (W), 1712 (s), 1614 (w),
1457 (w), 1431 (m), 1398 (m), 1345 (w), 1276 (s), 1238 (m), 1208 (m),
1194 (m), 1178 (m), 1135 (m), 1109 (s), 1100 (s), 1075 (s), 1048 (m),
1020 (m), 1008 (m), 979 (m), 967 (m), 957 (m), 903 (m), 890 (m), 877
(m), 864 (m), 836 (m), 813 (w), 771 (m), 754 (s), 694 (m), 651 (W), 632
(W), 612 (W), 548 (m), 506 (m), 483 (), 458 (m), 439 (m).

(ESI) m/z berechnet fiir CyoH2304" [M+H]": 327.1591; gefunden:
327.1579.

69 °C.
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Dimethyl-4,4'-((((3R,3aR,6S,6aR)-hexahydrofuro[3,2-b]furan-3,6-
diyl)bis(oxy))bis(methylen))dibenzoat (113):

Ausbeute: 153 mg, 0.35 mmol, 7 %

Erscheinung: weiller FS.

'TH NMR

3C NMR

IR

HRMS

(400 MHz, DMSO-D6) 0 ="7.96-791 (m, 4H,
HBenzoesiuremethylester1 2& HBenzoesiuremethylester1 0,

HBenzoesiuremethylester22 & HBenzoesiuremethylester26), ~ 7.49-7.45  (m, 4H,
HBenzoesiuremethylester1 3 & HBenzoesiuremethylester1 S,

HBenzoesiuremethylester23 & HBenzoesiuremethylester2 ), 4.74 (d, 1H,
CHaHpBenzoesduremethylesteri, J = 12.7 Hz), 4.69 (t, 1H, Hisosorbid2b,
J=4.6 Hz), 4.64 (d, 2H, CH2Benzoesduremethylester, J= 2.4 Hz),
4.60 (d, 1H, CH.HbBenzoesduremethylester;, J=12.8 Hz), 4.55 (d,
1H, HisosorvidSv, J = 4.5 Hz, 4.14-4.10 (m, 1H, Hisosorbid6), 4.05 (d, 1H,
Hisosorbid6a, J = 3.7 Hz), 3.97 (d, 1H, Hisosorvid2a, J = 10.1 Hz), 3.86-3.81
(m, 8H, 2xOCH3, HisosorbidSa&Hisosorbia3a) 3.55-3.51 (m, 1H, Hisosorbid3).

(101 MHz, DMSO-D6) &= 166.0 (C(O)OMe), 166.0 (C(O)OMe),
143.9 (CBenzoesséiuremethylester11), 143.7 (CBenzoesséiuremethylesterZ1), 129.1 (2C,

CBenzoessﬁuremethylester1 2&CBenzoessﬁuremethylester1 6), 128.7
(CBenzoesséiuremethylesteﬂ), 128.6 (CBenzoesséiuremethylesteﬂ), 127.4 (ZC,
CBenzoesséiuremethylester1 3&CBenzoesséiuremethylester1 5), 127.3 (2C,
CBenzoessﬁuremethylesterZ3 &CBenzoessﬁuremethylesterZ5 ), 126.3 (2C )

CBenzoessiuremethylester] 4& CBenzoessiuremethylester24), 85.5 (Clsosorbid6a), 83.6
(Crsosorbia3a), 79.9 (Cisosorvid3), 79.4 (Cisosorvid6), 72.6 (Cisosorbid5), 70.5
(Cisosorbid2), 69.6 (CH2Benzoesduremethylester), 69.6
(CHz:Benzoesdauremethylesteri), 52.0 (2C, 2xOCH3).

(rein) ¥ =2952 (m), 2916 (w), 2861 (m), 1714 (s), 1614 (m), 1577 (w),
1431 (m), 1397 (w), 1370 (m), 1310 (m), 1274 (s), 1216 (m), 1191 (m),
1177 (m), 1107 (s), 1076 (s), 1010 (m), 1018 (s), 963 (m), 896 (m), 864
(m), 838 (m), 813 (m), 751 (s), 706 (m), 692 (m), 635 (w), 607 (w), 485
(m), 470 (m).

(ESI) m/z berechnet fiir C24H6NaOs™ [M+H]": 465.1520; gefunden:

465.1520.
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SmP 65 °C.
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O
> +
1~ 131 OH %
ud H MW176,64 «;tg 3
—1~0
T Q

HO

OO D
~

107 109 112
MW146,14 MW286,33 MW426,51
Isosorbid (107) [M146.14] 50 mmol 731mg 1.0eq
NaH (60 % in Paraffin) [M23.99] 55mmol 220mg 1.1eq

Chloromethylnaphthalene  (131) [M176.64, 5.1 mmol 901 mg 1.02eq 0.76 mL

p=181]

(3R,3aR,6S5,6aR)-6-(Naphthalen-1-ylmethoxy)hexahydrofuro[3,2-b]furan-3-ol  (109)

und

(3R,3aR,6S,6aR)-3,6-bis(Naphthalen-1-ylmethoxy)hexahydrofuro[3,2-b]furan (112) wurden

nach AAV6 dargestellt.

Reaktionszeit: 15 min bei RT.

Laufmittel: cHex:EtOAc 2:1.
(3R,3aR,6S,6aR)-6-(Naphthalen-1-ylmethoxy)hexahydrofuro[3,2-b]furan-3-ol (109):
Ausbeute: 208 mg, 10 %, 0.5 mmol.

Erscheinung: gelbliches Ol.
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'TH NMR

3C NMR

IR

HRMS

(400 MHz, CDCl3) = 8.24-8.22 (m, 1H, Hyapt), 7.87-7.80 (m, 2H,
Hyopn), 7.54-7.43 (m, 4H, Hygn), 528 (d, 1H, CHaHyNaph,
J=11.7Hz), 496 (d, 1H, CH.HNaph, J= 11.9 Hz) , 479 (t, 1H,
Hisosorbid2b, 4.4 Hz) , 4.43-4.42 (m, 1H, Hisosorvid6), 4.32 (m, 1H, OH),
413-409 (m, 1H, Hiosomia6a), 4.04396 (m, 2H,
HisosorbidSa&Hisosorbia3a), 3.84-3.80 (m, 1H, Hisosorbid2a&Hisosorbidb)
3.62-3.57 (m, 1H, Hisosorbid3).

(101 MHz, CDCl) 8=133.9 (Crepn82), 1333 (Cxapnl), 132.0
(Craphda), 129.2 (Capt), 128.6 (Craph), 127.1 (Cnaph), 126.5 (Craph),
126.0 (Cxaph), 1253 (Cxapt), 1244 (Crapt), 88.5 (Cisosorbia6a), 80.3
(Cisosorbid6), 79.1 (Cirsosorbid3), 76.9 (Cisosorbia3a), 76.1 (CH2Naph), 71.1
(Cisosorbidd), 70.46 (Cisosorbid2).

(rein) ¥ = 3440 (w), 3051 (w), 2927 (m), 2867 (m), 1598 (w), 1510 (w),
1460 (w), 1397 (m), 1367 (w), 1334 (m), 1268 (w), 1233 (w), 1191 (w),
1166 (w), 1108 (s), 1073 (s), 1047 (s), 1008 (s), 965 (m), 920 (m), 830
(m), 861 (m), 830 (m), 792 (s), 772 (s), 649 (w), 601 (m), 556 (w), 529
(m), 496 (w), 476 (W), 419 (w), 406 (w).

(ESI) m/z berechnet fiir C17HisNaO4" [M+Na]": 309.1097; gefunden:
309.1097.
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(3R,3aR,6S,6aR)-3,6-bis(Naphthalen-1-ylmethoxy)hexahydrofuro[3,2-b]furan (112):

Ausbeute: 256 mg, 12 %, 0.6 mmol.

Erscheinung: farbloses Harz.

TH NMR

3C NMR

IR

HRMS

(400 MHz, DMSO-D6) 6 = 8.20-8.18 (m, 1H, Hnapn), 8.10-8.08 (m, 1H,
Hyaph), 7.96-7.88 (m, 4H, Hyaph), 7.58-7.47 (m, 8H, Hxaph), 5.14 (d, 1H,
CHaHpNaph, J=11.5Hz), 5.01 (s, 2H, CH2Naph), 4.89 (d, 1H,
CH,HpNaph, J = 11.5 Hz), 4.78-4.75 (m, 1H, HisosorbiaSa), 4.60-4.59 (m,
1H, Hisosorbid2b), 4.20-4.19 (m, 1H, Hisosorbid6a), 4.14 (m, 1H, Hisosorbid6),
4.04-402 (m, 1H,  Hiosomia3a), 3.87-3.81 (m, 2H,
Hisosorbid2a& Hisosorbid ), 3.52-3.48 (m, 1H, Hisosorbid3).

(101 MHz, DMSO-D6) & = 133.8 (Cnaph18a), 133.5 (Cnap28a), 133.3
(CNaph1 1), 133.2 (Cnap21), 131.3 (Cnapi4a), 131.2 (Caphoda), 128.4
(2C, Craph), 128.3 (2C, Craph), 126.4 (2C, Cxaph), 126.2 (Cxapn), 126.1
(CNaph), 125.8 (Cnaph), 125.8 (Caph), 125.3 (2C, Chaph), 124.2 (Caph),
124.0 (CNaph), 85.6 (Crsosorbia6a), 83.4 (Crsosorbia32), 79.9 (Cisosorbia3),
79.4 (Cisosortidb), 72.7 (Cisosorbia3), 69.7 (Crsosorbia2), 69.6 (CHanaph),
68.8 (CHanapha)-

(rein) ¥ = 3046 (w), 2967 (m), 1733 (w), 1597 (w). 1510 (m), 1459 (w),
1395 (w), 1367 (m), 1321 (w), 1267 (w), 1233 (w), 1167 (m), 1124 (m),
1065 (s), 1049 (s), 1016 (m), 1000 (m), 969 (m), 893 (w), 858 (m), 791
(), 773 (s), 736 (m), 651 (w), 600 (m), 553 (W), 530 (W), 516 (w), 494
(w), 422 (w), 406 (W).

(ESI) m/z berechnet fiir C2sH26NaO4" [M+Na]": 449.1723; gefunden:
449.1729.
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0 CF,
O
HO O 0 OH — >
OH O
114 115
MW344,32 MW484,43
Usninsdure (114) [M344.3] 1.5mmol 516 mg 1.0eq
(3-Trifluormethyl)phenylhydrazin [M176.15, 1.5mmol 264mg 1.0eq 0.2mL
p=1.35]

516 mg Usninsdure (114, 1.0 eq, 1.5 mmol) und (3-Trifluormethyl)phenylhydrazin (0.2 mL,

1.0 eq, 1.5 mmol) wurden in EtOH gedst und fiir 10 h gekocht. Beim Erkalten fiel ein weiler

FS aus, der abgesaugt und mit EtOH gewaschen wurde. (R)-8-Acetyl-5,7-dihydroxy-3,4a,6-
trimethyl-1-(3-(trifluoromethyl)phenyl)-1,4a-dihydro-4 H-benzofuro[3,2-f]indazol-4-on (115)

wurde in 86% Ausbeute (417 mg, 1.29 mmol) als weiler FS erhalten.

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) 6 =13.33 (s, 1H, OH), 11.13 (s, 1H, OH),
8.01-7.99 (m, 2H, Hphenylhydrazin2 &Hphenylhydrazin60), 7.91-7.85 (m, 2H,
Hphenylhydrazind&HphenylhydrazinS), 6.60 (s, 1H, NNCCH), 2.62 (s, 3H,
Pyrazol-CHs), 2.49 (s, 3H, Ar-C(O)CH3), 1.96 (s, 3H, Ar- CHz), 1.77

(s, 3H, C(O)CCH3).
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3C NMR

IR

HRMS

SmP

(101 MHz, DMSO-D6) = 200.9 (Ar-C(O)CHs), 196.3 (C14), 172.5
(C5), 162.5 (C3), 156.7 (C7), 156.3 (C1), 150.7 (C12), 149.1
(Cphenylhydrazinl), 138.2 (C9), 131.2  (Cphenylnydrazind), 130.4 (q,
2J=32.5Hz, Cphenylhydrazin3), 127.9 (Cphenylhydrazin0), 125.2  (q,
3J= 4.4 Hz Chhenyihyarzind), 123.6 (g, 'J=272.7 Hz, CF3), 120.6 (q,
3] = 4.4 Hz, Cohenylhydrazin2), 110.4 (C2), 106.5 (C13), 104.3 (C4), 101.2
(C16), 89.9 (C8), 59.9 (C15), 31.1 (C4C(O)CHs), 30.1 (C15CH3), 13.0
(C12CH3), 7.5 (C2CHs).

(rein) ¥ = 2018 (w), 1675 (m), 1625 (s), 1527 (w), 1507 (m), 1481 (m),
1459 (m), 1426 (w), 1355 (m), 1346 (m), 1325 (s), 1316 (s), 1293 (s),
1262 (w), 1222 (m), 1175 (m), 1148 (m), 1130 (s), 1100 (m), 1083 (m),
1063 (m), 1046 (s), 1022 (w), 1012 (m), 991 (w), 977 (m), 925 (w), 889
(m), 873 (w), 828 (m), 813 (m), 795 (s), 774 (m), 729 (w), 716 (m), 697
(m), 681 (w), 669 (W), 656 (W), 643 (W), 623 (W), 601 (w), 532 (w), 513
(w), 481 (w), 463 (w), 440 (w), 430 (w).

(ESI) m/z berechnet fiir C2sH20F3N20s" [M+H]': 484.1246; gefunden:
485.1319.

158 °C.
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Beitrage zur Erforschung von potentiellen
Liganden der RNase P



Dritter Teil: Beitrage zur Findung von Hemmstoffen der RNase P
Emleitung
Antibiotika — Lebensretter am Ende?

Die Entdeckung und Einfithrung von Penicillin in die Therapie von Infektionskrankheiten
liuteten eine neue Ara der Medizin ein. Es rettete Millionen von Leben. Nicht nur bakterielle
Infektionskrankheiten schienen besiegt, Antibiotika wurden vielmehr zum Erfolgsgaranten der
modernen Medizin. Operative Eingriffe, Transplantationen, sowie Vorteile in der
Chemotherapie bei Krebspatienten werden durch Antibiotika erst moglich gemacht.! Doch
noch vor der Einfiihrung von Penicillin fiir die breite Masse der Gesellschaft, konnten bereits
Resistenzen beobachtet werden und es wurde schon damals tatséchlich ein verantwortliches
Enzym (spiter als B-Lactamase identifiziert) gefunden.”* Es wurden immer neue Antibiotika
entwickelt, aber auch hier wurden in geringen Abstinden zur Einfiihrung Resistenzen
beobachtet (s. Abb. 1). Es wird in passive und aktive Resistenzmechanismen unterschieden.
Die Entwicklung von Resistenzen kann entweder durch Mutation oder horizontalen Gentransfer
(HGT) zwischen zwei Bakterien (auch unterschiedlicher Stimme) erfolgen. Dabei stellen die
durch Mutation erworbenen Resistenzen passive Resistenzmechanismen dar. D.h. das
Antibiotikum kann durch eine Mutation in der Zielstruktur nicht mehr mit dieser wechselwirken
oder gelangt durch beispielsweise Mutation von Transportproteinen nicht mehr an sein Ziel.
Diese Resistenzen werden durch Expansion der Kolonie vererbt.* WISTRAND-YUEN et al.
setzten 2018 Salmonella enterica sub-MIC-Dosen von Streptomycin iiber einen ldngeren
Zeitraum aus. Es wurden mehrere Mutationen gefunden, die einzeln zu geringer Resistenz, aber

zusammen zu hoher Resistenz fiihrten.’

Die Menschheit setzt Bakterien verschiedenen Antibiotika in sub-MIC-Dosen téglich aus. Dies
geschieht zum grofen Teil durch exorbitante Nutzung von Antibiotika in der
Massentierhaltung. Sei es als Wachstumsforderer (in der EU seit 2006 verboten) oder eben auch
zur Vorsorge (statt Hygiene) und Therapie von Erkrankungen der Nutztiere. Die Stoffe werden
meist liber Faeces und Urin ausgeschieden, die wiederum als Diinger auf die Felder ausgebracht
werden. Die antimikrobiellen Wirkstoffe kdnnen so ausgespiilt werden und nicht nur auf
Feldern, sondern auch z.B. in Oberflichenwasserreservoiren mit Mikroorganismen in Kontakt

kommen. 3
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ANTIBIOTIC RESISTANCE ANTIBIOTIC
INDENTIFIED INTRODUCED

penidillin-R Staphylococcus 1940 ——

—— 1943 penicillin

—— 1950 tetracycline

—— 1953 erythromydn

tracycline-RShigella 1959 —
tetracycline-R Shigella —— 1960 methicillin

methidillin-R Staphylococcus 1962 ——

penicillin-R pneumococcus 1965 ——

erythromycin-R Streptococcus 19 68 — 1967  gentamicin

—— 1972 vancomydn

gentamicin-R Enterococcus 1979

— 1985 imipenem and

ceftazidime-R Enterobacteriaccae 1987 —— ceftmidine
vancomycin-R Enterococcus 1988 -~
levofloxacin-R pneumococcus 1996 ———— 1996  levofloxacin
imipenem-R Enterobacteriaceae 1998 —
XDR tuberculosis 2000 —+—— 2000 linezolid
linezolid-R Staphylococcus 2001 ——
vancomycin-R Staphylococcus 2002 —— .
PDR-Acinetobacter and Pseudomonas 2004/5 — 2003 daptomycin
ceftriaxone-R Neisseria gonorrhoeae 2009 — 2010 faroline
PDR-Enterobacteriaceae /

ceftaroline-R Staphylococcus 2011

Abbildung 1: Timeline der Einfiihrung von Antibiotika und der Entdeckung von Resistenzen gegeniiber diesen in wichtigen
human pathogenen Organismen. R: Resistenz, XDR: exentsively drug resistent, PDR: pan-drug-resistent. 7

Auf der anderen Seite stehen die aktiven Resistenzmechanismen, die eine
Konzentrationsminderung des Antibiotikums verursachen. Entweder durch aktiven
Auswirtstransport (Effluxpumpen) oder aber durch Enzyme, die den Wirkstoff umsetzen und
somit unwirksam machen (z.B. B-Lactamasen). Diese Resistenzmechanismen kénnen sowohl
via HGT als auch durch Kolonieexpansion erworben werden.* Das groBte

Verbreitungspotential iiber HGT hat der menschliche Darm als Reservoir.
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Darmbakterien wurden als iiberaus potente Resistenztriger identifiziert, was auf den stindig
durch den Menschen absichtlich, in Form einer antimikrobiellen Therapie, und unabsichtlich
durch die Kontamination mit Antibiotika in tierischen Produkten (und in den USA sogar Obst)
in sub-MIC-Dosen ausgeiibten Selektionsdruck zuriickzufiihren ist.® >3 Dennoch sollte nicht
nur die Hintergrundverschmutzung an Antibiotika fiir die Resistenzen verantwortlich gemacht
werden. Das weitaus groflere Problem ist der falsche Einsatz beziiglich zu geringer Dosierung
oder der Wahl des falschen Antibiotikums in der Therapie. Nicht in allen Léndern ist der Zugriff
auf antimikrobielle Wirkstoffe durch z.B. eine Verschreibungspflicht reguliert.

Indien ist eines der Lénder die als Resistenzbildungs-Hot-Spot gelten. Dort ist der
Antibiotikakonsum weltweit am hochsten. Viele Antibiotika sind rezeptfrei erhiltlich und
konnen vom Patienten unbedarft falsch eingesetzt werden: zu niedrig dosiert, zu kurz
eingenommen, gegen einen nicht empfindlichen Erreger eingenommen oder aber einfach
unndtig eingenommen, da gar keine bakterielle Infektion vorliegt. Dabei wird die Mikroflora
des Darms, sowie die human pathogenen Bakterien, die nicht empfindlich gegen das eingesetzte
Antibiotikum sind, immer wieder den Wirkstoffen ausgesetzt und kénnen somit Resistenzen

entwickeln und diese weitergeben. '% 3-8

Der umfangreiche Gebrauch der Antibiotika fithrte zum Beispiel dazu, dass in einer Studie in
Delhi 60 % der gramnegativen Infektionen bei Neugeborenen als multi-resistent eingestuft
wurden.® Erschreckend ist die rasche Ausbreitung der Resistenzen. Von 2002 bis 2014 erhdhte
sich z.B. der gegen Carbapeneme resistente Anteil von K. pneumoniae Kolonien von 2 % auf
52 %. Das Auftauchen der Neu-Delhi-Metallo-B-Lactamase (NDM) 2008 in Delhi und die
weltweite Ausbreitung dieses Resistenzmechanismus bis 2014 zeigt auf wie dringlich und
global das Problem der Resistenzen ist.!% 8 2013 lieB die CDC (Center of Disease Control and
Prevention) angesichts steigender antimikrobieller Resistenzen verlauten, dass die Menschheit
in einer post-antibiotischen Ara angelangt sei.® Ein Satz, der das Fiirchten lehrt und dazu
antreiben sollte, nicht nur achtsamer im Antibiotikagebrauch zu werden, sondern auch neue

Antibiotika mit neuen Angriffspunkten zu entwickeln.

RNase P — ein Ribozym als Target

Ein vielversprechendes neues Target stellt die Metalloendonuklease RNase P (Ribonuklease P)

dar. Sie ist in allen bekannten Domédnen des Lebens - Prokaryota, Archea und Eukaryota -
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verbreitet. Thre Aufgabe ist ein Schritt in der Prozessierung von RNA. Dies erfolgt iiber die
Abspaltung der 5’-leader-Sequenz der pre-RNA (s. Abb. 2), dabei ist ihr Hauptsubstrat
pre-fRNA.!! Weitere Substrate sind bakterielle 4.5S RNA, transfer-messenger RNA, sowie
verschiedene virale RNAs (Phagen RNA, gelbes Riiben-Mosaik-Virus).! 13 14, 15, 16

5'-PO,

3'-0OH

M2+

Abbildung 2: Spaltung von ptRNA zu tRNA durch RNase P. Die 5 'leader-Sequenz (rot) wird mit Hilfe zweiwertiger Metallionen
abgespalten. 7

RNAse P ist ein essentielles Enzym, da fRNAs als inaktive Vorstufen synthetisiert werden und
vielen Modifikationen unterzogen werden miissen, bevor sie in die aktive Form iiberfiihrt
werden. Einer dieser Schritte ist die Abspaltung der 5‘-leader-Sequenz, die durch RNase P
katalysiert wird. !! In allen Dominen des Lebens wird die RNA-abhingige RNase P gefunden,
die aus einer katalytisch aktiven RNA und einer Protein-Untereinheit besteht, weshalb sie auch
als Ribozym bezeichnet wird. Zwischen den verschiedenen Doménen ist besonders auffallig,
dass sich der Proteinanteil in der Reihenfolge Prokaryota-Archea-Eukaryota erhoht. Wahrend
die bakterielle RNase P nur ein Protein beinhaltet, umfasst die Proteinuntereinheit der humanen
RNase P zehn Proteine. Hervorzuheben ist, dass zwischen bakteriellen und archaea-
eukaryotischen Proteinen keine Sequenzhomologie gefunden wurde. '8 Im Folgenden soll nur

noch auf die Struktur der bakteriellen RNase P eingegangen werden.

Die RNase P RNA

Der katalytisch aktive Part des Ribozyms ist die RNA. Diese kann in vitro unter hoher
Salzkonzentration die 5°-leader-Sequenz der pfRNA auch ohne Protein abspalten.!” Es wird
vermutet, dass die hohe Salzkonzentration zur Faltungsstabilisierung der nackten RNA in

Losung beitragt.
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Interessant ist der Einfluss der verschiedenen Metallionen auf Substratbindung und Spaltung.
Fiir einwertige Kationen steigt mit der Ionenstirke die Reaktionsgeschwindigkeit und noch
stirker die Stabilitit der Substratbindung. Dies wird darauf zuriickgefiihrt, dass die einwertigen
Kationen als Gegenionen zu den negativ geladenen Phosphatresten der P RNA (RNase P RNA)
und der Substrat-RNA wirken. Zweiwertige Kationen, besonders Mg?*, aber auch Ca?" und
Mn?", sind fiir die Spaltungsreaktion unbedingt notwendig, fiir die Substratbindung oder
korrekte Faltung des Ribozyms zwar zutréiglich, aber nicht essentiell.?® Mn?* und Ca*" fiihren
allerdings zu einer langsameren Spaltungsreaktion. Hervorzuheben ist weiterhin, dass
Ribonuclease P ein sogenanntes multiple turnover Ribozym ist. D.h. es wird nicht nach einem
Katalysedurchgang inaktiviert, sondern kann weiteres Substrat umsetzen. Die meisten anderen
Ribozyme sind dazu nicht in der Lage, da z.B. widhrend des katalytischen Prozesses
Umlagerungen in der RN A-Struktur stattfinden oder Phosphodiesterbindungen gebrochen oder

aufgebaut werden.?!

Egal aus welcher Doméne, die nukledre P RNA enthélt hoch konservierte Konsensussequenzen.
(Abb. 3) Diese Sequenzen erscheinen in fiinf sogenannten Konsensus-Regionen (CR I-V), die
wichtige Helices miteinander verbinden. CR I und CR V bilden die Helix P4, die das aktive
Zentrum der RNAse P bildet. CR IV folgt direkt auf das katalytische Zentrum und scheint eine
Rolle bei der Quatirstruktur des katalytischen Zentrums einzunehmen. CR II und CRIII bilden

den universellen inneren Loop der RNase P als Helices P10/11. 21> 22

Dennoch allein in Bakterien wird die P RNA nach der Beschaffenheit ihrer Sekundarstruktur
in drei Typen unterteilt: Dies ist zum ersten der A-Typ (von Ancestral-Type), der am hiufigsten
in Bakterien verbreitet ist. Zum zweiten der B-Typ (von Bacillus-Type) der nur in Gram-
positiven Bakterien mit geringer G+C Dichte zu finden ist und der C-Typ. Letzterer ist in
Chloroflexi (Griine Nichtschwefelbakterien) verbreitet. Typ C stellt ein Intermediat aus Typ A
und Typ B dar.!”-2
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Abbildung 3: a: Schematische Sekunddrstruktur des A-Typs der P RNA aus Thermotoga maritima, b: Schematische Darstellung
des B-Typs der P RNA aus Bacillus stearothermophilus (Abbildungen verkiirzt iibernommen aus KANZANTSEV/PACE?!).
c: Konsensusstruktur der bakteriellen P RNA. Nukleotide die komplett konserviert sind, sind als Buchstaben beschrieben,
Nukleotide, die in ihrer Identitdt variieren aber héufig vorkommen sind in schwarz gefiillten Kreisen markiert (Abbildung
verkiirzt von CHEN/PACE? iibernommen).

Bei so vielen verschiedenen Seitenstrukturen der verschiedenen P RNA-Typen konnte erwartet
werden, dass die Faltung der RNA trotz starker Konsensussequenzen immer recht
unterschiedlich ausfiele. Cross-Linking-Experimente haben allerdings ergeben, dass die RNA
sich trotz unterschiedlicher Seitenstrukturen immer relativ dhnlich faltet.!’: * Experimente mit
einer synthetisch hergestellten bakteriellen minimal-Struktur zeigten, dass diese katalytisch

aktiv, allerdings deren Faltung weniger stabil als die des Wildtyps ist. (Abb. 3¢) Deshalb wird
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angenommen, dass die zusitzlichen Loops zu einer Stabilisierung der Faltung {iber

Langstreckeninteraktionen beitragen.”®

Die RNA kann weiterhin in zwei Faltungsdoménen aufgeteilt werden. In eine S-Doméne
(Spezifizitits-Domine) und eine C-Domine (Katalytische-Doméne), die allerdings {iber eine
Vielzahl tertidrer Wechselwirkungen miteinander verbunden sind. Die S-Domine ist
malgeblich fiir die Erkennung der Substrate {iber deren hair-pin Strukturen verantwortlich. Sie
bindet mit hoher Affinitdt spezifisch pfRNA. Die pfRNA tritt mittels TYC-Loop und D-Loop
mit der S-Doméne der P RNA in Kontakt. Der Akzeptor Stamm der p/RNA reicht allerdings
bis in die C-Domiine herein.?® 2" LORIA et al. konnten 2001 an der RNAse P von B. subtilis
zeigen, dass die C-Doméne zusammen mit dem RNAse P Protein (P Protein) einen sehr
effizienten Enzymkomplex bildet, der sowohl Einzelstrang RNA als auch hair-pin-RNAs
spaltet. Es ist leicht erkennbar, dass diesem Komplex die Spezifizitit fehlt. Das Holoenzym
spaltet pfRNA sehr viel effizienter als der verkiirzte C-Doménen-Proteinkomplex (ohne
S-Doméne) und auch selektiver. Es ist viel empfindlicher gegeniiber Verdnderungen in der

5’leader-Sequenz.?® (Abb. 4)

31’
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Abbildung 4: a: Schematische Darstellung der P RNA Sekunddrstruktur von T. maritima. Die direkten Wechselwirkungen der
PtRNA mit P RNA sind rot gekennzeichnet. Es ist erkennbar, dass der Akzeptorstamm, der D-Loop, sowie der T-Loop (auch

T¥C-Loop genannt) mit der S-Domdne interagieren. Die Abbildung a wurde von REITER et al. iibernommen.”’ b: zur
Veranschaulichung der Aufbau einer tRNA. Die Abbildung wurde von KASANTZEV/PACE iibernommen.*!
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Das Protein der RNAse P

Das bakterielle RNase P Protein ist ca. 14 kD (~119 Aminosduren) schwer und flir die
Funktionalitit des Ribozyms in vivo essentiell.!! 1988 konnten LUMELSKY und ALTMAN anhand
von Mutationsexperimenten der RNase P RNA zeigen, dass die Aktivitdt von durch Mutation
weniger aktiver P RNA durch Zugabe von P Protein wieder erhoht werden konnte. Diese
Ergebnisse legen nahe, dass das P Protein einen stabilisierenden Einfluss auf die Faltung der
P RNA besitzt.?® Auch KiM et al. schlugen fast zehn Jahre spiter auf Grund #hnlicher
Mutationsexperimente vor, dass das P Protein die aktive Konformation der RNase RNA

t.2” Selbst nimmt das P Protein eine o-B-Sandwich-Struktur in der Faltung ein und

unterstiitz
besitzt eine hoch geladene Oberflidche. Eine besondere Eigenschaft ist eine seltene left-hand-a-
[-cross-over Verbindung von 3 (des Faltblatts) zur a-Helix B des Proteins (Abb. 5). In der so
mit dem Faltblatt verbundenen a-Helix und einem Teil des Verbindungsloops befindet sich das
hoch konservierte RNR-Motiv (Arg-Asn-Arg). Dieses Motiv trigt entscheidend zu einer positiv

geladenen Oberfldche in einem Bereich des Proteins bei und es wird vermutet, dass diese Stelle

t.31’ 30

der Assemblierung mit der P RNA zum Holoenzym dien

Abbildung 5: Struktur des B. subtilis P Proteins. In rot ist das RNR-Motiv gekennzeichnet. Sichtbar auch die nach links gehende
Verbindung zwischen dem parallelen Faltblatt (f3-p4) f3- o-Helix B und p4. Helix A bildet zusammen mit dem zentralen
P-Faltblatt eine zentrale Furche. Abbildung entnommen von Stams et al.’!

Helix A bildet eine 20 A (2 nm) lange und 10 A (1 nm) breite zentrale Furche zusammen mit
dem zentralen B-Faltblatt. In sie ragen die Reste aromatischer Aminoséuren, dabei sitzen Phel6,
Phe20 in der Helix A, Tyr34 in -Blatt 2. Das Ende dieser Furche wird weiterhin von Val32
aus dem [-Blatt 2, Ileu84 aus dem [-Blatt 4 und Ser49 aus dem [-Blatt 3 gebildet. Um die

Furche herum liegen etwa 15 Arg und Lys Reste. Mutationen im konservierten RNR-Motiv
615



Dritter Teil: Beitrage zur Findung von Hemmstoffen der RNase P

beeinflussen sehr stark die Aktivitit des Holoenzyms und auch die Spezifitit. 3% 3!
Bemerkenswert ist weiterhin, dass das P Protein, trotz einer geringen Sequenzéhnlichkeit,
sowohl in vivo als auch in vitro mit Typ-A als auch mit Typ-B P RNAs assembliert und

funktionsféhige Holoenzyme bildet.'® 3% 33

Eine Kristallstruktur enthiillt das Holoenzym

2010 gelang es REITER ef al. eine Kristallstruktur der RNase P mit maturierter f/RNA (aus Hefe)
aus T. maritima zu erhalten [PDB entry: 3Q1R]. ?’ Uber diese Struktur konnten nun eindeutig
Bindestellen bestitigt werden. Wie schon beschrieben, konnten die Wechselwirkungen der
RNA mit der P RNA iiber den T¥C-Stamm und den D-Loop in der S-Doméne des Ribozyms
beobachtet werden. Die ungepaarten Basen der rfRNA Cytosin56 und Guaninl9 gehen
Basenpaarungen mit ungepaarten Guaninl47 und Adeninl12 (C56/G147 und G19/A112) der
P RNA ein. A198 der RNase RNA geht eine A-minor Interaktion mit der kleinen Furche des
Akzeptorstamms der fRNA ein. (Abb. 4a, Abb. 6b). Der Akzeptorstamm der fRNA reicht bis
in die C-Doméne und durchlduft dabei die Helices P1/P4/P5 der P RNA. Das 3°-CCA-Ende der
tRNA spaltet sich vom 5°-Ende und bindet in einem Tunnel, der aus P6/P15/P16/P17 Helices
der RNase RNA geformt wird und wechselwirkt in der C-Doméine mit dem Loop15 (L15) liber
intermolekulare WATSON-CRICK-Basenpaarungen. Stabilisierung erfahrt dieser Zustand zum
einen durch ein Metallion (M3) und zum anderen durch die Ribose-Zipper-Konformation des

L15. (Abb. 4a, Abb. 6¢) 7’
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Protein

Abbildung 6: Die Wechselwirkungen zwischen tRNA und RNase P im Detail. Die tRNA ist rot dargestellt. Das Protein ist in
griin dargestellt, die C-Domdine in gelb und die S-Domdine in orange, universell konservierte P RNA Regionen (CRII-CRIII) in
dunkelgrau. Essentielle Metallionen sind durch Magenta-farbene Kreise markiert. Abbildung leicht verdndert von REITER et
al. iibernommen.?’

Das 5°-Ende der tRNA markiert quasi die aktive Tasche. Diese liegt sehr nah an der
Kreuzungsregion von P4, P5 und CRIV. Direkt an dieser Region bindet das P Protein. Dieses
interagiert allerdings nur mit der /eader-Sequenz der pfRNA, nicht aber mit der reifen fRNA.
Zur reifen fRNA nimmt es einen Abstand von ca. 6 A (0.6 nm) ein. Dennoch unterstiitzt das

Protein die Produktfreisetzung. (Abb. 7)

617



Dritter Teil: Beitrage zur Findung von Hemmstoffen der RNase P

Abbildung 7: a: RNase P im Komplex mit tRNA (rot). Das P Protein ist in griin dargestellt. Die S-Domdne der RNase RNA ist
in hellblau dargestellt, die C-Domdine in dunkelblau. Grau sind zusdtzliche Nukleotide, die zur Kristallisation benétigt wurden.
b: leicht gedrehte Ansicht des Komplexes. Die Farbmarkierung entspricht der von a.”’

Das Protein sitzt zwischen dem P15 und P3-Stimmen der P RNA und tritt auch mit dem CRIV
und CRV-Loop in Kontakt. Die leader-Sequenz des 5°-Endes tritt mit der hydrophoben Spalte
aus B-Faltblatt und Helix in Wechselwirkung. (Abb. 8)

Abbildung 8: Die leader-Sequenz sitzt mit ihren Phosphatresten in der Spalte, die Helix A mit dem [-Faltblatt bildet. Abbildung
von REITER et al. iibernommen.”’

Wihrend die /eader-Sequenz mit Phel7 und Phe21 wechselwirkt, adressiert es allerdings auch
polare Aminosiuren. Es interagiert also zusétzlich mit Lys51, Arg52, sowie Lys90, womdglich
ebenfalls mit GIn28, Lys56 und Arg89. Das 3‘-Ende der /eader-Sequenz sitzt an zwei
hochkonservierten Arg52 und Lys56-Resten. Ein Metallion ist quasi an der Spaltungsstelle von

leader-Sequenz und reifer fRNA platziert. Es wird von AS50-Phosphorylsauerstoff, dem
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O4-Sauerstoff des ungepaarten U52 und dem Phosphorylsauerstoff der Spaltungsstelle des
5¢-Endes der fRNA komplexiert. D.h. hier befindet sich auch die aktive Tasche. Ein weiteres
Metallion befindet sich in der Nihe von G51 und dem endstindigen Phosphat der
leader-Sequenz der fRNA. Das Phosphatriickrat der Nukleotide der fRNA liegen in der grof3en
Furche des P4 Stamms der P RNA und nahe A313 und A314. US52 ist universell konserviert
und liegt ungepaart vor. Es interagiert mit dem 5°-Ende der tRNA.

Der Spaltungsmechanismus

Die Umsatzgeschwindigkeit von RNase P ist im Vergleich zu anderen Enzymen eher gering
und abhiingig von der Produktfreisetzung.’* Wie beschrieben, sind fiir die Abspaltung der
leader-Sequenz durch Spaltung einer Phosphodiesterbindung zweiwertige Kationen, genauer
Mg?*, essentiell.2 3> Die Reaktion verliuft iiber eine Sx2-Mechanismus. Zwei Mg**Tonen
nehmen direkt an der Reaktion teil. (Schema 1) Wihrend Mg?*A die Nukleophilie des Wassers
erhoht, stabilisiert Mg?'B den Ubergangszustand (trigonal bipyramidal) und stabilisiert die

Abgangsgruppe.
?’leader 5|’leader
Base 0 0O Base\ 0 5
/ \?/ b v
/ II". ll,"
VAR VAR
0 ~0. o0 0
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H ( "O. —_— H H
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' [ " |
H={ O
A
H

Schema 1: Reaktionsmechanismus der Phosphodiesterspaltung durch die RNase P. Elektronenverschiebungen sind mit Pfeilen
markiert. Das Nukleophil ist in Rot dargestellt, Umgebungswasser in griin. Abbildung entnommen aus KLEMM.!

Fiir Mg?"C wurde vorgeschlagen, dass es durch das vorherige Nukleotid komplexiert wird, den
pH-Wert durch Komplexion von Umgebungswasser senkt und somit ein geeignetes Milieu fiir

die Abgangsgruppe schafft.*® Die Abgangsgruppe stellt das Nukleosid mit leader-Sequenz dar.
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Bekannte Inhibitoren der RNase P

Die bakterielle RNase P stellt ein, nicht nur auf Grund seiner niedrigen Konzentration in der
Zelle, vielversprechendes Target dar.’” Sie bietet gleich mehrere Angriffspunkte. Zum einem
eignet sich die katalytische RNA-Einheit des Ribozyms als 7Target und zum anderen speziell
das P Protein. Die bakterielle Proteinuntereinheit ist - wie beschrieben - ein einzelnes Protein,
wohingegen die eukaryotische Proteinuntereinheit aus vielen (die menschliche speziell aus
zehn) Proteinen besteht und prokaryotische und eukaryotische Proteine keine Ahnlichkeit
untereinander aufweisen. Da die Proteineinheit essentiell fiir die Substratspezifizitdt und
Bindung der 5°-/eader-Sequenz der fRNA ist, sowie durch ihre Mitwirkung am Auswurf der
maturierten fRNA die Reaktionsgeschwindigkeit reguliert, scheint die Proteinuntereinheit der
RNase P ein geeigneter Angriffspunkt zu sein. Dabei ist die Furche, in der die 5°-leader-
Sequenz bindet, ein bevorzugter Ligandenadressat, ebenso das RNR-Motiv, da diese beiden
Positionen konserviert sind. Aber auch die katalytische Untereinheit, ndmlich die P RNA stellt
ein geeignetes Ziel fiir Therapeutika dar. Eine Blockade der katalytischen Aktivitdt durch zum
Beispiel anti-sense-Strategien ist denkbar und wurde schon von HARTMANN et al. erfolgreich
angewendet. Die kleinen Nukleotidstrange waren in den Experimenten gegen den P15 Loop
und gegen P11 gerichtet. P11 wird als prddestiniert fiir weitere anti-sense-Entwicklungen
beschrieben. Interessant ist ebenfalls die Tatsache, dass RNA-Stringe wirksamer in der
Inhibition waren als DNA-Fragmente.?” Die RNA ist allerdings nicht nur ein Angriffspunkt der
anti-sense-Strategie, sondern auch kleinere Molekiile adressieren diese. Aminoglykosid-
Antibiotika des Neomycin- und Kanamycin-Typs sind dafiir bekannt, dass sie an der A-Seite
der 16S rRNA der bakteriellen Ribosomen binden und durch Verursachung von Ablesefehlern
der mRNA die Proteinbiosynthese sabotieren.*® 3° Eine Testung gegen andere Ribozyme lag
somit nahe - und tatsdchlich: Aminoglykoside mit Aminoresten erwiesen sich als effektive
Inhibitoren der RNase P. MIKKLSEN et al. untersuchten in biochemischen Experimenten das
Bindungsverhalten von Neomycin B (1a), Paromomycin (1b), sowie Kanamycin A (2a) und
Kanamycin B (2b). (Abb. 9) Unter den experimentellen Bedingungen konnte gezeigt werden,
dass die Aminogruppen in Position R1 und R2 essentiell fiir die Aktivitidt der einzelnen
Substanzen waren. Am aktivsten war Neomycin B (1a) mit einem ICso-Wert von 35 uM an
nackter P RNA (ICso-Wert am Holoenzym: 60 uM), Paromomycin (1b) zeigte nur noch einen
ICso-Wert von 190 uM an P RNA. Kanamycin A zeigte keine Aktivitit und Kanamycin B

erreichte einen ICso-Wert von 275 pM.*°
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Abbildung 9: Die Aminoglykoside Neomycin B (1a), Paromomycin (1b) und Kanamycin A (2a) und B (2b) wurden auf ihre
Aktivitiit gegen RNase P getestet.

In diesen Experimenten stellte sich heraus, dass Aminoglykoside vermutlich am P15 Loop
binden. Sie verdridngen im protonierten Zustand wichtige Magnesiumionen. So war es wenig
iiberraschend, dass die Aktivitit dieser Substanzen stark pH-abhdngig ist und bei steigendem
pH-Wert abnimmt.*> *! Argininreiche Sequenzen in Proteinen werden hiufig als RNA-
Bindestellen erkannt. Eine synthetische Verkniipfung von Arginin und Aminoglykosiden sollte
zu einer Hemmung der Holoenzymassemblierung durch Besetzung der Proteinbindestelle
fiihren. Was erfolgte war eine Aktivititssteigerung des Inhibitors, aber dennoch keine
Hemmung der Assemblierung des Holoenzyms. Rettungsexperimente zeigten wiederum eine
Verdrangung der Magnesiumions im P15 Loop. NeoR5 (3), ein mit fiinf Arginin-Resten
versehenes Neomycin-derivat, ist 500-mal aktiver (ICso =0.125 uM) als die Muttersubstanz
Neomycin B (1a). (Abb. 10) Das Hexa-Lysin-Konjugat NeoK6 (5) und das Hexa-
Guanidinderivat NeoG6 (4) waren wirksamer als Neomycin B (1a), aber etwa zehn Mal
weniger aktiv als NeoR5 (3). *' Weitere wirksame Aminoglykoside sind Streptomycin,

Tobramycin und Gentamycin.*?
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Abbildung 10: Die Nemycin B (1a) Derivate NeoR5 (3), NeoG6 (4) und NeoK (5).
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Ein weiteres kleines P RNA-bindendes Molekiil, mit einem ICso-Wert von 3.0 mM, ist der
Peptidyltransferase-Inhibitor Puromycin (6). (Abb. 11) Es stellt ein Analogon des 3°-CAA-
Endes von Amino-Acyl-fRNAs dar und soll mit der Bindestelle des 3‘-Endes der pfRNA der P
RNA interagieren.* Amicetin (7) und Blasticidin (8) gehdren ebenfalls zur Klasse der

Peptidyltransferase-Inhibitoren, sind allerdings etwas weniger aktiv als Puromycin (6).*
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Abbildung 11: Puromycin (6), Amicetin (7) und Blasticidin S (8).

Zu den kleinen Molekiilen, die an der P RNA binden, zéhlen auch Pyronin G (9) und
Phenothiazinderivate (10-13). Thre ICso-Werte liegen im niedrig mikromolaren Bereich. Der
Bindungsmodus ist noch nicht vollstdndig geklart, sicher ist allerdings, dass sie a) an die P RNA
binden und b) einem anderen Wirkmechanismus als Aminoglykoside folgen. Es ist zu
erwahnen, dass auf Grund der Struktur von Pyronin G (9) vermutet wird, dass im mittleren Ring

Schwefel oder Stickstoff fiir die Wirkung nicht benétigt wird. *3(Abb. 12)
oSN !
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Abbildung 12: Pyronin G (9), ICso = 15 uM, Toluidin O Blau (10), ICso = 8.6 uM, Thioninsdure (11), ICso = 17 uM und die
Antidepressiva Chlorpromazin (12), ICso = 437 uM und Thioridazin (13), ICso= 177 uM. Gemessen an E. Coli P RNA.#
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Die Phenothiazine sind nicht die einzigen schon in der Therapie von anderen Erkrankungen
bekannten kleinen Molekiile, die eine Wirkung gegen RNase P zeigen. 1998 testeten
PAPADIMOU et al. Retinoide gegen RNase P. Retinoide sind zur Behandlung von starker Akne
zugelassen. (Abb. 13) trams-Retinsdure (14) zeigte einen ICso-Wert von 80 uM, der
entsprechende Alkohol Retinol (15) nur noch 500 uM. Isotretionin (16) und Acitretin (17)
waren am aktivsten (ICso = 60 uM und 40 uM). Kinetische Daten sprechen fiir eine kompetitive
Hemmung, da die Retinoide allerdings strukturell wenig Ahnlichkeit mit dem Substrat der
RNase P besitzen wird ein allosterischer Mechanismus nicht ausgeschlossen. Ein Nachteil
dieser Substanzklasse ist ihre biologische Wirkung, sie greift in die Genexpression der Zelle

ein und spielt somit auch in der Entstehung von Krebserkrankungen eine Rolle.*

= Z =
14
— Z =
16 17

Abbildung 13: Die getesteten Retinoide: Trans-Retinsiure (14), Retinol (16), Isotretionin (16) und Acitretin (17).

Eine ganz andere Art der Inhibition der Spaltungsreaktion haben HORI ef al. angestrebt. Es
wurden Bisimidazole (18-19) gegen RNase P eingesetzt. (Abb. 14) Diese Verbindungsklasse
bindet weder an die P RNA noch an das P Protein, sondern an den TYC-Loop und den D-Loop
der pfRNA. Um eine vollstindige Wirkung zu erzielen, miissen die Verbindungen mit dem
Substrat vor-inkubiert werden.*” Kurze Zeit spiter konnten auch Porphyrine und Porphine als

Substrat-bindende Inhibitoren (ICso-Wert zwischen 2 uM - 100 pM) identifiziert werden.*®

19a: X=Z=H,Y=0H
18 19b: X=Z2=0H,Y =H

Abbildung 14: Bisimidazol 18 inhibiert die Maturierung von ptRNA zu tRNA mit einem ICso-Wert von 20.8 uM. Fiir Verbindung
19a konnte ein ICso-Wert von 8.55 puM und fiir 19b von 5.33 uM gemessen werden.?”
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Im April 2019 veroffentlichten MADRIGAL-CARRILLO et al. nicht nur eine neue Screening
Methode, sondern konnten auf Grund dieser, vier kleine Molekiile (20-23) als potente

Inhibitoren der RNase P von 7. maritima finden. (Abb. 15).

OH O OH O | |
HO /gH O gH.
‘l
OH O O
20 OH 21
N

A

22

Ho 0 OH
23

Abbildung 15: Purpurin (20) (ICso = 13.1 uM), Juglon (21) (ICso = 11.9 uM), Gentiana violett (22) (ICso = 16.2 uM) und
Hematein (23) (ICso = 87.9 uM) wurden in einem FRET-basierten Screening als RNase P Inhibitoren identifiziert.

Purpurin (20) ist unter den vier Hits (20-23) der vielversprechendste Ligand. Fiir ihn konnte
nicht nur ein ICso-Wert von 13.1 uM gemessen werden, sondern die Wirkung zeigt eine klare
Konzentrationsabhingigkeit. Des Weiteren ist ein eindeutiger Wirkmechanismus und die
genaue Bindestelle durch Rontgenkristallographie bekannt.*® Purpurin (20) bindet in der Furche
an das P Protein, stort die Bindung der 5°-leader-Sequenz und verdringt dabei kompetitiv die
ptRNA. Die anderen Verbindungen zeigen keine Abhéngigkeit der Wirkung von der
Konzentration. Der Wirkmechanismus der anderen drei Hits (21-23) ist ebenfalls nicht
abschlieBend geklart. Es ist bisher nur folgendes bekannt: Hematein (23) bindet ebenfalls am
Holoenzym, vermutlich am P Protein, Gentianaviolett (22) bindet als nicht spezifischer

Inhibitor vermutlich an die P RNA und Juglon (21) zeigt kein eindeutiges Bindungsverhalten.*’

In einem fritheren Hochdurchsatz-Screening wurde das Isoflavon-Derivat Iriginol-Hexaacetat
(24) als Inhibitor der B. subtilis RNase P gefunden. (Abb. 16) Der Wirkmechanismus ist eine
Mischung aus Bindung des Holoenzyms und Bindung des Holoenzym-Substrat-Komplexes.
Der ICso-Wert liegt bei 820 nM.>° Diese Werte konnten allerdings im Rahmen des
Forschungsthemas von den Arbeitsgruppen HARTMANN und SCHLITZER nicht reproduziert

werden.
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Abbildung 16 Iriginol-Hexaacetat (24) ist ein Inhibitor der bakteriellen RNase P.

Ebenfalls Screening-basiert konnten durch DUNMAN ef al. drei weitere Inhibitoren gegen das P
Protein gefunden werden. (Abb. 17) ! Hierbei ist zu erwihnen, dass RNPA1000 (25) gegen
das Degradosom von S. aureus gerichtet ist. Es konnte gezeigt werden, dass das P Protein der
RNase P am bakteriellen mRNA-Abbau des S. aureus beteiligt ist. Der Degradosom-Komplex
der Gram-positiven Keime S. aureus und B. subtilis besteht aus RNase J1, RNase J2, RNase Y,
Phosphofruktokinase 6 (PfK6), Enolase, RNA-Helikase (CshA), PNPase und dem P Protein der
RNase P. RNPA1000 hat keinen Einfluss auf S. aureus RNase J1 oder die E. coli RNase HI,
RNase A, RNase I in Konzentration bis zu 750 pM.>>3

OH
0]
N
\\
H | 2 5
Br N
CN ~ NJLN'N\H/\O
e} \Y o) H H o)
RNPA1000 RNPA2000 RNPA3000
25 26 27

Abbildung 17: Die drei in HTS gefunden P Protein-Inhibitoren.

RNPA1000 (25) hemmt das P Protein mit einem ICso-Wert von 100-125 uM und hemmt somit
erfolgreich den mRNA-Abbau. Es hat aber gleichzeitig keinen Effekt auf die fRNA-Reifung
und somit auf das RNase P Holoenzym. Es wirkt bakteriostatisch. RNPA1000 (25) zeigte zwar
in vivo gegen MRSA-Infektionen in Miausen eine gute Wirksamkeit (MIC =26 pug/mL) und
konnte auch in der Testung gegen Biofilme des S. aureus eine gleiche oder sogar bessere
Wirksamkeit als die Antibiotika Daptomycin, Linezolid oder Vancomycin zeigen, ist aber fiir

eine weitere Entwicklung auf Grund seiner Zytotoxizitit nicht geeignet.>!: 3334

RNPA2000 (26) hingegen hat einen bifunktionellen Mechanismus. Es hemmt das P Protein
sowohl im Degradosom und verhindert damit den mRNA-Abbau (ICso =275 uM), als auch im
RNase P Holoenzym und blockiert auf diese Weise die fRNA-Reifung (ICso = 175 pM).>* Es
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zeigt auch an verschiedenen Gram-positiven Bakterien eine antimikrobielle Wirkung. Dazu
gehoren MRSA und VRSA (MIC = 8-16 uM), sowie Staphylocccus epidermidis, Streptococcus
pyogenes und Enterococcus faecium (MIC = 4-16 uM). Im Gegensatz zu RNPA1000 (25) zeigt
RNPA2000 (26) eine bakterizide Wirkung. Gegen Gram-negative Bakterien ist Verbindung 26
ebenfalls wirksam. Dies ist allerdings unter Einschrinkungen zu sehen. Das Problem der
Verbindung 26 besteht bei Gram-negativen Bakterien in der Passage der Zellwand oder der
direkten Ausschleusung durch Efflux-Pumpen, sodass das Target nicht durch das
Diacythiosemicarbazid 26 erreicht wird. In Versuchen mit speziellen E. coli Laborstimmen
(E. coli imp tolC) mit erhohter Zellwandpermeabilitit und verringerter Efflux-Pumpendichte
konnte eine antimikrobielle Wirksamkeit bestdtigt werden. Bis 0.35 mm (128 pg/mL) zeigte
RNPA2000 (26) gegen HepG-Zellen keine Zytotoxizitit. Die CypP450-Enzyme Cyp3A4,
Cyp2D6 und Cyp2C9 werden bis zu einer Konzentration von 10 uM von Verbindung 26 nicht
inhibiert. Es ist wenig affin zu P-Glykoprotein-Efflux und blockiert nicht den hERG-Kanal "
54,55 RNPA3000 (27) zeigt wie RNPA1000 (25) nur eine Aktivitit gegen das P Protein im

Degradosom-Komplex.*!

Durch den dualen Wirkmechanismus, die niedrige Zytotoxizitét, die fehlende Adressierung des
hERG-Kanals sowie der drei bedeutende CypP450-Enzyme stellt RNPA2000 (26) einen guten
Entwicklungsstart fiir die Synthese neuer antimikrobieller Wirkstoffe dar. Auch die
Resistenzbildung erscheint schwierig bei einem solchen Wirkmechanismus. Es wird vermutet,
dass durch Mutationen am P Protein entweder die Funktion im Degradosom oder aber die
Funktion in der RNase P eingeschriinkt werden kénnte. °!>* In ihrer Doktorarbeit hat NICOLE

LouNSBURY RNPA2000 (26) durch gezielte Variation derivatisiert.

RNPA2000
26

Abbildung 18: Schema der gezielten Derivatisierung von RNPA2000 (26) an verschiedenen Gruppen des Molekiils.”!

Fiir Molekiilteil a konnte herausgefunden werden, dass die Isopropylgruppe in 4-Position
wichtig fiir die inhibitorischen Eigenschaften gegen das P Protein und Rnase P Holoenzym sind.
Ein Austausch dieser -oder gar das Entfernen dieser- verschlechtert meist die inhibitorischen

Eigenschaften fiir beide Zielstrukturen. Fiir das RNase P Holoenzym konnte durch den
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Austausch der Isopropyl-Gruppe durch eine tert-Butyl-Gruppe (Verbindung 29) oder eine
Propoxy-Gruppe die inhibitorischen Eigenschaften leicht verbessert werden. (Abb. 19) Weitere
Substitutionen in der 2-Position des Phenolethers ergaben uneinheitliche Effekte. Der Ersatz
des phenolischen Sauerstoffs in den RNPA2000-Derivaten durch ein Kohlenstoffatom fiihrte
ebenfalls zum Verlust der inhibitorischen Potenz, diese Verluste konnten durch Einfiihrung

einer Doppelbindung ausgeglichen werden (Verbindung 28).!

0 JSL H o) Jsj\ H
X N N X N N’N*n/\
\o H H § \ o H H

O
O
28 29
NL18 NL2
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XY NN o
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Abbildung 19: Derivate des RNPA2000 (ICso = 175 uM), die aus Variation des Molekiiteils a entstanden aus der Doktorarbeit
von NICOLE LOUNSBURY. Die angegebenen ICso-Werte beziehen sich nur auf die Aktivitdit gegeniiber Rnase P.

Durch Austausch des Diacylthiosemicarbazids durch ein Diacylsemicarbazid im Molekiilteil b
konnte die inhibitorische Aktivitdt verdoppelt werden (Verbindung 31). (Abb. 20) Eine
Methylierung der hydrazidischen Stickstoffe oder Ringschluss zum Pyrazolidin (Verbindung
32) fiihrt zu Aktivititsverlusten gegeniiber Rnase P. Ein Austausch des Thiosemicarbazids
durch Quadratsdure flihrt bei einer gleichen Linker-Lénge zu den aromatischen Resten zu einer
starken Aktivitdtserhohung (Verbindungen 33). Bei ungleicher Linkerldnge zu einer Minderung

der inhibitorischen Potenz.
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Abbildung 20: Derivate des RNPA2000 (ICso = 175 uM), die aus Variation des Molekiiteils b entstanden aus der Doktorarbeit
von NICOLE LOUNSBURY. Die angegebenen [Cso-Werte beziehen sich nur auf die Aktivitit gegeniiber Rnase P.

Die Schliisselderivatisierung fand allerdings durch Variation des Molekiilteils ¢ statt. Wie in
vorherigen Uberlegungen deutlich wurde, konnte durch Ersatz der aromatischen Struktur durch
Alkylresten nur eine Aktivititsminderung herbeigefiihrt werden. Durch den Austausch des
Furyl-Restes gegen aromatische, allen voran heteroaromatische Reste, konnte teilweise eine
sehr starke Erh6hung der Aktivitdt erreicht werden. Erhohung der lipophilen Eigenschaften des
Furanrestes durch Substitution in 5-Position (Verbindung 34), sowie der Austausch durch
fiinfgliedrige Heteroaromaten fiihrte in jedem Fall zu einer leichten Verbesserung der
inhibitorischen Eigenschaften gegeniiber RNase P (Verbindung 35). Eine Ausnahme ist der
Austausch gegen einen Isoxazol-Rest, dieser minderte die Aktivitidt. Austausch gegen
6-giedrige aromatische Systeme fiihrte bei Lipophilie-Erhohung ebenfalls erfolgreich zu einer
Aktivitdtserhohung gegen RNase P, besonders gute Ergebnisse erzielten hier annelierte 5-Ring-
6-Ring Systeme. Der beste Inhibitor war das an 2-Position des Indol verkniipfte Derivat 36 mit
einem ICso-Wert von 0.5 uM.>! (Abb. 21)
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Abbildung 21: Derivate des RNPA2000 (ICso = 175 uM), die aus Variation des Molekiiteils ¢ entstanden aus der Doktorarbeit
von NICOLE LOUNSBURY. Die angegebenen ICso-Werte beziehen sich nur auf die Aktivitdit gegeniiber Rnase P.

All dies scheinen groBartige Ergebnisse zu sein, die den Weg fiir eine gerichtetes, Liganden-
basiertes Inhibitordesign ebenen. Leider konnten die Arbeitsgruppen HARTMANN und

SCHLITZER diese Ergebnisse nicht reproduzieren. Dies wird im Folgenden weiter erldutert.

629



Dritter Teil: Beitrage zur Findung von Hemmstoffen der RNase P

Zielsetzung

Ziel des vorliegenden Projekts war es, RNPA2000 (26) und NL20 (31) darzustellen. Die
Verbindungen sollten der Arbeitsgruppe HARTMANN als Kontrollsubstanzen flir in vitro-
Testungen gegen RNase P dienen. Weiterhin sollte die Synthesechemie zur Darstellung von
Diacylthiosemicarbaziden sowie Diacylsemicarbaziden fiir nachfolgende Arbeiten etabliert
werden. Die dabei entstandenen Substanzen sollten gegen RNase P im Arbeitskreis HARTMANN

getestet werden.

26 31
RNPA2000 NL20

Abbildung 22: Zielverbindungen 26 und 31. Die aufzubauende funktionelle Gruppe, d.h. in Verbindung 23 das
Diacylthiosemicarbazid und in Verbindung 28 das Diacylsemicarbazid, ist mit einem Rechteck markiert.

Ein weiteres Ziel war es, Anilin-Analoga 37 von Verbindung 26 herzustellen. Dabei sollte ein

Analogon als sekundires Amin dargestellt werden und eines alkyliert als tertidres Amin.

0O O H
SO ™
\S 0 H H O R
37

Abbildung 23: Anilin-Analoga 34 von RNPA2000 (26).
AuBerdem sollte durch Variation der (Thio)Semicarbazidstruktur eine neuartige Inhibitorlinie

designt werden.
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Synthese und Diskussion

Synthese von RNPA2000 und Analoga

RNPA2000 (26) kann in mehrere Teile zerlegt werden. Das Herz der Verbindung ist das
Thiosemicarbazid (TSC) (38). Von dieser Erkenntnis ausgehend, kann entschieden werden, ob

diese Funktionalitét aufgebaut, oder substituiert werden soll.

Schema 2: Thiosemicarbazid (38) ist ein Baustein des RNPA2000 (26). Es kénnen verschiedene Grenzformeln formuliert
werden, gezeigt sind die, die die nukleophilen Stellen des Molekiils verdeutlichen.

Bei einer Synthesestrategie, die die Substitution des TSC (38) in Betracht zieht, muss beachtet
werden, dass Verbindung (38) an mehreren Stellen nukleophil ist. Die nukleophilste Position
ist dabei der Schwefel (mit einem Rechteck markiert), gefolgt vom &uBleren Stickstoff
(eingekreist) und dem inneren hydrazidischen Stickstoff (mit einer Ellipse markiert). (Schema
2) Eine Alkylierung findet also fiir gewdhnlich zuerst am Schwefel statt. Auch bei einer
Acylierung ist davon auszugehen, dass zwar der Schwefel den nukleophilen Angriff zuerst
ausfiihrt, es dann allerdings zu einer Umlagerung auf das duBere Stickstoffatom im
Thiosemicarbazid (38) kommt, &hnlich dem Prinzip der Ligation. Dies ist favorisiert, da ein
Amid thermodynamisch stabiler ist als ein Thioester. Analog dazu ist das
N-Acylthiosemicarbazid thermodynamisch stabiler, als das S-Acylisothiosemicarbazid I.
S-Acylisothiosemicarbazid 1 begiinstigt also die Reaktion mit einem weiteren Nukleophil.
somit folgt die Reaktion zu einem thermodynamisch stabilen Acylthiosemicarbazid 39.

(Schema 3)

R
S 4\‘\ S
AcCl
JU NH, —— O7CS — I NHAC
H,N” N A NH, H,N” N
H HU,/ N H
H

38 | 39

Schema 3: Gezeigt ist die Reaktion von Thiosemicarbazid (38) mit einem Acylchlorid. Es reagiert erst zu einem Thioester I,
der vom duferen Stickstoff der Zwischenstufe I in einer favorisierten 5-exo-trig Reaktion nukleophil angegriffen wird. Es
entsteht das N-Acylthiosemicarbazid 39. R = Alkyl, Aryl.
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Uber diese Route wire es einfach den Phenolether 40 des RNPA2000 (26) zu verkniipfen.
(Schema 4) Eine Doppelsubstitution des dulleren, dann schon acylierten Stickstoff, wire nicht
ganz auszuschlieBen, der einfache nicht hydrazidische Stickstoff bekdme allerdings auch noch
weitere Konkurrenz vom direkt am Thiocarboxylkohlenstoff gebundenen inneren Stickstoff. Es
wiéren also verschiedene weitere Schutzgruppen-Schritte in der Herstellung des
Thiosemicarbazids notwendig, um eine Chance auf den Erhalt der Zielverbindung zu haben.
Eine Synthesestrategie, die den Aufbau der funktionellen Gruppe vorsieht, wire eine geschickte

Variante, um aufwendige Syntheseschritte einzusparen.

Schema 4: Substitution von Verbindung 38 mit dem Séurechlorid 40 zu der Verbindung 41.

Fiir den Aufbau der funktionellen Gruppe 38 in der Synthese von RNPA2000 (26) entschied
sich auch NICOLE LOUNSBURY. Dabei sollte iiber die intermedidre Herstellung eines N-Acyl-
Isothiocyanats 43, aus Furan-2-carbonylchlorid (42) und Ammoniumthiocyanat in DCM mit
katalyischen Mengen PEG-400, und anschlieBende des Hydrazid 44 an dieses das

Thiosemicarbazid aufgebaut werden.>!

0]
0 0] o) 0O
Cl NH,SCN N=C=S H
> +

1 Tropfen PEG400
DCM

42 RT 43 44

S
H LW

26

Schema 5: Synthesestrategie von RNPA2000 (26), die in der Arbeit von NICOLE LOUNSBURY gefiihrt wurde. !

Es wurde versucht RNPA2000 (26) nach dieser Vorschrift darzustellen. Auch unter der
Anderung des Katalysators, der Reaktionszeiten und der Reaktionstemperatur konnte
RNPA2000 (26) nicht erhalten werden. (Tabelle 1). Unter den LOUNSBURY-Bedingungen
wurde nichts desto trotz eine weiBer Feststoff erhalten. Das 'H-NMR dieser Verbindung spricht

fiir das Fehlkupplungsprodukt 45, welches aus Furan-2-carbonylchlorid (42) und Hydrazid 44
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entstanden ist. (Abb.24) Das Spektrum einer ESI'-Messung zeigte einen Molekiil-Peak
([M+H]") bei 303.15, berechnet fiir Ci16H19N204" ist die Masse 303.13. Der Molekiilpeak bei
303.13 stellt den Basispeak dar. Sowohl das 'H-NMR-Spektrum, als auch das Massenspektrum
sprechen fiir den Erhalt des Fehlkupplungsprodukts.
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Abbildung 24: ' H-NMR-Spektrum des weif3en Feststoffes aus den LOUNSBURY-Bedingungen. Bei 10.14 ppm und 10.28 ppm sind
die Signale der N-gebundenen Protonen zu erkennen. Bei 6.66 ppm, 7.23-7.24 ppm und 7.89 ppm sind die Signale des
Furanringes zu sehen. Die aromatischen Protonen des Phenolethers erzeugen Signale bei 6.92-6.94 ppm und 7.16-7.18 ppm.
Bei 4.60 ppm sind die Protonen des a-CH> des Hydrazids zu sehen. Die Protonen des Isopropylrestes sind bei 2.84 ppm und
bei 1.17-1.18 ppm zu erkennen.

Es stellte sich die Frage, ob das reaktive Intermediat 43 iiberhaupt bei dieser Reaktionsfiihrung
entstand. Acylisothiocyanat 43 wurde nach einer Vorschrift von REEVES et al. hergestellt (s.u.)
und isoliert.”® Wie diese Reaktion zeigte, ist ein genaues Abpassen des Maximums an Umsatz
wichtig, da Verbindung 43 sehr empfindlich gegen Feuchtigkeit ist, die unter den gewahlten
Bedingungen als wissrige Phase im direkten Kontakt zum reaktiven N-Acylisothiocyanat 43
steht. Frisch isoliert ist Verbindung 43 ein klares, farbloses Ol, welches bei Zersetzung bzw.
Reaktion gelb wird und zu einem weillen Feststoff reagiert. Selbst die Lagerung unter Argon
bei -20°C konnte Reaktion zu anderen Stoffen iiber vier Wochen nicht stoppen. Diese ,,Charge*
des isolierten Produkts sollte mit einem 2-(3, 4-Dimethylphenoxy)acetohydrazid zum

entsprechenden RNPA2000-Analogon umgesetzt werden. Dies scheiterte aber auf Grund der

geringen Haltbarkeit der Zwischenstufe. Die Reaktionsfiihrung zum Erhalt von 43 unterschied
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sich von den LOUNSBURY-Bedingungen in der Art der Zugabe des Thiocyanats. Wéhrend in
den Bedingungen von LOUNSBURY das Thiocyanat als Feststoff in den Reaktionsansatz mit dem
Losungsmittel DCM gegeben wurde, wurde unter den REEVES-Bedingungen das Thiocyanat
als 33 %ige wissrige Losung zugegeben. Dabei wird das Gegenion des Thiocyanats von
Ammoniumion auf Natriumion gewechselt. Neben Furan-2-carbonylchlorid (42) ist unter
REEVES-Bedingungen TBAB (Tetrabutylammoiniumbromid) in Toluol geldst. Das
Reaktionsgemisch wird heftig geriihrt, damit die Stoffe iiber Phasentransfer miteinander
reagieren konnen. TBAB stellt den Phasentransferkatalysator dar. Das Produkt 43 verbleibt in
der organischen Phase, wihrend iiberschiissiges Natriumthiocyanat in der wéssrigen Phase
verbleibt. Sobald das Reaktionsgemisch eine Gelbfarbung aufweist, scheinen Zersetzungs- und
Nebenreaktionen von 43 zu beginnen. Es wurde in folgenden Versuchen nicht liberpriift, ob das

Gegenion des Thiocyanats eine Rolle in der Reaktivitét spielt.

Tabelle 1: LOUNSBURY-Bedingungen (in grau hinterlegt). und vergebliche Versuche der Optimierung.

> HHJSC": 41 o S oy /<)/k
o 0 2. Hydrazi - JL X
[/)_/(m i @))LH i \([)I/\O
42 Temp. 2
39 41 NH4SCN  Rktzeit Temp. Kat. LM Ausbeute
1.0eq 097eq 1.7eq 1 /30 Min RT Triethylenglykol DCM -
1.0eq 097eq 1.7¢q 1 h/30 Min  RT - DCM -
1.0eq 097eq 1.7eq 1 h/30 Min  RT TBAB DCM -
1.0eq 097eq 1.7¢q 1 h/30 Min RT PEG400 DCM -
1.0eq 097eq 1ldeq 1h/4 h 35°C/40°C  PEG400 DCM -

Da durch die Bedingungen von REEVES et al. die reaktive Zwischenstufe erhalten werden
konnte, wurden diese Bedingungen fiir den ersten Teil der Reaktion verwendet. Die wassr.
33 %ige Thiocyanat-Losung wurde mit Kaliumthiocyanat hergestellt und iiber 20 Min zu einer
Losung von Furan-2-carbonylchlorid (42) in Toluol getropft. Nach 1 h wurde TBAB zugegeben
und nach einer weiteren Stunde wurde die gelbe organische Phase von der wiéssrigen getrennt,
mit weiterem Toluol verdiinnt und das Hydrazid 44 zugegeben. Nach kurzer Zeit fiel ein weiller
FS aus, der noch 1 h weiter geriihrt wurde. Das in sehr guten Ausbeuten erhaltene Produkt

erwies sich nach Umkristallisation als das erwiinschte RNPA2000 (26). (Schema 6)
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Schema 6: Darstellung von RNPA2000 (26).

Parallel zu dem Syntheseregime iiber das N-Acylisothiocyanat (43) wurde ein Zugangsweg
iiber die Struktur eines Dithiocarbamates gesucht. Dafiir wurde Furan-2-carbamid (46) mit NaH
vorgeriihrt und im Anschluss bei 0 bis -10°C CS; zugegeben und geriihrt. Weiterhin wurde
unter Kiihlung Mel zugegeben, um ein Schwefelatom der Verbindung zu methylieren und so
eine Abgangsgruppe zu schaffen.’’” Auf Grund der Nukleophilie des terminalen hydrazidischen
Stickstoffes von Verbindung 44, sollte ein Umsatz zu RNPA2000 (26) moglich sein. Bei
Darstellung eines Dithiocarbazats aus dem Hydrazid 44 miisste in der Folgereaktion das
Furancaboxamid erst deprotoniert werden. Basenreste konnten dann durch Deprotonierung des
Dithiocarbazats zu unerwiinschten Nebenreaktionen fiihren. Die gewiinschte Verbindung 47

wurde nicht erhalten. (Schema 7)

1. NaH
2.CS,
N\ O 3. Mel Q JSL
> —r o A
(o] NH, \ | H
46 47
(0]
oA -NH
H
44 o) S H
.
X NJLN'N\n/\O
N5 H H §

26

Schema 7: Die Reaktion von 46 zu 47 fand nicht statt, somit konnte auch der zweite Schritt von 47 zu 26 nicht gelingen.
Aus diesem Grund wurde versucht das Dithiocarbazat (48) herzustellen. Statt der Methylierung
eines Schwefels der Verbindung, wurde dieser benzyliert, damit eine noch bessere
Abgangsgruppe geschaffen werden sollte. (Schema 8) Dies gelang in zufriedenstellenden
Ausbeuten.’® Ein Umsatz von Dithiocarbazat 48 in der Folgereaktion zu 26 mit Furan-2-
carbamid (46), welches zur Deptrotonierung mit NaH vorgeriihrt wurde, konnte nicht

beobachtet werden.
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Schema 8: Hydrazid 44 konnte mit CS> und anschliefsend mit Benzylbromid zu Dithiocarbazat 48 umgesetzt werden. Die
Folgereaktion zu 26 war nicht erfolgreich.

Verantwortlich fiir das Scheitern der Reaktion ist vermutlich die geringe Nukleophilie des
Furan-2-carbamids (46). Diese parallellaufenden Versuche konnen als interessante
,Nebenhandlung* gesehen werden. Wichtig ist, dass die Haupthandlung, ndmlich die elegante
Darstellung der Diacylthiosemicarbazide iiber die reaktive Zwischenstufe des
Acylisothiocyanats, erfolgreich verlief. Es konnte also eine nicht reproduzierbare Vorschrift
durch einen synthetisch leicht ausfiihrbaren Weg ersetzt werden. Diese Chemie konnte in
weiteren Versuchen etabliert werden und hat sich als vielfdltig einsetzbarer Syntheseweg zum
Aufbau von Diacylthiosemicarbaziden bewiesen. So konnten noch fiinf weitere
Diacylthiosemicarbazide dargestellt werden. Davon drei Verbindungen (49-51) in etwas
verkiirzter Version gegeniiber dem RNPA2000 (26). (Abb. 25) Verkiirzt in dem Sinne, dass die
beiden aromatischen Reste um zwei Kohlenstoffatome aneinandergeriickt wurden. Zwar
beschrieb LOUNSBURY schon in ihrer Dissertation auf Grund von drei Strukturformeln, dass ein
verkiirztes Derivat keine Aktivitit gegen RNAse P besitzt, dennoch sollte dies iiberpriift
werden. Die Verbindungen, die Lounsbury dafiir synthetisierte waren Verbindungen mit einem
Isonicotinsdurehydrazidbaustein, einem Nicotinsdurehydrazidbaustein und
p-Methoxybenzhydrazidbaustein. Das verkiirzte Derivat, das den
Isonicotinsdurehydrazidbaustein enthélt, wurde als Verbindung 50 in Rahmen dieser Arbeit
dargestellt.’! Es blieb die Frage offen, ob der Austausch eines verkiirzten Carbonséurehydrazids
gegen ein Sulfonylhydrazid ebenfalls in Inaktivitdt miindet. Somit wurden Verbindungen 49
und 51 dargestellt. (Abb. 25) Bei den Verbindungen 49-51 musste zur Losungsvermittlung
wiéhrend der Additionsreaktion des entsprechenden Hydrazids an das Acylisothiocyanats DMF

eingesetzt werden.
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Abbildung 25: Verkiirzte RNPA2000 (26) Analoga. Die Ausbeuten sind unter den Verbindungsnummern in Prozent angegeben.
Wihrend Verbindung 49 in guten Ausbeuten durch Umkristallisation erhalten werden konnte,
konnten Verbindungen 50 und 51 nur in geringen Ausbeuten erhalten werden. Dies kann zwei
Eigenschaften der Verbindungen widerspiegeln. Zum einen sind die entsprechenden
Hydrazidbaustein 52 und 53 der Verbindungen 50 und 51 durch den Elektronen-
beanspruchenden aromatischen Rest (-M-Effekt der Nitrogruppe und des Pyridinstickstoffes)
weniger nukleophil als Hydrazid 54. (Abb. 26)

(@) (@)
52 53
HO@
HoN ﬁ
(0]
54

Abbildung 26: Die Hydrazide, die zur Darstellung von 52, 53 und 54 verwendet wurden.

Und zum zweiten sind Verbindungen 50 und 51 durch den Substituenten am bzw. den Stickstoff
im Aromaten hydrophiler als das Acyl-Sulfonylthiosemicarbazid 49. Damit konnen bei der
Reinigung im ersten Schritt durch Absaugen des Rohprodukts aus dem Tol/DMF-Gemisch
sowie bei der Endreinigung durch Umkristallisation aus Ethanol Produktreste im Filtrat

zuriickgeblieben sein.

Die verbleibenden zwei RNPA2000-Derivate 55 und 56 sind auf Grund des Stickstoffes als
Verkniipfungsatom zwischen dem 4-Isopropylphenylbaustein und dem Rest der Verbindung
und dessen chemischer Eigenschaften interessant. Statt des Phenolethersauerstoffs, der in der

Bindetasche nur als WBB-Akzeptor dienen kann, wurde ein anilinischer basischer Stickstoff
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eingefiihrt (Verbindung 55). Der Ethersauerstoff des Phenolethers kann nur als WBB-Akzeptor
dienen. Ein Amin kann je nach Substitutionsmuster allerdings sowohl WBB-Akzeptor, als auch
WBB-Donor sein. Somit ist es sinnvoll den Stickstoff erst in seiner Donor-Funktion zu stéren
und ihn mit einem maoglichst kleinen Rest zu substituieren, wie es hier mittels Methylierung
erreicht wurde (Verbindung 56). So werden zwei Fliegen mit einer Klappe geschlagen. Erstens
kann gesehen werden, ob in der Bindungstasche des Molekiils geniigend Platz fiir eine
Methylgruppe vorhanden ist und zweitens, welche Auswirkungen ein Stickstoff dort hat.
Natiirlich ist zweiteres nur Ndherungsweise mdglich, da eine Methylgruppe, so klein sie auch
sein mag, doch im Vergleich zu keiner Substitution sehr grof ist. Auflerdem bringt sie noch
lipophile Eigenschaften mit sich, die in einer eventuell sehr hydrophilen Tasche stéren und zu
weniger favorisierten Energiezustdnden fithren kann. Dies wiirde den Riickschluss auf die
Kompatibilitdt der Tasche mit einer Aminofunktion verschleiern. Deshalb war es ebenfalls
wichtig, einen unsubstituierten Stickstoff inklusive seiner Donor-Funktion zu testen

(Verbindung 55). (Abb. 27)

NI H H H Y |
o o
55 56
67% 44%

Abbildung 27: Anilin-Analoga des RNPA2000 (26). Die Ausbeute der Reaktionen ist in Prozent angegeben.

Die Reaktion zu den Anilin-Analoga 55 und 56 verlief in zufriedenstellenden Ausbeuten. Die
Reaktionsfiithrung tliber das N-Acylisothiocyanat als reaktive Zwischenstufe ist mit den
Phenylglycylhydraziden durchfiihrbar, da der Anilin-Stickstoff zwar nukleophil ist, aber durch
die FElektronenbeanspruchung des Rings weniger nukleophil ist als ein entsprechendes
Alkylamin und ebenfalls weniger nukleophil als ein Hydrazid. Eine Besonderheit der
Verbindung 52 zeigt das 'H-NMR-Spektrum. (Abb.28). Fiir das Proton der tertifiren
Methingruppe des Isopropylrestes der Verbindung, wiirde ein Septett zwischen 2.75-3.00 ppm
erwartet werden. Stattdessen sind zwei Septette zwischen 2.75-2.87 ppm zu erkennen.
Interessant ist auch die Aufspaltung eines hydrazidischen Protons in drei Singuletts (10.62,
10.82, 11.12 ppm), sowie das sehr kleine Signal des anilinischen Amino-Protons bei 6.55 ppm.
Die Signale erscheinen im Spektrum wie auch das doppelte Septett in der Position der
chemischen Verschiebung, wie sie erwartet werden wiirden. Da die Verbindung drei

Carboxylzentren hat, die partiellen Doppelbindungscharakter auf Grund der
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Mesomeriestabilisierung der Struktur ausbilden, liegt die Vermutung nahe, dass es sich um

E-/Z-Isomere handelt.
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Abbildung 28: Das 'H-NMR-Spektrum der Verbindung 55. Die auffilligsten, unerwarteten Signalstrukturen sind mit einem
Rechteck gekennzeichnet.

Aus diesem Grund wurde eine Temperaturmessung der Verbindung 55 vorgenommen.
(Abb. 29) Die Substanz wurde ausgehend von 30°C, dann bei 50°C, 70°C, 90°C und bei 110°C
gemessen. Auf den ersten Blick konnen eklatante Verdnderungen im Tieffeld des Spektrums
erkannt werden. (Abb. 30) Wihrend bei den Temperaturen 30°C und 50°C keine
Veranderungen zu erkennen sind, werden die Signale ab 70°C wie erwartet kleiner, bzw. riicken
durch die erhohte Beweglichkeit des Molekiils ndher zusammen. Bei 90°C ist hingegen nur
noch ein amidisches Proton zu sehen und die Signale der stickstoffgebundenen Protonen sind
verschwunden. Im aromatischen Bereich sowie zwischen 3.50—-6.00 ppm werden ab 90°C neue
Signale sichtbar. Auch verschwindet eines der Isopropyl-Septetts und die beiden
Methylengruppen des Isopropylrestes spalten weiter auf und werden von neuen Signalen

begleitet. (Abb. 32)
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Abbildung 29: 'H-NMR Temperaturmessung von Verbindung 55. Gemessen wurde das Spektrum in DMSO-d6. Die Spektren
sind nach Temperatur geordnet. Aufsteigende Temperatur von unten nach oben: 30°C, 50°C, 70°C, 90°C und 110°C. Die mit
einem Kasten markierten Signale werden vergrofsert in weiteren Abbildungen dargestellt.

Es wird vermutet, dass Verbindung 55 ab 90°C mit sich selbst reagiert. Ein Vorschlag ist in
Schema 8 abgebildet. Die Ringbildung iiber 6-exo-tet nach Baldwin ist bevorzugt.>® AuBerdem
nimmt die Entropie durch Schaffung von zwei Molekiilen aus einem zu. Die zu erwartenden
'"H-NMR Signale der Verbindung 58 liegen ebenfalls in den Bereichen, in denen die neuen

Signale bei 90°C entstehen. Es muss dennoch betont werden, dass sich hier auf Grund von

fehlender Einzelanalytik der Verbindung 58 im Raum der Spekulation bewegt wird.
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Schema 9: Mogliche Reaktion von 55 zu den Verbindungen 57 und 58. Die in dieser Position ausgebildeten WBB sorgen fiir
eine starke Positivierung des Anilinstickstoffes, der im Laufe der Reaktion protoniert als Anilin als Abgangsgruppe fungieren
kann.
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Abbildung 30: Im Tieffeld ist sichtbar, dass die Signale der hydrazidischen Protonen erst néiher zusammenriicken, dann
allerdings verschwinden.

Es ist gut sichtbar, dass das sich Molekiill 55 durch viele intramolekulare WBB in
unterschiedlicher Weise rdumlich anordnen kann. Diese Wasserstoffbriicken fithren also dazu,
dass die chemische Aquivalenz der tertiiren CH-Gruppe des Isopropylrestes und den drei
Singuletts einer hydrazidischen N-H Gruppen nicht mehr gegeben ist und zu dem bestehenden
Aufspaltungsmustern dieser fiihrt. (Abb. 30 und 32) Wie beobachtet werden konnte, wird bei
einer vermeintlichen Uberwindung der Drehungsbarrieren nur eine Reaktion angestoBen. Es

handelt sich hier daher nicht um E-/Z-Isomerie.
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Abbildung 31: Durch WBBs stabilisierte Konformationen des Molekiils 55a und 55b. 55c¢ ist eine weniger bevorzugte
Konformation, die evtl. durch erhohte Energiezufuhr entstehen kann.

Es wird vermutet, dass durch intramolekulare WBB-Stabilisierung des Molekiils 55 dieses
unerwartete Signalbild entsteht. Dabei spielt das freie anilinische Proton die Hauptrolle.
(Abb. 31) An Verbindung S5¢, die quasi als Vor-Konformation zur spiteren Temperatur-
induzierten Reaktion gesehen werden kann, ist erkennbar, dass es eine nicht sehr
wahrscheinliche Anordnung des Molekiils ist. Achtringe unterliegen einer hdheren
Ringspannung als Fiinf- oder Sechsringe und bediirfen somit eine hohere Energiezufuhr fiir ihre
Bildung.%’ Dies wiirde aber mit der Beobachtung des Reaktionseinsatze von 52 ab hdheren
Temperaturen (90°C) iiberein gehen. Dennoch darf nicht vergessen werden, dass auch hier eine
erhohte Energiezufuhr zwar die Beweglichkeit des Molekiils erhoht und so einerseits helfend
bei der Ausbildung der WBB zur Formation des Achtrings wirken kann, andererseits aber auch

dadurch einen Bruch der WBB begiinstigen kann.

642



Dritter Teil: Beitrage zur Findung von Hemmstoffen der RNase P

g105s
1H Schaefer 110deg

M

g105s
1H Schaefer 90deg

AN

g105s
1H| Schaefer 70deg

e BAAAL AN = S ~ = | i —

g105s
1H| Schaefer 50deg [

g105s
1H Schaefer 30deg

INNEN} “1

29 28 27 26 25 24 23 22 24 20. 19 8 Ay L6 A5 4 A3 12 A1 10
f1 (ppm)

Abbildung 32. Ausschnitt des Hochfeldes des ' H-Spektrums von Verbindung 55.

Das anilinische Proton kann weiterhin iiber eine Wasserstoftbriicke mit dem
Carboxylsauerstoff des Glycylhydrazides einen Fiinfring ausbilden. Dieser ist energetisch
gegeniiber dem Achtring favorisiert. WALSH et al. konnten zeigen, dass Amine iiber WBB eine
gewisse Inversionstabilitit aufweisen.®! Auch ist bekannt, dass mehrfach substituierte Amine
in Ringen chirale Information tragen kénnen, da das freie Elektronenpaar nicht mehr durch die
Ebene schwingen kann. Ein Beispiel dafiir stellt die Tréger sche Base dar.®> Somit wire es
moglich, dass der 4-Isopropylphenyl-Rest einmal unter und einmal {iber die Ebene steht. Dies
wiirde sowohl die sehr gut zu sehenden zwei nebeneinander liegenden Septetten des Protons
der tertidiren Methingruppe des Isopropylrestes erkldren, aber auch die doppelte Aufspaltung
der Protonen der piméiren Isopropylmethylgruppen. (Abb. 32) Auch das Signalbild der
thiosemicarbazidischen Protonen im Tieffeld kann durch die durch WBB stabilisierten
Konformationen erklirt werden. Das Signalbild des 'H-NMR-Spektrums von Verbindung 56
fallt wie erwartet aus. Da dort die anilinische Aminogruppe methyliert vorliegt und somit keine

WBBs mittels Proton eingehen kann, bestiirkt dies die oben beschriebenen Uberlegungen.
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Aus den Ergebnissen der Temperaturmessungen kann spekuliert werden, warum Verbindung
59 nicht dargestellt werden konnte. Bei der Bildung des Achtrings als Vorstufe zur folgenden
intramolekularen Reaktion ab 90°C dient das Anilin 57 als Abgangsgruppe (Schema 8). Das
Anilin welches vorher eine Elektronen-spendende Gruppe hatte, ist bei Verbindung 59 jedoch
eines mit einer Elektronen-ziehenden Gruppe — ndmlich der Sulfonsédure. Dadurch wird ein evtl.
intermedidr entstehendes Anion besser stabilisiert und die Energie, die flir die Reaktion benotigt
wird, wird herabgesetzt, sodass schon bei der Umkristallisation aus Ethanol Verbindung 59 mit

sich selbst reagieren kann.

Der Austausch der Thiosemicarbazidstruktur (38) durch eine Semicarbazidstruktur (60) in
RNPA2000 (26) fiihrte zu dem doppelt so aktiven NL20 (31).>! Auch hier wurde zum Zwecke
der Reproduktion NL20 (31) nachsynthetisiert. Auch bei NL20 (31) gibt es verschiedene Wege,
um das Produkt zu erhalten. Zum einen kann das Semicarbazid (60) substituiert werden. Dies
stellt bei einem Semicarbazid (60) ein kleineres Problem als bei einem Thiosemicarbazid (38)
dar. Der doppelt gebundene Sauerstoff des Semicarbazides (60) ist im Gegensatz zum Schwefel
im TSC (38) nicht nukleophil. In einem Testversuch zur Nukleophilie des hydrazidischen
Stickstoffes wurde Semicarbazid (60) mit p-Nitrobenzoylchlorid (61) umgesetzt.®® Die
Temperatur musste wegen nicht-detektierbaren Umsatzes von 80°C auf 100°C erhoht werden.
p-Nitrobenzoylchlorid (61) ist ein sehr starkes Elektrophil, welches in der Regel schnell
abreagiert. Dennoch wurde erst nach 4 h bei 100°C Umsatz zu Verbindung 62 mit einer
schlechten Ausbeute von 21% beobachtet. (Schema 10) Eine schlechte Nukleophilie des
duBeren hydrazidischen Stickstoffes und die dazukommende Selektivitatsproblematik an den
noch zu substituierenden Stickstoffen, machen die ,,Substitutionsmethode® also zu einer

ungeeigneten.
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Schema 10: Reaktion von Semicarbazid (60) zu Acylsemicarbazid 62.
LOUNSBURY umging dieses Problem, in dem sie RNPA2000 (26) desulfurierte. Fiir eine
Verbindung scheint dies eine sicherlich geeignete Methode zu sein, doch fiir die Herstellung
vieler Derivate etwas aufwindig. Ein Weg iiber eine reaktive Zwischenstufe, analog zu dem
iiber das N-Acylisothiocyanat schien wieder eine elegante Losung zu sein. Nach modifizierten

Vorschriften nach KLABUNDE et al. konnten NL20 (31) und vier weitere Derivate hergestellt

werden.®* (Abb. 33)

QT

o) -N
N N 0
dry
NL20 (31)

81%

o o OH o o | o
JU N 0 NJLN’ ¢
N™N° N\l H H &

H H § o)

63 64
30% 14%
OH OH
0O 0
JIgs LK
N H OH N” N° OH
o) Ny H H o)
O,N O
65 66
42% 22%

Abbildung 34: Die iiber das reaktive N-Acylisocyanat hergestellten Derivate. Die Ausbeuten sind in Prozent angegeben.

Fiir die Reaktionsfilhrung iiber das reaktive N-Acylisocyanat wird das entsprechende
Carbonsdureamid mit Oxalylchlorid in Toluol gekocht und anschlieBend one-pot mit dem
entsprechnden Hydrazid umgesetzt. Als Beispiel ist das Reaktionsschema iiber diese

Syntheseroute fiir Verbindung 31 in Schema 11 angegeben.
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Schema 11: Reaktionsschema zum Erhalt von NL20 (31).

Die Aufarbeitung der Diacylsemicarbazide erfolgte iiber Ausfillung in H>Ogdemin. und
Umbkristallisation aus EtOH. Auch bei dieser Form der Aufarbeitung konnen die geringen
Ausbeuten der Derivate 63-66 auf die steigende Polaritit zurlickgefithrt werden.
Diacylsemicarbazid 68 konnte vermutlich durch seine zu hohe Loslichkeit nicht erhalten

werden. (Abb. 36) Verbindung 31 konnte in 81% Ausbeute erhalten werden.

OH 0 0]
H H H \
OoH N\)L,NN xS
AN NN
N” N H
H H § 0 O
O,N
68 69

Abbildung 35: Verbindung 63 und 64 konnten nicht synthetisiert werden.

Ebenfalls besser 16slich als die Phenolether nach Vorbild des NL20 (31) sind die
entsprechenden Anilinstrukturen. Dennoch ist fraglich, ob die bessere Loslichkeit der einzige
Grund fiir den Nicht-Erhalt der Struktur 69 ist. (Abb. 36) Bei den Diacylthiosemicarbaziden
konnte durch '"H-NMR-Temperaturmessungen gezeigt werden, dass diese Substanzen zwischen
70°C und 90°C beginnen mit sich selbst zu reagieren. Geschuldet ist dies nicht nur der Fahigkeit
intermolekulare WBB auszubilden und das Molekiil in die richtige geometrische Position zu
riicken, sondern auch der dem Schwefel inne liegenden Nukleophilie. Der entsprechende
Carbonylsauerstoff in Verbindung 69 ist allerdings sehr viel weniger nukleophil als der
Schwefel. Somit ist eine Abreaktion als eher unwahrscheinlich einzuschitzen. Dennoch bleibt
offen, ob das Molekiil 69 gebildet wird und schon wéhrend des Reaktionsvorgangs mit sich
selbst reagiert, da die Reaktionstemperatur bei 100°C liegt, oder ob das Molekiil 69 nicht aus
der Losung erhalten werden kann. FEine sdulenchromatographische Reinigung der
Diacylsemicarbazide sowie Diacylthiosemicarbazide schlug fehl. Die Substanzen zeigten unter
dieser Reinigungsmethode starke Zersetzungstendenzen. Es konnten keine sauberen Fraktionen
erhalten werden. Dies ist vermutlich dem niedrigen pH-Wert des Kiesegels geschuldet. Die
Verbindungen kdnnen an den verschiedenen Carboxyl- bzw Thiocarboxylen protoniert werden
und durch die Aktivierung der Carboxyl-/Thiocarboxylkohlenstoffe weitere Reaktionen mit der

stationdren Phase und Umgebungswasser eingehen, oder es konnten auch wieder
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intramolekulare Reaktionen katalysiert werden. Ein weiterer Schwachpunkt ist auch die
fehlende Reinigung der reaktiven Zwischenstufe und somit ordentliche Entfernung von
Oxalylchlorid. Das Problem liegt im ndchsten Schritt in der Zugabe von DMF (70), welches
mit Oxalylchlorid unter Hitze zu einem Yliden 71 reagiert.®® Dies ist das Prinzip der Vilsmeier-

Formylierung und kann somit zu den entsprechenden Nebenreaktionen fiihren.

Q Oxalylchlorid @ cl
N, —— @&l
H™ 'N N~ H
I I
70 71

Schema 12: Reaktion von DMF (70) mit Oxalylchorid zu Yliden 71.

Ein so starkes Elektrophil wie 71 kann nicht nur mit dem eingesetzten Hydrazid reagieren,
sondern steht auch fiir eine elektrophile Substitution am Aromaten zur Verfiigung. Die

Nebenprodukte wurden nicht isoliert und auch nicht weiterer Analytik unterzogen.

Synthese der Vorstufen

Die meisten Vorstufen zu den vorgestellten Endprodukten konnten gut und in
zufriedenstellenden Ausbeuten synthetisiert werden. Die Amide wurden klassisch aus den
entsprechenden Carbonsdurechloriden und wiéssriger konzentrierter Ammoniaklosung
hergestellt. Da eine heftige Reaktion zwischen gutem Nukleophil (Ammoniak) und gutem
Elektrophil (Carbonsduechlorid) zu erwarten war, wurde der wissrige Ammoniak als
Losungsmittel vorgelegt, eisgekiihlt und das Carbonsédurechlorid langsam zu getropft und
einige Zeit unter Rithren auf RT erwédrmen gelassen. Die Amide wurden aus der wassrigen
Phase mit EtOAc ausgeschiittelt und mit wissr. gesittigter NaCl-Lsg. gewaschen. Das

Losungsmittel wurde entfernt und das so sauber erhaltene Produkt fiir weitere Reaktionen

eingesetzt.
0 Q Q
0
AN eaN e alss
O,N o NH,
72 73 74 46
69% 81% 66% >99%

Abbildung 36: Die Amide wurden durch zutropfen des entsprechenden Carbonsdurechlorides in wdssrigen Ammoniak
hergestellt.
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Die Herstellung der Phenolether 75 und 76 mit einer Williamson ’schen Ethersynthese verlief
ebenfalls einfach und gut. (Abb. 38) Das Phenol wurde mittels Schutzgastechnik wasserfrei
durch NaH deprotoniert und im zweiten Schritt mit Bromessigsduremethylester umgesetzt.
Reinigung der Substanzen erfolgte durch Extraktion aus wéssr. gesittigter NaCl-Losung in

EtOAc. Die Substanzen wurden sauber und quantitativ erhalten.®® (Abb. 38)

Y@O\)OLO/ /Q/O\)OLO/

75 76
<99% >99%

Abbildung 37: Die beiden Phenolether 75 und 76 konnten jeweils quantitativ erhalten werden.

4-Isopropylanilin 57 konnte mittels K2CO3; in DMF bei 110°C {iiber 2 h erfolgreich mit
Bromessigsiduremethylester in einer Sy2-Reaktion zu Glycinat 77 umgesetzt werden.®” Mit 54%
ist der Umsatz zwar ausreichend, aber alles andere als optimal. Es gibt zwei groBere
Moglichkeiten, warum es nicht zu quantitativen Ausbeuten kam. Eine Mdglichkeit liegt in der
Aufarbeitung. Nach zweistiindigem Umsatz von 4-Isopropylanilin 57 wurde der Ansatz in
Wasser gegossen und das Produkt mit EtOAc extrahiert. Es ist bekannt, dass DMF ein starker
Losungsvermittler ist und es kann somit Substanz in der wéssrigen Phase gehalten haben. Eine
andere Moglichkeit kommt durch die Eigenschaft des Nukleophils wihrend der Reaktion zu
Stande. Durch Alkylierung der Aminogruppe wird dieses nukleophiler (+I-Effekt des neuen
Alkylrestes) und kann erneut ein Molekiil Bromessigsduremethylester substituieren. Etwas
ausgebremst wird diese Reaktion vermutlich durch den groBeren sterischen Anspruch des
Nukleophils. Dennoch ist eine solche Reaktion mdglich. Ebenfalls moglich ist die erneute
Substitution durch die als Ester aktivierte Carboxylgruppe eines schon entstandenen
Phenylglycylester, welche aber sterisch gesehen noch energicaufwéndiger sein miisste.
(Schema 13) Zwar werden diese als Nebenreaktionen bezeichnet, stellen folgerichtig, aber

eigentlich Weiterreaktionen dar.
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Schema 13: Mégliche Weiterreaktionen von Verbindung 77,

Die hohe Nukleophilie der Aminogruppe des Glycinats 77 zeigt die gut verlaufende
Substitutionsreaktion zum Methylanalogon 80 in 80% Ausbeute. Dafiir wurde Verbindung 77
zusammen mit K2COs3 und Methyliodid in DMF fiir fiinf Stunden refluxiert. °® (Schema 14)

(0] 0]
H |
N\)LO/ K,CO,4 N\)J\O/
DMF
77 80
80%

Schema 14: Umsatz von 77 zu 80. Die Ausbeute ist in Prozent angegeben.

Etwas anders verhielt sich die Substitutionsreaktion der Aminogruppe der Sulfanilsdure 81 mit
Bromessigsdauremethylester. (Schema 15) Als Base wurden in dieser Reaktion zwei
Aquivalente NaHCOj3 eingesetzt. Eines davon sollte zur Deprotonierung der Sulfonséure dienen
und das andere sollte frei werdende Protonen abfangen und bei diesen Reaktionen teilweise aus
der Reaktionslosung entweichen (CO» + H>O). Das Reaktionsgemisch wurde eine Stunde lang
refluxiert, danach wurde solange Aceton in die erkaltete Losung gegeben, bis kein weiller
Feststoff mehr ausfiel. Dieser wurde abgesaugt und in heiBem Ethanol gewaschen. Dabei sollte
entstandenes NaBr wieder in Losung gehen. Das Produkt wurde in niedrigen Ausbeuten
erhalten. Dies ist sicherlich auf die geringere Nukleophilie der ,,Amino“-Gruppe
zuriickzufithren. Phenylog kann diese ,,Amino“-Gruppe als Schwefelsdureamid gesehen

werden und ist dadurch nicht gerade mit hoher Nukleophilie ausgestattet.

NaHCO4 (0]
J O i @rbt .
—_— O
HO5S DMF HO,S
81 82

33%

Schema 15: Reaktion zu Verbindung 82. Die Ausbeute ist in Prozent angegeben.
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Bevor nun die Endstufen iiber die reaktiven Zwischenstufen synthetisiert werden konnten,
mussten aus den Glycinaten nur noch die entsprechenden Hydrazide dargestellt werden.
Sowohl die Phenol- als auch die Anilinderivate wurden mit zwei Aquivalenten Hydrazinhydrat
zur Reaktion gebracht. Das Volumen des Losungsmittel Methanol durfte keineswegs zu grof3
gewahlt werden, da die entsprechenden Hydrazide hiufig schlecht auskristallisierten, bzw. eine
lange Kristallisationszeit aufwiesen. Alle Hydrazide konnten in zufriedenstellenden Ausbeuten
erhalten werden. (Abb. 39) Das entsprechende Hydrazid zur Synthese der Verbindung 77 wurde

von ROLF EMMERICH erhalten.

83 44
43% 85%

I (0] (o]

NI NH NI NH

H Q, H
\
5

84 OH g5

78% 52%

Abbildung 38: Die hergestellten Hydrazide 44, 83-85. Die Ausbeuten sind in Prozent angegeben.

Etwas weniger geschmeidig verlief die Reaktion von p-Nitrophenylsulfonsdurechlorid (86) zu
dessen Hydrazid 50. Nachdem unter RT iiber Nacht zwischen dem Saurechlorid 86 und
Hydrazinhydrat in Methanol nur geringer Umsatz beobachtet werden konnte, wurde die gleiche
Menge Hydrazinhydrat wie am Vortag erneut hinzugegeben und das Gemisch fiir zwei Stunden
gesiedet. Uber Nacht kristallisierte das Produkt im Kiihlschrank aus und konnte abgesaugt und
aus Methanol umkristallisiert werden. (Schema 16)

Q o H
v5-Cl Hydrazinhydrat N
W . Sy, NH2
o O
OZN 02N
86 53

Schema 16: Die gewiinschte Reaktion von Sulfonsdurechlorid 86 zu Hydrazid 53.

16% Ausbeute sind fiir eine Vorstufe auf Dauer nicht tolerierbar. Bei einer guten Wirksamkeit
der daraus entstehenden Endstufe 51 und der Planung verschiedener Derivate, sollte ein anderer
Zugang zu Molekiil 53 gesucht werden. Ein direkter Umsatz eines Séurechlorides mit Hydrazin
kann sich auf Grund guter Reaktivititen von Nukleophil und Elektrophil als tiickisch erweisen.

Besonders wichtig ist bei einer solchen Reaktionsfithrung, dass Hydrazinhydrat im Uberschuss,
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besser eventuell noch als Losungsmittel, vorgelegt wird und bei niedriger Temperatur das
Sdurechlorid langsam zugetropft wird. Auf diese Art kann die Bildung von N,N‘-
Disulfonyhydrazid 87 eingeschrankt werden.

O,5N
0)
\\S’CI Hydrazinhydrat \©\S,p N

gL - Fyis
O H O'l
NO,
86 87

Schema 17: Mégliches ,, Nebenprodukt* 87 aus dem Umsatz von 86 mit Hydrazinhydrat.

Besser wire aber eine Reaktionsfiihrung iiber ein weniger starkes Elektrophil. Es konnte z.B.
statt des Sdurechlorides, wie auch bei den anderen Hydraziden, ein Arylester eingesetzt werden.
Bei zu geringer Reaktivitdt eines Sulfonsdurearylesters und faktischer Nicht-Reaktion mit
Hydrazin, miisste bei Einsatz eines Sulfonsdurechlorides zumindest das Hydrazin auf einer
Seite durch eine Schutzgruppe blockiert werden, sodass keine doppelte Substitution des

Hydrazids stattfinden konnte.

Ligandenbasiertes Design neuartiger Inhibitoren

Noch wihrend die Arbeiten zur Reproduktion von Testergebnissen und minimalen
Veranderung an Strukturen des RNPA2000-Typs liefen, wurde iiber weiterfiihrende
Anderungen in den Molekiilen nachgedacht. Da bei (Thio-)Semicarbaziden durch
Metabolisierung eventuell giftiges Hydrazin abgespalten werden kénnte,>! wire eine Anderung
dieser Struktur anzustreben. Auch wire die Freisetzung von TSC aus seiner diacylierten Form
ein grofles Problem, da es stark toxisch ist. Es flihrt u.a. zu starken Krampfanfillen, die im Tod
des Siugers enden. Semicarbazide sind 20-mal weniger giftig.®” Auch die Semicarbazide haben
sich als relativ schlecht 16slich entpuppt. Wasserloslichere Strukturen wéren also
wiinschenswert. Da die Diacyl(thio)semicarbazide sehr viele WBB mit dem Zielmolekiil
eingehen konnen, sollte eine neue Struktur ebenfalls in der Lage sein diese Wechselwirkungen
auszubilden. In Abbildung 39 ist das malBgebliche Semicarbazid-Motiv 88 abgebildet und
daneben NL20 (31). Die Carboxyl-Sauerstoffe konnen alle als WBB-Akzeptoren dienen, die
Stickstoffe in der funktionellen Gruppe konnen als WBB-Donoren dienen. Eine
Verbindungsklasse, die dies nachahmen kann, sind die Weinsdurederivate 89. Das vicinale Diol
in der Weinsdure imitiert genau diese ambivalente Donor-Akzeptor-Funktion. Die
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geometrischen Eigenschaften von Diol und Semicarbazid sind unterschiedlich, allerdings sollte

sich dies auch zu Nutze gemacht werden.

ML o L H RO
R’ NT N7 R N°
TN N R NI I
88 31
OH O JOL OH O |, Ox
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R,x\n}\{U\N R, 0 N
on H o OH M o
89 90

Abbildung 39: Semicarbazid 88 und vicinales Diol 89 sind zum Vergleich iibereinander abgebildet. Rechts daneben sind mit
Verbindung 31 eine realisierte Struktur und mit 90 ein Weinsdurederviat abgebildet. R, R> = beliebig.

Wihrend das Semicarbazid 88 eine planare Struktur aufweist, liegt das vicinale Diol 89 des
Weinsdurederivates in tetraedrischer Struktur vor mit ,,flachen Enden* der Carboxylfunktionen.
Diese tetraedrische Geometrie kann sich ebenfalls noch in der Lage der Hydroxy-Gruppen
zueinander unterscheiden. Das vicinale Diol kann die alkoholischen Funktionen syn- und anti-
zueinander angeordnet haben. AuBBerdem tragen die Methylengruppen der Hydroxyfunktionen
der Weinsdure pro-chirale Information, d.h. bei unterschiedlicher Substitution der
Carboxylfunktionen wird das Molekiil chiral. Diese Eigenschaft kann einen genaueren Einblick
in die Bindetasche geben. Ein Punkt, der durch den Ersatz des Semicarbazides durch das
vicinale Diol ausgeleuchtet werden soll, ist der Aspekt der Taschengrdf3e. Sollten die Weinsdure
Derivate wirksam sein, kann davon ausgegangen werden, dass es genug Raum fiir eine
tetraedrische WBB-Donor-Akzeptor-Funktion gibt. Bei verbesserter Wirksamkeit kann davon
ausgegangen werden, dass die Donor-Akzeptor-Funktion bei gleicher Taschenbelegung ihren
Bindungspartner besser erreichen kann. Auch die Lage der Bindungspartner kann durch das
Wechselspiel von syn- und anti-, sowie R- und S-Konformation des vicinalen Diols besser
abgeschitzt werden. AuBBerdem sollte das Diol fiir eine bessere Loslichkeit sorgen. Es wurden
eine Reihe von Strukturen designt. Eine Auswabhl ist in Abb. 40 zu sehen. Dabei sollte nicht nur
das Semicarbazid gegen das vicinale Diol ausgetauscht werden, sondern auch weiterhin die
Rolle des Phenol-Sauerstoffs schrittweise evaluiert werden. Wie schon in den direkten
RNPA2000-Anilin-Analoga (55, 56) sollte dieser gegen eine Aminofunktion ausgetauscht

werden, oder aber durch einen WBB-Akzeptor wie in Verbindungen 92 und 93 ersetzt werden.
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Abbildung 40: Weitere Strukturen mit vicinalem Diol als funktionelle Gruppe. X = O, N; R = Alkyl, Aryl, Halogen,
Pseudohalogen.

Sergio Ruiz-Carmona aus der ARBEITSGRUPPE KOLB dockte 29 Verbindungen in die Furche des
P Proteins in der die leader-Sequenz der ptRNA bindet. Darunter waren Verbindungen mit
Semicarbazid-Struktur, die schon als Inhibitoren bekannt waren, von uns dargestellte verkiirzte
RNPA2000 (26) -Analoga und die neu designten Weinsdure-Derivate. Alle Strukturen banden,
wenn auch in unterschiedlichen Bindungsmodi in diese Furche. Interessant war allerdings, dass
die Verbindungen mit den besten Scores die designten Weinsdurederivate waren und nicht die
Verbindungen mit den Semicarbazidstrukturen (mit Ausnahme von Verbindung 63).
Verbindung 90 band sogar im gleichen Bindungsmodus im P Protein von B. subtilis und E. coli.
Es war also ein vielversprechendes Design gelungen. Auf den direkten Einsatz von Weinsédure
als Ausgangssubstanz sollte zuerst auf Grund der Diol-Struktur, die ebenfalls als Nukleophil in
Reaktionen agieren kann, verzichtet werden. Das Diol sollte elegant im letzten Schritt aufgebaut
werden. Synthetisch gibt es, zumindest in Theorie, einige Zuginge zu vicinalen Diolen.
Vicinale Diole in anti-Stellung kénnen zum Beispiel iiber Offnung eines Epoxids erhalten
werden, vicinale Diole in syn-Stellung iiber eine Bishydroxylierungsreaktion einer
Doppelbindung. Die Umsetzung von o, B- ungeséttigten Amiden zu syn-Diolen ist in den
Laboren der Arbeitsgruppe SHARPLESS 2002 mittels Osmiumtetroxid gelungen und damit
literaturbekannt.”® Egal ob Offnung eines Epoxids oder Bishydroxylierung, die erste Stufe, die
benoétigt wird, ist eine entsprechende Verbindung mit oxidierbarer Doppelbindung. Als ein

geeigneter Building-Block erschien daher Maleinsdureanhydrid (94). (Schema 18)
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Schema 18: Retrosynthetische Uberlegungen zur Darstellung von Verbindungen mit vicinaler Diol-Einheit. R = elektronen
liefernder Rest.

Zuerst wurde versucht Verbindungen nach Vorbild von Verbindung 96 iiber eine FRIEDEL-
CRAFTS-ACYLIERUNG herzustellen. Dabei sollte das Friedel-Crafts-Produkt ein Aromat sein,
der in spiteren Kreuzkupplungsreaktionen kuppelbar sein sollte. Deshalb wurde erfolglos
versucht Todbenzol nach einer Vorschrift von PAPA et al. mit Maleinsdureanhydrid (98) und
Aluminiumtrichlorid umzusetzen.”! Nach einiger Zeit verfirbte sich die Lésung rétlich, ein
durch Extraktion und anschliefender Ausfdllung erhaltener braunlicher Feststoff verférbte
Pentan violett. Dies deutet auf die Entstehung von Iod hin. Es wurde erst vermutet, dass es
durch eine lange Reaktionszeit bedingt eventuell zu der unerwiinschten lod-produzierenden
Nebenreaktion kommen wiirde, eine Verkiirzung der Reaktionszeit brachte allerdings ebenfalls
keinen Erfolg. Es wurde vom gut weiter umsetzbaren Aromaten abgesehen und der Rest auf
einen Methylrest reduziert. Maleinsdureanhydrid (98) wurde im Reaktionspartner Toluol gelost
und Aluminiumtrichlorid vorsichtig bei 0°C zugegeben. Nachdem das Gemisch zwei Tage auf
RT gertihrt wurde, wurde auch hier vorsichtig das Aluminiumtrichlorid mit Salzsdure
abreagiert.”> Das Produkt sollte aus 1 M Salzsiure ausgeschiittelt werden. Das Produkt konnte
am Ende der Prozedur nicht erhalten werden. Auch bei dieser Reaktion wire es sicherlich
sinnvoll die Reaktionszeit einzuschrianken. Auch die Extraktion aus wéssriger Losung ist bei
der vorliegenden FRIEDEL-CRAFTS-ACYLIERUNG nicht ganz optimal, da als Produkt eine freie
Carbonsdure entstehen sollte. Damit das Aluminium nicht eventuell als Gegenion in der
Verbindung erhalten blieb, wurden die Rohprodukte bei beiden Reaktionen mit Natrium-

Kalium-Tartrat-Losung gewaschen. Ein Ausfillen des Toluol-FRIEDEL-CRAFTS-Produkts durch
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Einstellung der wéssrigen Losung auf pH 1 war ebenfalls nicht erfolgreich, deshalb wurde die

Extraktion zur Hilfe genommen.

Um eine Verbindung nach Vorbild der Verbindung 91a zu erhalten, sollte als Testreaktion
Phenol 100 mit Maleinsdureanhydrid (98) umgesetzt werden. (Schema 19) Dafiir wurde das
Phenol 100 mit NaH in THF unter Eiskiihlung deprotoniert und Maleinsdureanhydrid (98)
zugegeben und fiir 45 Min geriihrt. Unter DC-Kontrolle war der volle Umsatz sichtbar. Nach
sdulenchromatographischer Reinigung konnte nur das 4-Isopropylphenol (100) extrahiert
werden. Dies liegt an der intramolekularen Zersetzung des resultierenden Produktes. Durch die
Z-Stellung der Doppelbindung kann die freie deprotonierte Carbonsdure wieder den frisch
entstandenen Ester 101 nukleophil angreifen. Phenole sind gute Abgangsgruppen und

begiinstigen diese Reaktion.”

0

OH (0]
NaH HO
R L &)
/ - -~
o] (0]

100 98 101

Schema 19: Hin- und Riickreaktion der Offnung eines Maleinsiureanhydrids (98) mit einem Phenol 100.
Eine stabilere Bindung stellt die Amidbindung dar. Weil die Verbindung 86 in den
Dockingexperimenten von Sergio Ruiz-Carmona ein gutes Ergebnis erzielte, wurde
Maleinséureanhydrid (98) mit Furan-2-carbohydrazid (102) in 74% Ausbeute umgesetzt.”
(Schema 18). Durch das '"H-NMR der Verbindung 103 wird bestitigt, dass es sich um eine
cisoide Verbindung handelt. Die Kopplungskonstante der Vinylprotonen zueinander liegt bei
12.1 Hz, dies entspricht dem Bereich fiir cisoide Protonen (4-14 Hz).
0]
m + o — o N. OH
O HN-NH, 4 N O
0) 0]
2 98 3

10 10

Schema 20: Offnung des Maleinscureanhydrid (98) durch Hydrazid 102 zu Acylhydrazid 103.

Da im letzten Schritt der Aufbau der Diol-Funktion stattfinden sollte, wurde zunichst versucht
das Phenol 100 mit Acylhydrazid 103 in einer EDC Kupplung umzusetzen (frei nach einer
Vorschrift {iber den Umsatz mit DCC).”® Leider konnten nur die Edukte reisoliert werden. In
einem Testansatz wurde zu Verbindung 103 Trifluoressigsdureanhdrid gegeben. Dabei sollte

sich intermedidr das Anhydrid 104 der beiden Séduren bilden. Da Trifluoracetat eine gute

655



Dritter Teil: Beitrage zur Findung von Hemmstoffen der RNase P

Abgangsgruppe ist, sollte das Phenol 100 in einer nukleophilen Reaktion mit dem Anhydrid zu
Verbindung 105 reagieren. Leider blieb auch diese Option ohne Erfolg. (Schema 21)

OH

iy CY;J ﬁ%»owu

103 104 105

Schema 21: Umsatz von Acylhydrazid 103 mit Trifluoressigsdureanhydrid. Diinnschichtchromatographische Kontrolle zeigte
vollstindigen Umsatz von 103 vermutlich zu 104 an. Dennoch konnte nach Zugabe von Phenol 100 Zielverbindung 105 nicht
erhalten werden.

Parallel dazu sollten Maleinsdurederivat 103 mit H>O» epoxidiert und anschlieBend durch
basische Ring6ffnung das Diol 106 erhalten werden. Dafiir wurde eine Vorschrift von KROUTIL
et al. verwendet. Allerdings konnte kein Umsatz beobachtet werden. (Schema 22) Aus
Zeitgriinden wurde das Thema des vicinales Diols als funktionelle Gruppe in der Masterarbeit
von Rolf Emmerich im ARBEITSKREIS SCHLITZER ausgekoppelt. Er konnte sowohl syn- als auch

anti-Diole sehr erfolgreich darstellen.

O 1. Hy0,
7\ H ,E\OFH 2.NaOH # 4 o i
0 N0 7/ L

103 106

o
T
O

Schema 22: Missgliickte Oxidation von 103 zu 106.
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Zusammenfassung des synthetischen Teils

In den synthetischen Arbeiten konnte der Aufbau der Diacylsemicarbazide und
Diacythiosemicarbazide iiber eine reaktive Zwischenstufe erfolgreich etabliert werden.
RNPA2000 (26) konnte rein und in hervorragenden Ausbeuten dargestellt werden. AuBBerdem

konnten noch fiinf weitere Diacylthiosemicarbazide synthetisiert werden. (Abb.42)

o) N
YERRS
56

\ | H ” I \ I H I
o) o)
51 RNPA2000 (26) 49
o s , N o s |
0 LN A 0 JU N
N~ N N~ N \n/\N
\NI] H H S NI/l H H 6 H
50 55

Abbildung 41: Hergestellte Diacylthiosemicarbazide.

NL20 (31) konnte ebenfalls rein und in sehr guten Ausbeuten synthetisiert werden. Auflerdem

wurden noch vier weitere Diacylsemicarbazide dargestellt.
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Abbildung 42: Hergestellte Diacylsemicarbazide.
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Ergebnisse der biologischen Testungen

Die synthetisierten Diacylthio- und Diacylsemicarbazide sollten von Isabell Schencking in der
Arbeitsgruppe HARTMANN auf ihre biologische Aktivitit gegeniiber der RNase P aus
T. maritima (TmRNase P) untersucht werden. Auflerdem wurden die in Abb. 43 gezeigten
Verbindungen gemessen, diese stammen aus dem Fd/FNR-Projekt. Dies liegt daran, dass
Verbindungen 107-110 ein cyclisches Diacyl-isothiosemicarbazid darstellen und somit die
bedeutende funktionelle Gruppe in einer kompakteren Anordnung tragen. Verbindung 107 stellt
eine kleine Abwandlung zur Verfiigung: statt einen zweiten Acylrest zu tragen, stellt es ein
Acylisothiosemicarbazon dar und sollte somit weitere Aufschliisse liber die Notwendigkeit der
zweiten Acylgruppe liefern. Da vermutet wird, dass die Diacyl(thio)semicarbazide in der teils
stark positiven Furche des P Proteins binden, scheint die freie Carbonsdure der Thiazolidin-
Derivate 107-109 ein weiterer Vorteil zu sein, da diese mit Lysinresten stabile Salzbriicken
ausbilden konnte. In Verbindung 110 ist die Position 5 des Hydrazonothiazolidinons nicht mit

einem Essigsdurerest verkniipft, diese Position ist allerdings C-H-acide.

o)
HO,C,
o S’L _0 s OH
o
©/ \©\//N“N/ N0 N‘N//,\N
H 0 \
Schi-31-161 Schl-31-198
107 108
CO,H
Q(H S£O O5N i N [\{
N., 2 2 .

O,N ‘NN N" " =0
2 o \ ©)LH sf
Schl-31-201 Schl-31-211
109 110

Abbildung 43: Hydrazonothiazolidinone 107-110.

Im Enzymassay wurde der Umsatz der prfRNA pro Minute gemessen. Die Enzymkonzentration
im Assay betrug 50 nM. Die Umsatzrate des Enzyms wurde durch die Einstellung des
pH-Wertes auf 7.4 mittels KN-Puffer 17.53 + 1.70 min’! eingestellt. Bei der Testung der
Verbindungen gegen RNase P musste eine Restmenge von 10% DMSO in der Losung auf
Grund der geringen Loslichkeit der Substanzen akzeptiert werden. Es wurde der Substratumsatz
in Prozent pro Minute gemessen. Dabei war der Umsatz der DMSO-Kontrolle (ohne Inhibitor)
nach einer Minute bei 25% Umsatz. Dieser Umsatz wurde auf 100% = 1 gesetzt und auf diesen
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Wert sind in den folgenden Diagrammen die Werte der gemessenen Verbindungen normiert.
Als Negativkontrolle wurde der bekannte Inhibitor Neomycinsulfat (Neo, Endkonzentration im
Well: 100 uM) eingesetzt. Die Anzahl der Messungen betrdgt 3 (n=3). Bei einer klaren
Inhibition der von uns synthetisierten Verbindungen, sollte die Messung als valide
Enzymkinetik mit vielen Messpunkten durchgefiihrt werden. Die Verbindungen wurden mit
kleineren Ausnahmen bei 250 uM Endkonzentration im Well gemessen. Der Endpunkt der

Messung war 1 min.

2
1,8
1,6

1,4

- T T L
1 F T -1 J_

0,8
0,6

0,4

RNase P Aktivitdat normalisiert auf
DMSO

HO.C, o] o o ,
0,2 o ‘L _o COH oM NN
0 H S \ 2 1 \
107 (Schl-31-161) 108 (Schl-31-198) 109 (Schl-31-201) 110 (Schl-31-211)
Diagramm 1: Ergebnisse der Testung der Verbindungen 107 (Schl-31-161), 108 (Schl-31-198), 109 (Schi-31-201) und 110
(Schl-31-211). Die Messpunkte sind nach 1 min genommen. Die Verbindungen wurden in einer Endkonzentration von 250 pM
eingesetzt.
Keine der Substanzen zeigte einen Effekt. Der Standardfehler der gemessenen Aktivitit der
Verbindungen 107-109 ist so grof3, dass die gemessenen Effekte als nicht existent betrachtet

werden konnen. Ebenso verhélt es sich mit der vermeintlichen Aktivierung der Spaltung der

PRNA durch Verbindung 106.

Leider musste sich im Folgenden auf eine Uberraschung eingestellt werden. RNPA2000 (26),
welches als potenter Inhibitor gegen die S. aureus RNase P (SaRNAse P) mit einem ICso-Wert
von 175 uM beschrieben wurde, zeigte bei der 7mRNase P bei 250 uM unter den gewéhlten
Bedingungen keine Inhibition. Ebenso verhielt es sich mit dem Sauerstoffanalog NL20 (31). Es
gibt einige Moglichkeiten, warum dies eventuell beobachtet werden konnte. Auf der einen Seite
wird mit einem Zielenzym eines anderen Organismus gearbeitet. Zwar sind die fir die
Spaltungsfunktion der pfRNA verantwortlichen Regionen durch die prokaryotischen
Organismen hoch konserviert, allerdings ist bekannt (s. Einleitung) dass verschiedene

Organismen verschiedene zusitzliche Loops zur Stabilisierung des Ribozyms unter
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physiologischen Bedingungen besitzen. Somit konnen diese zusitzlichen Strukturen den
Zugang zu den konservierten Regionen fiir die Molekiile (hier explicit RNPA200 (26))
erschweren. So konnten diese Substanzen gar nicht an ihren Wirkort am Enzym gelangen,
sondern werden eventuell durch andere Sequenzen abgefangen, an denen sie nichts ausrichten.
Auf der anderen Seite allerdings, konnte Isabell Schencking Praecipitationsetfekte beobachten.
D.h. dass der Ligand ausfiel und durch Kristallbildung die Funktion des Enzyms
beeintrachtigte. Frau Schencking konnte beobachten, dass die Loslichkeit der Substanzen in
demin. Wasser gegeben war, im Puffer mit MgCl, allerdings rapide sank. Dies ist der
chemischen Natur der Diacyl(thio)semicarbazide geschuldet. Fiir Thiosemicarbazone und
Acylthiosemicarbazone ist nachgewiesen worden, dass sie stabile Chelatkomplexe mit
zweiwertigen Kationen eingehen. (Abb. 45) Diese bilden sich bei steigenden pH-Werten
schneller und werden stabiler.”®’” Dies ist insofern interessant, als Frau Schenking fiir die
Testungen mit einem pH-Wert von 7.4 einen geringeren eingestellt hatte, als die DUNMAN
Gruppe in den Testungen von RNPA2000 (26) gegen SaRNase P (pH 8.0). Es muss auch hier
beachtet werden, dass auch die DUNMAN Gruppe nicht auf MgCl verzichten konnte, da dieses

essentiell fiir die Funktion der RNase P ist.>*

Abbildung 44: Zwei Thiosemicarbazide chelatisieren ein zweiwertiges Metallion. Fiir Cu’™ wird eine quadratisch-planare,
quadratisch-pyramidale oder oktaedrische Geometrie vermutet.”’

Mit dem Vorwissen, dass Thiosemicarbazide zweiwertige Kationen chelatisieren, ist es
ebenfalls fraglich, ob bei einer inhibitorischen Aktivitdt der Verbindungen, diese nicht doch
auch mit den katalytisch wichtigen Magnesiumionen interagieren, anstatt nur eine
Konformationsdanderung des Proteins herbeizufithren oder nur dessen Furche zu blockieren.
Was aber genau das Problem der Nicht-Reproduzierbarkeit der Daten darstellt, muss noch

weiter erforscht werden.
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RNase P Aktivitdat normlisiert auf DMSO

63 (Schl-31-C006) 65 (Schl-31-C011) 66 (Schl-31-C012)

Diagramm 2: Messung der verkiirzten Diacylsemicarbazide 63 (Schl-31-C006), 65 (Schl-31-C011) und 66 (Schl-31-C012).

Bei Verbindung 66 ist eine sehr geringe inhibitorische Aktivitdt bei 250 uM sichtbar (~10%)
Eine geringe Aktivation (~5%) ist bei Verbindung 65 sichtbar. Verbindung 65 und 66
unterscheiden sich an ihrem Substituenten in 4-Position der Benzoesédure. Verbindung 65 tragt
dort eine elektronenziehende Nitrogruppe und Verbindung 66 eine elektronenspendende
Methoxyfunktion. Verbindung 63 zeigt keinen validen Effekt, da die dargestellte Aktivierung
im Standardfehler untergeht. (Diagramm 2)

2
1,8
1,6
.2 1a
£3
R )
23 . T ] T
at 1 i | 1 |
2
g TU 0,8
& E
o 0,6
c
0,4 \ /s
o—< :)—N\_/N—<_N,—\N —@—o
0;2 o s /@ o s o s 2N o s /@,Nog ~ A
Bis o N JL,HYQ RS
DMSO 49 (Schl-31- 56 (Schl-31- 50 (Schl-31- 51 (Schl-31- 111 (Schl-31-
€047) €049) €052) C053) BO68)

Diagramm 3: Messergebnisse von Acyl-Sulfonylthiosemicarbaziden 49 (Schl-31-C047) und 51 (Schl-31-C053), von
Anilinanalogon 56 (Schil-31-C049) und Diacylthiosemicarbazid 50 (Schl-31-C052), sowie Verbindung 111 (Schi-31-B068) aus
der Reihe der Helicase Inhibitoren. Die Verbindungen 49, 56, 51 und 111 wurden in einer Konzentration von 100 uM
gemessen. Verbindung 50 wurde wie beschrieben bei 250 uM gemessen.
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Es ist schnell zu sehen, dass die Acyl-Sulfonyl-Thiosemicarbazide 49 und 51 keine Effekte
gegen die TmRNase P zeigen. Auch das Diacylthiosemicarbazid mit dem Isonicotinoyl-

Baustein 50 zeigen Effekte nur innerhalb des Standardfehlers.

:

0 N N
\—/ \

I
Oll

111 112

Abbildung 45: Verbindungen aus der Reihe der potentiellen Helicase-Inhibitoren.

Isosorbid-Derivat 112 (Schl-31-B069) wurde auf Grund seiner Zucker-artigen-Struktur in die
Messung gegeben. Die Uberlegung war, dass sich das kleine Molekiil in die Furche des P
Proteins legen kdnnte und dort im weiten Sinne gedacht, eine Ribose imitiert. Die benzylische
Struktur hitte eventuell mit den dortigen Phenylalaninen in Wechselwirkung treten konnen.
Wie in Diagramm 4 erkennbar ist, zeigte es bei 250 uM keinen Effekt. Im Gegensatz zu
Verbindung 111. Dieses zeigt eine starke Aktivierung der 7mRNase P-Aktivitit (ohne den

Fehlerbereich sind es verléssliche 25%). (Diagramm 3)
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J K @J\ NN o M .NH, Kﬁ
. Py dLHHOG PORE G
DMSO Neo 55 (Schl-31-C041)64 (Schl-31-C045) 83 (Schl-31-C017) 112 (Schl-31-
B069)

Diagramm 4: Testungen der Substanzen 55 (Schl-31-C041), 64 (Schl-31-C045) sowie der Vorstufe 83 (Schl-31-C017) und des
potentiellen Helicase-Liganden 112 (Schl-31-B069). Aufgetragen sind auflerdem die DMSO-Kontrolle und die positiv-
Kontrolle mit der Neomycinsulfat (Neo) als Hemmstoff der RNase P. Neo und Verbindung 55 sind bei 100 uM gemessen
worden, Das Acyl-Sulfonylsemicarbazid 64 auf Grund von Léslichkeitsproblemen bei 50 uM und die beiden anderen
Verbindungen wie alle vorherigen Verbindungen bei 250 uM.
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Verbindung 64 kann auf Grund der eingesetzten niedrigeren Konzentration (50 uM) und der in
dieser Messung hervorgehenden Effektlosigkeit, nicht mit den anderen Verbindungen
verglichen werden. Somit kann abschlieBend nicht verglichen werden, ob Acyl-
Sulfonylthiosemicarbazide 49, 51 und Acylsulfonylsemicarbazide 64 eine unterschiedliche
Wirksamkeit zeigen. Verbindung 83 stellt ein Hydrazid dar und ist eine Vorstufe der
Diacyl(thio)semicarbazide. Da die Synthesevorschrift fiir RNPA2000 (26) aus der
LOUNSBURY-Methode nicht reproduzierbar war und entweder Edukte oder aber die
Fehlkupplung 45 isoliert werden konnte, wurde es im Enzymassay gemessen. Dadurch sollte
sichergestellt werden, dass nicht ein Edukt die wirksame inhibitorische Substanz an Stelle des
RNPA2000 (26) darstellt. Weder das Hydrazid 83 noch die Fehlkupplung 45 zeigten
irgendwelche Effekte bei 250 uM. Ganz anders dazu die Anilin-Analoga 55 und 56.

O S

A PG
<()J)LN NN o, NN H
\ H H § (H \ H OH
55 56

Abbildung 46: Zur Erinnerung: Anilin-Analoga des RNPA2000 (28).

Wihrend die methylierte Verbindung 56 bei 250 pM eine Aktivierung des Enzyms um fast 20%
zeigt, zeigt Verbindung 55 noch bei 100 uM eine Hemmung der RNase P um fast 20%.
Dennoch muss auch bei diesem Ergebnis weitere Tests abgewartet werden. Die Loslichkeit
wurde von Isabell Schencking fiir eine schnelle Durchfiihrung provisorisch unter dem
Mikroskop bestimmt. Dabei wurde beobachtet, ob die Substanz bei 250 uM im Puffer
auskristallisierte. Um Praecipitationseffekte endgiiltig ausschlieen zu kdnnen, miissten daher
noch genauere Loslichkeitsuntersuchungen stattfinden. Durch die hinzukommende

Aminogruppe kann der komplexierende Charakter des Molekiils verstiarkt werden.

Da RNPA2000 (26) und NL20 (31) unter den gewdhlten Assaybedingungen keine Wirksamkeit
zeigten, sind die Testergebnisse zu denen von Rolf Emmerich dargestellten Weinsdurederivaten

konsistent — die Verbindungen zeigten keine inhibitorische Wirksamkeit.”®

664



Dritter Teil: Beitrage zur Findung von Hemmstoffen der RNase P

Zusammenfassung und Ausblick

Es konnte gezeigt werden, dass RNPA2000 (26) und NL20 (31) unter den gewéhlten
Bedingungen gegen 7TmRNase P keine Aktivitidt zeigten. Die auf diesen Verbindungen
basierenden synthetisierten Diacylthiosemicarbazide und Diacylsemicarbazide zeigten
ebenfalls keine nennenswerten Effekte. Eine Ausnahme bilden die Verbindungen 55 und 56.
Verbindung 55 zeigte eine Hemmung bei 100 uM von ~20% und die methylierte Verbindung
56 zeigte eine Aktivitétssteigerung um 20%. Dennoch miissen dazu weiterfiihrende Versuche
zur Loslichkeit der Verbindungen ausgefiihrt werden, um eine endgiiltige Aussage treffen zu

konnen. Diese Verbindungen wurden vorher nicht gegen RNase P beschrieben.

Die vicinalen Diole zeigten ebenfalls keine nennenswerten Effekte, dies geht konform mit der
Effektlosigkeit der Vorbild-Verbindung RNPA2000 (26). ’® Im Weiteren wiire es sinnvoll die
Verbindungen unter den gewéhlten Bedingungen an der SaRNase P zu testen um abschlieSend

eine Aussage iiber die Wirksamkeit der Verbindungen machen zu kénnen.

So scheint die Strukturklasse der Diacyl(thio)semicarbazide auf Grund der nicht
reproduzierbaren Literatur vorerst ungeeignet als weitere Grundstruktur fiir weitere Inhibitoren.
Dennoch ist die volle Breite der moglichen Substitutionen der (Thio-)Semicarbazide nicht
ausgeschopft und der Austausch des 4-Isospropylphenols gegen das entsprechende Anilin
resultiert in Aktivitdt. Dies zeigt, dass eine entsprechend glinstige Substitution zu aktiven
Verbindungen fiihren kann. Die vorerst nicht reproduzierbare Chemie zur Darstellung der
Diacylthiosemicarbazide der Lounsbury-Literatur konnte durch eine eigene, robuste und
einfach durchfiihrbare Synthesevariante ersetzt werden. Dadurch ist es moglich noch weitere
eventuell wirksame, Derivate darzustellen. Es konnte ebenfalls die Chemie zur Darstellung von

Diacylsemicarbaziden etabliert werden, die ebenfalls zu vielen weiteren Derivaten fiihren kann.

Strukturell gesehen ist es schwierig aus den bisherigen Ergebnissen Verbesserungen zu
ersinnen. Dennoch ist die Furche des P Proteins durch ihren hohen konservierten Charakter eine
sinnvolle Angriffsstelle. In die Furche selbst stehen vor allem aromatische Aminosduren, um
die Furche herum befinden sich Arg- und Lys-Reste. D.h. eine Verbindung, die diese Stelle
adressieren soll, miisste auf der einen Seite dazu in der Lage sein z.B. n-n-Wechselwirkungen
iiber eigene Aromaten mit den aromatischen Aminoséureresten einzugehen und auf der anderen
Seite sollte sie die basischen Aminogruppen der Arg- und Lys-Reste fiir Wechselwirkungen

nutzen. Letzteres kann entweder liber z.B. Sdurefunktionen im Liganden erreicht werden
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(Salzbriicken), oder aber, es kann versucht werden den Liganden als Elektrophil mit den
Aminoresten reagieren zu lassen. Eine pridestinierte Gruppe fiir eine kovalente Verbindung
wire ein Isothiocyanat. Isothiocyanate sind reaktiv genug, um in einer gewissen Verweildauer
und rdumlichen Néhe zu einem Nukleophil zu reagieren, aber unreaktiv genug, um nicht vorher
schon in kurzen Begegnungen mit irgendwelchen Nukleophilen abzureagieren. Da die /leader-
Sequenz auch durch ihre Ribosephosphatgruppen viele WBBs eingehen kann, wire es
sicherlich interessant die aromatischen Reste eines Liganden, von denen einer ein Isothiocyanat

tragt, mit einem Pseudozucker zu verbinden oder diesen als Substituenten zu fiihren.

Weitere Arbeiten und die Suche nach neuartigen Inhibitoren werden derzeit von Rolf Emmerich

intensiv fortgesetzt.
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Experimenteller Teil

AAV1: Herstellung von Carbonsdureamiden

Waissrige, konzentrierte Ammoniak-Losung wurde als LM vorgelegt, in einem Eisbad auf 0°C
gekiihlt und das entsprechende Sdurechlorid langsam zugegeben. Das Eisbad wurde entfernt
und das Reaktionsgemisch 3 h bis 2 d bei RT geriihrt. Entweder fiel ein FS aus, der aus EtOH
umkristallisiert wurde oder das Reaktionsgemisch wurde mit H>Ogemin. verdiinnt und in
Ethylacetat ausgeschiittelt. Die organischen Phasen wurden vereinigt, mit wéssriger gesattigter
NaCl-Losung gewaschen und iiber MgSO4 getrocknet. Das LM wurde am Rotationsverdampfer

entfernt.

Schil-31-C002 p-Nitrobenzamid (73)

0] O
NHsaq
Cl —— NH,
O,N O,N

61 73
MW185,56 MW166,14

p-Nitrobenzamid (73) wurde nach AAV1 hergestellt.
Ansatzgrofe: p-Nitrobenzoylchlorid, 8.00 mmol, 1.484 g.
Reaktionszeit: iiber Nacht.

Aufarbeitung: Das Rohprodukt fiel als weiler Feststoff aus und wurde aus EtOH
umkristallisiert. p-Nitrobenzamid (73) wurde als weiler Feststoff in 81% (1.082 g, 6.51 mmol)

Ausbeute erhalten.

TH-NMR (400 MHz, DMSO-D6) & = 8.30-8.28 (m, 2H, H3A:&H54:), 8.26 (br, 1H,
NH), 8.10-8.08 (m, 2H, H2A:&H64;), 7.69 (br, 1H, NH).
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13C-NMR (101 MHz, DMSO-D6) & = 166.3 (C, C=0), 149.1 (C4), 140.0 (C1),
129.0 (2C, C2&C6), 123.5 (2C, C3&C)H).
MS (ESI"):  m/z berechnet fir C7H;oN3Os"™ [M+NH4]": 184.17;

gefunden: 184.13 (62%).
m/z berechnet fiir CsH11N204" [M+MeOH2]": 199.19; gefunden: 199.08
(100%).

SmP: 203°C.

. . . . i . . oo 19,
Die Analytischen Daten stimmten mit den Daten aus ver6ffentlichter Literatur tiberein.
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Schl-31-C004 Benzamid (72)

(0] (0]
NHsaq
113 72
MW140,57 MW121,14

Benzamid (72) wurde nach AAV1 hergestellt.
Ansatzgrofle: Benzoylchlorid (113), 2.00 mmol, 279 mg.
Reaktionszeit: 3 h.

Aufarbeitung: Das Reaktionsgemisch wurde mit H>Ogemin. verdiinnt und in EtOAc
ausgeschiittelt. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit wissriger, gesattigter NaCl-
Losung gewaschen und iiber MgSO4 getrocknet. Das Losungsmittel wurde am

Rotationsverdampfer entfernt.
Benzamid (72) wurde als weiller Feststoff in 69% (166 mg, 1.37 mmol) Ausbeute erhalten.

IH-NMR (400 MHz, DMSO-D6) §=7.95 (br, 1H, NH), 7.88-7.86 (m, 2H,
H2A:&H64r), 7.53-7.49 (m, 1H, Hda,), 7.46-7.42 (m, 2H, H3A&H54,),
7.33 (br, 1H, NH).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-D6) & = 168.0 (C=0), 134.3 (C1), 131.2 (C6), 128.2
(2C, C3&C5), 127.5 (2C, C2&C6).

MS (ESI): m/z berechnet fir C7H12N2O" [M+NH4]": 140.19; gefunden: 139.10
(70%).

m/z berechnet fiir CsHi2NO," [M+MeOH:]": 154.19; gefunden: 154.05
(12%).

. . . . . . . . 81
Die Analytischen Daten stimmten mit den Daten aus veroffentlichter Literatur tiberein.
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Schl-31-C007 p-Methoxybenzamid (74)

0] 0]
NH3aq
cl ————>» NH,
~o o
114 74
MW170,59 MW151,17

p-Methoxybenzamid (74) wurde nach AAV1 hergestellt.

Ansatzgrofie: p-Methoxybenzoylchlorid, 4.00 mmol, 682 mg.

Reaktionszeit: iiber Nacht.

Aufarbeitung: Das Rohprodukt fiel als weiler Feststoff aus und wurde aus EtOH

umkristallisiert.

p-Methoxybenzamid (74) wurde als weiller Feststoff in 66% (400 mg, 2.65 mmol) Ausbeute

erhalten.

TH-NMR

BC-NMR

MS

(500 MHz, DMSO-D6) & = 7.86-7.83 (m, 2H, H2A:&H64:), 7.80 (br,
1H, NH), 7.14 (br, 1H, NH) 6.98- 6.95 (m, 2H, H3A:& H54:), 3.80 (s,
3H, CH3).

(126 MHz, DMSO-D6) &= 167.5 (C=0), 161.6 (C6), 129.3 (2C,
C2&C6), 126.5 (C1), 113.4 (2C, C3&C5), 55.3 (OCH3).

(ESI"):  m/z  berechnet fir CsH;oNO;" [M+H]": 152.17;
gefunden: 152.16 (14%);

m/z berechnet fiir CsH3N202" [M+NH4]": 169.20; gefunden: 169.16
(14%).

m/z berechnet fiir CoH1sNO3;" [M+MeOH,]": 184.21; gefunden: 184.17
(16%).

. . . . .. . . . .81
Die Analytischen Daten stimmten mit den Daten aus veroffentlichter Literatur {iberein.
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Schl-31-C014 Furan-2-carbamid (46)

O O

NHsaq
\_0 \_0
42 46
MW130,53 MW111,10

Furan-2-carboxamid (46) wurde nach AAV1 hergestellt.
Ansatzgrof3e: Furan-2-carbonylchlorid (42), 20 mmol, 2.61 g.
Reaktionszeit: 2 d.

Aufarbeitung: Das Reaktionsgemisch wurde mit H>Ogemin. verdiinnt und in EtOAc
ausgeschiittelt. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit wéssriger, geséttigter NaCl-
Losung gewaschen und iiber MgSOs4 getrocknet. Das Losungsmittel wurde am

Rotationsverdampfer entfernt.

Furan-2-carbamid (46) wurde als weil-rosa Feststoff in quantitativen Mengen (2.222 g,

20 mmol) erhalten.

IH-NMR (400 MHz, DMSO-D6) & =7.79- 7.78 (m, 1H, H54), 7.73 (br, 1H,
NH), 7.33 (br, 1H, NH), 7.09-7.08 (m, 1H, H44;), 6.59- 6.58 (m, 1H,
H3Ar).

3C-NMR (101 MHz, DMSO-D6) § = 159.4 (C=0), 148.1 (C2), 145.0 (C5), 113.6

(C3), 111.8 (C4).

MS(ESI"): m/z berechnet fiir CsHeNO," [M+H]": 112.11; gefunden: 112.18 (9%);
m/z berechnet fiir CoHoN20>" [M+NH4]": 129.14; gefunden: 129.04
(100%):

m/z berechnet fiir CsH10NO3" [M+MeOH:]": 144.15; gefunden: 144.07
(3%).

. . . . . . . ... 80
Die Analytischen Daten stimmten mit den Daten aus veroffentlichter Literatur tiberein.
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Schl-31-C001

Dritter Teil: Beitrage zur Findung von Hemmstoffen der RNase P

[-(4-Nitrobenzoyl)semicarbazid (62)

JOL ® .N__NH,
Cl + NHj3 —_— N \n/
H>N ” DMF H 3
O,N O,N

62

MW185,56 MW111,53 MW224,18

Semicarbazid-HCI (60) [M111.523] 4.0 mmol 446mg 1.0eq -
p-Nitrobenzoylchlorid (61) [M185.56] 4.0 mmol 742mg 1.0eq -
TEA [M101.19; p = 0.73] 4.0 mmol 405mg 1.0eq 0.55mL

Zu einer Losung von Semicarbazid-HCI (60, 446 mg, 4.0 mmol, 1.0 eq) in wenig DMF wurde

TEA (0.55 mL, 4.0 mmol, 1.0 eq) zugegeben und das Gemisch fiir 5 min bei RT vorgeriihrt.

Dann wurde langsam p-Nitrobenzoylchlorid (61, 742 mg, 4.0 mmol, 1.0 eq) zugegeben und
zunéchst fiir 20 min auf 80°C erhitzt, danach bei 100°C fiir 6 h geriihrt. Darauthin wurde

H>Odemin. zZu dem abgekiihlten Reaktionsgemisch gegeben bis ein weiller FS ausfiel. Dieser

wurde abgesaugt und aus EtOH umkristallisiert. 1-(4-Nitrobenzoyl)semicarbazid (62) wurde

als weiBer Feststoff in 21% (183 mg, 0.82 mmol) erhalten, Vorschrift frei nach 63

TH-NMR

BC-NMR

IR

HRMS (EST)

SmP:

(500 MHz) & = 10.42 (s, 1H, PheC(O)NHNHCO), 8.33-8.31 (m, 2H,
H3a& H5a), 8.12-8.10 (m, 2H, H2aA&H6a), 7.99 (br, 1H,
PheC(O)NHNHCO), 6.08 (s, 2H, NH2).

(126 MHz) & = 164.8 (C=0), 158.9 (HN(CO)NHo), 149.3 (C5), 138.6
(C1), 129.1 (2C, C3&C5), 123.5 (C2&C6).

(rein) ¥ = 3466 (w), 3289 (m), 3105 (w), 3051 (w), 1677 (m), 1656 (s),
1602 (w), 1584 (s), 1549 (m), 1533 (m), 1508 (s), 1486 (w), 1334 (m),
1312(m), 1302 (m), 1218 (w), 1140 (w), 1114 (w), 1083 (w), 1012 (),
907 (w), 817 (m), 853 (m), 734 (w), 717 (m), 602 (m), 478 (s).

m/z berechnet fiir CsH7N4O4 [M-H]: 223.0473; gefunden: 223.0466.

235°C unter Zersetzung.
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AAV2: Herstellung von Phenolethern

1.2 eq NaH wurden unter Argon in absolutem THF suspendiert und 10-40 Min auf dem Eisbad
geriihrt. Es wurde vorsichtig in THF gelostes Phenol (1.2eq) bei 0°C zugegeben und dieses
Reaktionsgemisch fiir 45 Min bei 0°C geriihrt. Zu dem eisgekiihlten Gemisch wurde BrAcOMe
(1.0 eq) langsam zugetropft und das Gemisch iiber Nacht bei RT geriihrt. Zur Inaktivierung der
Reaktion wurden vorsichtig einige Tropfen Wasser zugegeben und weiter 10 Min geriihrt. Der
Ansatz wurde in ges. wissrige NaCl-Losung gegossen und in DEE ausgeschiittelt. Die
vereinigten organischen Phasen wurden iiber MgSO4 getrocknet, filtriert und das LM wurde

unter vermindertem Druck entfernt.®®
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Schl-31-C026 Methyl-2-(4-isopropylphenoxy)acetat (71)

1. NaH )
p/ OH 2. Bromessigsauremethylester O\)LO/
>
THF \((:r
100 75
MW136,19 MW208,26
4-Isopropylphenol (100) [M136.19] 6.5mmol 885mg 1.2eq -

Bromessigsiuremethylester [M152.89; p=1.62] 5.4 mmol 826mg 1.0eq 0.51 mL
NaH [M24.00; 60% in Paraffin] 6.5mmol 260mg 1.2eq -

Methyl-2-(4-isopropylphenoxy)acetat (75) wurde nach AAV2 dargestellt.
Ansatzgrofie: 5.4 mmol.

Ausbeute: 1.12 g, 5.4 mmol, quantitativ.

Erscheinungsbild: langsam kristallisierender, spater perlmutt-artig-glinzender FS.

TH-NMR (400 MHz, CDCls) 8 = 7.16-7.14 (m, 2H, H2A:&H64:), 6.85- 6.83 (m,
2H, H3a&H540), 4.62 (s, 2H, CHz), 3.81 (s, 3H, OCH3), 2.86 (m, 1H,
(CH3),CH) 1.23-1.21 (m, 6H, (CH3),CH).

13C NMR (101 MHz, CDCls) §=169.8 (C=0), 156.0 (CAOCH,), 142.4
(CA:CH(CH:)2), 127.6 (2C, Ca3&Car5), 114.6 (2C, Ca2&Cab), 65.6
(OCH,CO), 52.4 OCH3), 33.4 (CH(CHs)y), 24.3 (2C, CH(CHs)y).

HRMS (ESI) m/z berechnet fir Ci2HisOsNa® [M+Na]": 231.0992; gefunden:
231.0992.
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Schl-31-C015 Methyl-2-(3,4-dimethylphenoxy)acetat (76)

1.NaH

0O
OH 2. Bromessigsauremethylester
)@/ = i D/O\)Lo/
THF
115 76
MW122,17 MW194,23
3,4-Dimethyphenol (115) [M122.16] 2.6 mmol 318mg 12eq -

Bromessigsiuremethylester [M152.89; p=1.62] 2.1 mmol 305mg 1.0eq 0.20mL
NaH [M24.00; 60% in Paraffin] 2.6 mmol 104mg 12eq -

Methyl-2-(3,4-dimethylphenoxy)acetat (76) wurde nach AAV2 dargestellt.
Ansatzgrofie: 2.1 mmol.
Ausbeute: 405 mg, 2.1 mmol, quantitativ.

Erscheinungsbild: gelbes OL.

H NMR (400 MHz, CDCl3) &=7.05-7.03 (m, 1H, Ha:5), 6.74-6.74 (m, 1H,
Har2), 6.65-6.62 (m, 1H, Ha6), 4.61 (s, 2H, OCH2), 3.80 (m, 3H,
OCH3), 2.23 (s, 3H, Ca3CH3), 2.19 (s, 3H, CA4CH3).

MS (EST) Fragment, freie Sdure m/z berechnet fir CioH1103 [M]: 179.19;
gefunden: 179.11 (100%).
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Schl-31-C043 Methyl-N- (4-isopropylphenyl)glycinat (77)

1. K,CO H
NH, 2. B?omgs,s,igsauremethylester> N\)LO/
DMF
57 77
MW135,21 MW207,27
4-Isopropylanilin (57) [M135.21; p = 1.62] 20.0 mmol 2.704g 1.0eq 2.73mL

Bromessigsauremethylester [M152.89; p = 1.62] 22.0mmol 3.366g 1.1eq 2.08 mL
KoCO; [M138.21] 28.0mmol 3.870g 1l4eq -

4-Isopropylanilin (57, 20.0 mmol, 2.73 mL g, 1.0 eq) und K>COs (28.0 mmol, 3.870 g, 1.4 eq)
wurden in DMF gelost. 2.08 mL (22.0 mmol, 1.1 eq) Bromessigsduremethylester wurden
zugegeben und das Reaktionsgemisch fiir 2 h unter Reflux erhitzt. Das auf RT abgekiihlte
Gemisch wurde in H2Odemin. gegossen und in EtOAc ausgeschiittelt. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit wissr. ges. NaCl-Lsg. gewaschen und anschlieend iiber
MgSO4 getrocknet. Das LM wurde am Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt via
Sdulenchromatographie in cHex:EtOAc 3:1 gereinigt. Methyl-N-(4-isopropylphenyl)glycinat
(77) wurde als langsam kristallisierender gelblicher FS erhalten (2.251 g, 10.9 mmol, 54%).

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) § = 6.96-6.94 (m, 2H, H2A&H64,), 6.48-6.46
(m, 2H, H3A:&H540), 5.76 (t, 1H, NH, °J = 6.4 Hz), 3.87-3.85 (d, 2H,
CHa, >J=6.5 Hz), 3.64 (s, 3H, OCH3), 2.74-2.71 (m, 1H, CH(CHa)),
1.14-1.11 (d, 6H, CH(CHs)2, °J = 6.9 Hz).

13C NMR (101 MHz, DMSO-D6) & = 171.9 (C=0), 146.0 (Cacl), 136.2 (Card),
126.5 (2C, Ca3&Cas5), 112.0 (2C, Ca2&Cas6), 51.5 (OCH3), 44.8
(NCH>), 32.4 CH(CHs),), 24.18 (2C, CH(CH3)2).

HRMS (ESI) m/z berechnet fiir C12HsNO> [M+H]": 208.1332; gefunden: 208.1339.

SmP 30°C.
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Schl-31-C044 Methyl-N-(4-isopropylphenyl)-N-methylglycinat (80

0] 0]
H |
N\)LO/ Mel - N\)j\o/
DMF, Reflux, 5h

77 80
MW207,27 MW221,30
Methyl-(4-isopropylphenyl)glycinat (77) 6.0mmol 1243g 1.0eq -
[M207.27]
Methyliodid [M141.94; p =2.28] 7.8 mmol 1.107g 1.3eq 0.49mL
K>CO3 [M138.21] 9.6 mmol 1327g 1l.6eq -

Methyl-N-(4-isopropylphenyl)glycinat (77, 1.243 g, 6.0 mmol. 1.0 eq) und K>CO3 (1.327 g,
9.6 mmol, 1.6 eq) wurden in DMF gegeben. 0.49 mL Mel wurden langsam zu dem Gemisch
zugetropft. AnschlieBend wurde das Reaktionsgemisch fiir 5h bei 110°C geriihrt. Zur
Inaktivierung des tiberschiissigen Mels wurde H>Odemin. der Reaktion zugegeben und 15 Min
weiter geriihrt. Darauthin wurde das Rohprodukt mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden iiber MgSO4 getrocknet, das LM unter vermindertem Druck
entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatgraphisch in EtOAc:cHex 1:10 gereinigt. Methyl-
N-(4-isopropylphenyl)-N-methylglycinat (80) wurde als gelbes Ol in 80% Ausbeute (1.058 g,

4.8 mmol) erhalten.®®

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) & =7.04-7.02 (m, 2H, Ha:3&a5), 6.59-6.57
(m, 2H, HA2&x:6), 4.15 (s, 2H, CHz), 3.61 (s, 3H. OCH3), 2.94 (s, 3H,
NCH3), 2.76 (sept, 1H, CH(CH3)., °J=7.0Hz), 1.15 (d, 6H,
CH(CHs)2, °J = 6.9 Hz).

13C NMR (101 MHz, DMSO-D6) & = 171.2 (C=0), 147.0 (Cacl), 136.3 (Caid),
126.6 (2C, CAr3&Car5), 111.9 (2C, Car2&Car6), 53.1 (NCHa), 51.4
(OCHs), 38.9 (NCH3), 32.3 ((CH3)2CH), 24.1 (2C, (CH3)2CH).

HRMS (ESI) m/z berechnet fiir Ci3H0NO2 [M+H]": 222.1498; gefunden:
222.1497.
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Schl-31-C054 4-((2-Methoxy-2-oxoethyl)amino)benzensulfonsdure (78)

Bromessigsduremethylester

0
NH,  NaHCO, H
/©/ DMF > ON\)LO/
HO,S HO,;S

81 82
MW173,19 MW245,25
Sulfanilsdure (81) [M173.19] 5.0mmol 862mg 1.0eq -
Bromessigsiuremethylester [M152.89; p=1.62] 5.5mmol 841 mg 1.1eq 0.58mL
NaHCO; [M84.01] 10.0 mmol 840mg 2.0eq -

862 mg (5.0 mmol, 1.0 eq) Sulfanilsdure (81) und NaHCO; (840 mg, 10.0 mmol, 2.0 eq)
wurden in DMF suspendiert. Bromessigsduremethylester (0.58 mL, 5.5 mmol, 1.1 eq) wurde
unter Riithren langsam hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 1h gekocht. Auf die
erkaltete Losung wurde so viel Aceton gegeben bis sich kein weiller NS mehr bildete. Der FS
wurde  abgesaugt und in  heiBem  Ethanol  gewaschen.  4-((2-Methoxy-2-

oxoethyl)amino)benzensulfonsdure (82) wurde als weiler FS in 33% Ausbeute (1.67 mmol,

410 mg) erhalten.

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) & = 7.34-7.32 (2H, Har2&Ha6, °J = 8.4 Hz),
6.46-6.44 (2H, Har3&Har5, °J = 8.5 Hz), 6.14 (t, 1H,NH, 3J = 6.1 Hz),
3.92-3.90 (d, 2H, NCH2, °J = 6.4 Hz), 3.64 (s, 3H, OCH3).

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir CoH1oNOsS[M-H]: 244.0285; gefunden: 244.0290.

678



Dritter Teil: Beitrage zur Findung von Hemmstoffen der RNase P

AAV3: Darstellung der Acetohydrazide

1.0 eq des entsprechenden Methylglycinates wurde in MeOH (1.0 mL/mmol Ester) gelost.
Dazu wurden 2.0 eq Hydrazinhydrat gegeben und das Reaktionsgemisch wurde 0.5-6.0 h
gekocht. Der NS abfiltriert und aus MeOH umkristallisiert.

Schl-31-C017 2-(3,4-Dimethylphenoxy)acetohydrazid (79)

O O]
:@,O\)LO/ LN D/O\)LN’NHZ
MeOH H
76 83
MW194,23 MW194,23
Methyl-2-(3,4-dimethylphenoxy)acetat (76) 2.1 mmol 408 mg 1.0eq -
[M194.23]
Hydrazinhydrat 80% [M50.10; p =1.02] 4.1 mmol 207mg 2.0eq 2.54mL
AnsatzgrofBe: 2.1 mmol.
Reaktionszeit: 3.5 h.
Ausbeute: 175 mg, 0.90 mmol, 43%.
Erscheinungsbild: farbloser FS.
TH NMR (400 MHz, DMSO-D6) & =9.24 (s, 1H, NH), 7.03-7.01 (m, 1H, Ha:5),

6.76 (m, 1H, Ha:2), 6.67- 6.65 (m, 1H, Ha:6), 4.41 (s, 2H, CHz), 4.30
(s, 2H, NH2), 2.18 (s, 3H, CadCH3), 2.13 (s, 3H, Ca:3CH3).

13C NMR (101 MHz, DMSO-D6) & = 166.8 (C=0), 155.9 (Carl), 137.2 (Cas3),
130.1 (Card), 128.6 (Car5), 116.0 (Car2), 111.6 (Cas6), 66.3 (CHa),
19.7 (Ca:3CH3), 18.5 (Ca4CH3).

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir CioHisN2O2 [M+H]": 195.1128; gefunden:
195.1132.

Schl-31-C023 2-(4-Isopropylphenoxy)acethydrazid (44)
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O] O]
Ej/o\)j\o/ NoHy4 E)/O\)LN*NHZ
H
MeOH
75 44

MW208,26 MW208,26
Methyl-2-(4-isopropylphenoxy)acetat (75) 11.4mmol 2370g 1.0eq -
[M208.26]

Hydrazinhydrat 80% [M50.10; p = 1.02] 22.8mmol 1.428 ¢ 2.0eq 1.4 mL

2-(4-Isopropylphenoxy)acetohydrazid (44) wurde via AAV3 dargestellt.
Ansatzgrofie: 11.4 mmol.

Reaktionszeit: 5.0 h.

Ausbeute: 2.013 g, 9.67 mmol, 85%.

Erscheinungsbild: gldnzende, weille Pléttchen.

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) §=9.28 (1H, NH), 7.15-7.13 (m, 2H,
Ha:3&HAr5), 6.88-6.86 (m, 2H, Ha2&Har6), 4.44 (s, 2H, CH2), 4.31
(br, 2H, NH2), 2.88-2.77 (m, 1H, CH(CHs)), 1.17-1.16 (d, 6H,
CH(CHs)2, °J = 6.9 Hz).

13C NMR (101 MHz, DMSO-D6) & = 166.8 (C=0), 155.9 (Carl), 141.0 (Caid),
127.1 (2C, Ca3&Cas5), 114.5 (2C, Ca2&Casb), 66.3 (CH), 32.6
(CH), 24.14 (2C, CH(CHa)2).

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir CiiHi7N202 [M+H]": 209.1285;
gefunden: 209.1290.

Schl-31-C046 N-(4-Isopropylphenyl)-N-methylglycinohydrazid (80)
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I Q 1 Q
N N N AL NH,
MeOH
80 84

MW221,30 MW221,30

Methyl-N-(4-isopropylphenyl)-N-methylglycinat 4.7mmol 1.04g 10eq -
(80) [M221.3]
Hydrazinhydrat 70% [M50.10; p = 1.02] 9.4 mmol 470mg 2.0eq 0.65mL

N-(4-1sopropylphenyl)-N-methylglycinohydrazid (84) wurde nach AAV3 hergestellt.

Ansatzgrofie: 4.7 mmol.
Reaktionszeit: 6.0 h.
Ausbeute: 811 mg, 3.7 mmol, 78%.

Erscheinungsbild: weiler FS.

'"H NMR (400 MHz, DMSO-D6) §=9.04 (s, 1H, NH), 7.03-7.00 (m, 2H,
Ha:3&Har5), 6.58-6.55 (m, 2H, Ha:2&Hac6), 4.19 (2H, NHz2), 3.84 (s,
2H, CH2), 2.95 (s, 3H,CH3), 2.81-2.71 (m, 1H, CH(CH3),), 1.14 (d, 6H,
CH(CHs)2, °J = 6.9 Hz).

13C NMR (101 MHz, DMSO-D6) & = 169.6 (C=0), 147.9 (Carl), 136.6 (Caid),
127.1 (2C, Ca3&Cas5), 112.6 (2C, Car2&Cas6), 55.1 (CHa), 32.9
(CH(CHs)2), 24.8 (2C, CH(CHs)2).

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C12H20N3O [M+H]": 222.1601; gefunden: 222.1593.

Schl-31-C055 4-((2-Hydrazino-2-oxoethyl)amino)phenylsulfonsdure (81)
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N\)J\O/ N2H4 N\)LN¢NH2
\ —» Q H
S MeOH ,\\S

Q
o \OH 82 HO \\O 85
MW245,25 MW?245,25
4-((2-methoxy-2- 32mmol 780mg 1.0eq -
oxoethyl)amino)benzenesulfonsdure (82) [M245.3]
Hydrazinhydrat 70% [M50.1; p = 1.02] 6.4 mmol 319mg 2.0eq 0.43 mL

4-((2-Hydrazino-2-oxoethyl)amino)phenylsulfonsdure (85) wurde nach AAV3 hergestellt.
Ansatzgrofle: 3.2 mmol.

Reaktionszeit: 30 Min.

Ausbeute: 406 mg, 1.66 mmol, 52%.

Erscheinungsbild: weiler FS.

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) & =9.06 (s, 1H, NHNH), 7.34-7.30 (m, 2H,
Ha3&HAS), 6.47-6.43 (m, 2H, Ha2&Ha6), 597 (t, 1H, NH,
3J=6.2 Hz), 4.35 (br, 2H, NHNH2), 3.63 (d, 2H, CH2, 3J = 6.2 Hz)).

13C NMR (101 MHz, DMSO-D6) & = 169.3 (C=0), 148.5 (Carl), 136.7 (Caid),
126.6 (2C, CAr3&Cas5), 110.8 (Ca2&Casb), 45.2 (CHy).

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir CsHioN304S [M-H]™ 244.0398; gefunden: 244.0388.

Schl-31-C051 p-Nitrophenylsulfonsdurehydrazid (50)

H
_Cl Q
8] NoHq S, NH,
© MeOH ©/ O Ha
O,N O,N
86 53
MW221 61 MW253,66

p-Nitrophenylsulfonylchlorid (86) [M221.61] 20.0 mmol 4.432¢g 1.0eq -

Hydrazinhydrat 70-80% [M50.10; p=1.02]  100.0 mmol 2.505g 5.0eq 3.44mL
p-Nitrophenylsulfonylchlorid (86, 20.0 mmol, 4.432 g, 1.0 eq) wurde in MeOH gelost. Es
wurden 1.77 mL Hydrazinhydrat (50.0 mmol, 2.5 eq) zugegeben und das Reaktionsgemisch
iiber Nacht bei RT geriihrt. Am ndchsten Morgen wurden weitere 1.77 mL Hydazinhydrat
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(50.0 mmol, 2.5 eq) zugegeben und das Gemisch fiir 2 h gekocht, abkiihlen gelassen und iiber
Nacht im KS auskristallisiert. Der beige-braune FS wurde abfiltriert und aus MeOH
umkristallisiert. 680 mg (2.68 mmol, 13%) des p-Nitrophenylsulfonylhydrazidhydrochorides

wurden erhalten.

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) & = 8.21-8.19 (m, 2H, Ha3&HA:5), 7.85-7.74
(m, 2H, Ha2&H6), 7.26 (br, 4H, NHNH3").

13C NMR (101 MHz, DMSO-D6) & = 154.1 (Cad), 147.3 (Cal), 127.0 (2C,
CA3&Car5), 123.4 (Ca2&Cab).

MS (ESI) CsHeN204S-": 202.05 (100%), CsHgN202: 171.70.

AAV4: Herstellung der Diacylsemicarbazide

Das entsprechende Carbonsdureamid (1.0 eq) wurde unter Argon in wasserfreiem Toluol gelost
und mit Oxalylchlorid (1.4-2.3 eq) versetzt und fiir 4-16 h bei 110°C gekocht. Das Toluol
wurde am Rotationsverdampfer entfernt. Die reaktive Zwischenstufe wurde wieder in Toluol
aufgenommen, TEA (1.0-4.0 eq) vorsichtig zugegeben und anschlieBend das entsprechende
Hydrazid (1.0 eq). Dann wurde das Reaktionsgemisch vorsichtig mit wenig DMF versetzt und
weitere 2-4 h refluxiert. Die noch reaktiven Elektrophile wurden durch Zugabe von wenig
H2Ogdemin. aus der Reaktion entfernt, das LM durch den Rotationsverdampfer weitestgehend
evaporiert und in den Riickstand so lange H2Odemin. gegeben bis ein FS ausfiel. Dieser wurde
ggf. im Ultraschallbad zu kleineren Konglomeraten zerkleinert. Er wurde abgesaugt und aus

EtOH umkristallisiert.®*
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Schl-31-C006 N-[((4-Hydroxybenzoyl)amino)carbamoyl]benzamid (63)

o 1. Oxalylchlorid OH
2. 4-Hydroxybenzhydrazid Q QY
> JL ¢N
NH, N™ N
1. Toluol H H
2. TEA, DMF ©
72 63
MW121,14 MW299,29

N-[((4-Hydroxybenzoyl)amino)carbamoyl]benzamid (63) wurde nach AAV4 dargestellt.

4-Hydroxybenzhydrazid [M152.15] 2.0 mmol 304mg 1.0eq -
Benzamid (72) [M120.14] 2.5mmol 304mg 1.25eq -
Oxalylchlorid [M126.93; p=1.48] 4.6mmol 584mg 23eq 0.39mL
TEA [M101.19; p =0.73] 8.0mmol 101 mg 4.0eq 0.56 mL

Ansatzgrofie: 2.0 mmol.
Schritt 1
Reaktionszeit: 2 h.

Schritt 2
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Reaktionszeit: 4 h.

Ausbeute: 180 mg, 0.60 mmol, 30%.

Erscheinungsbild: weiler FS.

TH NMR

3C NMR

IR

HRMS (ESI):

SmP:

(400 MHz, DMSO-D6) 5 = 11.04 (s, 1H, NH), 10.36 (s, 1H, OH), 10.09
(s, 2H, NHNH), 8.02-8.00 (m, 2H, Hphenyi2&Hpheny16), 7.80-7.77 (m,
2H, Huydroxybenzoy12 &HHydroxybenzoy16), 7.65 (t, IH, H4phenyl, °J = 7.2 Hz),
7.54 (t, 2H, Hphenyl 3&Hphenyt 5, J=7.6 Hz) , 6.86-6.83 (m, 2H,
Hiydroxybenzoyl 3&HHydroxybenzoyl 3; JF = 8.6 Hz).

(101  MHz, DMSO-D6) &=168.1 (CerC(ON), 1652
(NHNHC(O)Chyroxgbenzoyl), ~ 160.8  (HNC(O)NHNH),  153.9
(CHydroxybenzoylOH),  133.1  (Cppel), 132.2 (Cpne4), 129.6 (2C,
Chiydroxybenzoyl3 & CHydroxybenzoy1d), 128.6 (2C, Cpre3&Crie5), 128.3 (2C,
Cpne2&Cpheb) 122.8 (NHNHC(O)Cay), 115.0 (2C,

CHydroxybenzoy12&CHydroxybenzoyl6) .

(rein) ¥ = 3373 (w), 1683(s), 1646 (m), 1611 (m), 1581 (m), 1504 (m),
1376 (w),1281 (m), 1265 (m), 1173 (m), 892 (w), 854 (m), 761 (m),
703 (s), 665 (m), 643 (m), 618 (m), 535 (m), 511 (m), 416 (m).

m/z berechnet fiir CisH1aN304" [M+H]": 300.0979;
gefunden: 300.0968.

m/z berechnet fiir C1sH13N304Na” [M+Na]": 322.0794;
gefunden: 322.0794.

270 °C unter Gasbildung.
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Schl-31-C011 N-(((3,5-Dihydroxybenzoyl)amino)carbamoyl)-4-nitrobenzamid (61)

(@) 1. Oxalylchlorid

2. 3, 5-Dihydroxybenzhydrazid
NH, >
1. Toluol
O,N 2. TEA, DMF
73
MW166,14
3,5-Dihydroxybenzhydrazid [M168.15] 2.0 mmol
4-Nitrobenzamid (69) [M166.14] 2.0 mmol
Oxalylchlorid [M126.93; p = 1.48] 4.6 mmol
TEA [M101.19; p =0.73] 2.0 mmol

O,N

336 mg
332 mg
584 mg
364 mg

1.0 eq
1.0 eq
2.3 ¢eq
3.6eq

N-(((3,5-Dihydroxybenzoyl)amino)carbamoyl)-4-nitrobenzamid (65)

dargestellt.
Schritt 1
Reaktionszeit: 2 h.
Schritt 2
Reaktionszeit: 3 h.

Ausbeute: 300 mg, 0.83 mmol, 42%.
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Erscheinungsbild: gelb-beiger FS.

TH NMR

3C NMR

IR

HRMS (ESI):

SmP:

(400 MHz, DMSO-D6) & = 11.35 (s, 1H, NHC(O)NHNH), 10.41 (s,
1H, NHC(O)NHNH), 9.96 (s, 1H, C(O)NHC(O)), 9.55 (2H, s, Ca:OH,
Ca:OH) 8.35-8.33 (m, 2H, HNitrobenzoy13&HNitrobenzoy15), 8.21-8.19 (m,
2H, Hnitrobenzoy12 & HNitrobenzoy16) 6.74 (s, 2H,

HDihydroxybenzoy12&HDihydroxybenzoyl6) 6.41 (S, lH, HDihydroxybenzoyl4)-

(101 MHz, DMSO-D6) &=166.7 (CaC(ONHC(O)), 165.9
(NHNHC(O)Car), 158.4 (2C, Chpihydroxybenzoyl3 &Cpihydroxybenzoyld), 153.2
(NHC(O)NHNH), 149.9 (CANO»), 138.0 (Cuiwobenzoytl), 134.3
(Cbihydroxybenzoyl1), 129.9 (2C, Chitrobenzoy12& Chitrobenzoy16), 123.6 (2C,
Chitrobenzoyl3 & Chitrobenzoyld),  105.8  (Cbihydroxybenzoyi4), 105.8  (2C,

CDihydroxybenzoy12&CDihydroxybenzoyl6) .

(rein) ¥ = 3438 (w), 3332 (w), 3236 (w), 3159 (w), 1708 (m), 1692 (s),
1650 (w), 1602 (m), 1546 (m), 1513 (m), 1462 (m), 1339 (m), 1285
(m), 1249 (s), 1167 (s), 1118 (m), 1007 (m), 888 (m), 854 (m), 821 (m),
769 (m), 751 (m), 715 (m), 682 (m), 627 (m), 526 (m), 465 ().

m/z berechnet fiir:  CisHisNsO7" [M+H]": 361.0779; gefunden:
361.0769.

258 °C.
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Schl-31-C011 N-(((3,5-Dihydroxybenzoyl)amino)carbamoyl)-4-methoxybenzamid (66)

OH
NH, 1. Oxalylchlorid
2. 3, 5-Dihydroxybenzhydrazid O O H
0 > JU N
~ 1. Toluol N~ °N° OH
O 2. TEA, DMF ~ H H o)
74 O 66

MW151,17 MW345,31
3,5-Dihydroxybenzhydrazid [M168.15] 0.66 mmol 112mg 1.0eq -
4-Methoxybenzamid (74) [M166.14] 0.66 mmol 100mg 1.0eq -

Oxalylchlorid [M126.93; p = 1.48] 1.5mmol 190mg 23eq 0.13mL

TEA [M101.19; p =0.73] 2.0mmol 364mg 3.6eq 0.5mL

N-(((3,5-Dihydroxybenzoyl)amino)carbamoyl)-4-methoxybenzamid (66) wurde nach AAV4
dargestellt.

Schritt 1

Reaktionszeit: 16 h.

Schritt 2

Reaktionszeit: 4 h.

Ausbeute: 50 mg, 0.14 mmol, 22%.

Erscheinungsbild: gelb-beiger FS.
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'TH NMR

3C NMR

IR

HRMS (ESI):

SmP:

Dritter Teil: Beitrage zur Findung von Hemmstoffen der RNase P

(400 MHz, DMSO-D6) & = 10.86 (s, 1H, C(O)NHNHC(O)), 10.36 (s,
1H, C(O)NHNHC(0)), 10.12 (s, 1H, C(O)NHC(O)), 9.53 (s, 2H,
CarOH, Ca/OH), 8.04-8.02 (m, 2H, HwMethoxybenzoyl2 &HMethoxybenzoyl6),
7.07-7.05 (m, 2H, Hwmethoxybenzoyl3&HMethoxybenzoyd), 6.74 (s, 2H,
Hinydroxybenzoyl2 & Hpihydroxybenzoy16), 6.40 (s, 1H, Hpinyroxybenzoyt4), 3.85
(s, 3H, OCH3).

(101 MHz, DMSO-D6) &=167.3 (CaC(O)NHC(O)), 165.9
(NHNHC(0)Cav), 163.1 (CMethoxybenzoyi 1), 1584  (2C,
Cbinydroxybenzoyl3 & Chihydroxybenzoy1d),  154.0  (HNC(O)N:2H2), 134.3
(Chbihydroxybenzoyl1), 130.6 (2C, Chwmethoxybenzoyl2&ChMehoxybenzoy16), 124.1
(Cbihydroxybenzoyi4), 114.0 (2C, CwMethoxybenzoyl3&ChMehoxybenzoy1d), 105.8
(MeO)Car), 105.8 (2C, Cbihydroxybenzoyl2& Cpihydroxybenzoyl6), 55.6
(OCH3).

(neat) ¥ = 3267 (w), 1706 (m), 1649 (m), 1595 (s), 1468 (s), 1438 (s),
1365 (m), 1305 (m), 1283 (s), 1265 (s), 1183 (s), 1171 (s), 1011 (m),
900 (m), 841 (s), 764 (s), 745 (m), 718 (m), 692 (m), 671 (s), 637 (m),
615 (s), 508 (m), 469 (m), 414 (m).

m/z berechnet  fiir CigHi6N30s" [M+H]": 346.1034, gefunden:
346.1026.

m/z berechnet fiir CisHisN3O¢Na" [M+Na]":368.0853, gefunden:
368.0855.

267 °C unter Zersetzung
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NL20/ Schl-31-C037 N-((((4-Isopropylphenoxy)acetyl)amino)carbamoyl)furan-2-carbamid
31

1. Oxalylchlorid
0) NH, 2. 2-(4-Isopropylphenoxy)acetohydrazid (44)
L
@]

- A O
O N
1. Toluol N N O
Sy
31

2. TEA, DMF
46
MW111,10
MW345,36
2 (4-Isopropylphenoxy)acetohydrazid (44) 2.0mmol 417mg 1.0eq -
[M208.26]
Furan-2-carboxamid (46) [M111.1] 2.0mmol 222mg 1.0eq -
Oxalylchlorid [M126.93; p = 1.48] 7.2 mmol 457mg 3.6eq 0.62mL
TEA [M101.19; p =0.73] 8.0 mmol 405mg 4.0eq 1.1mL

N-((((4-Isopropylphenoxy)acetyl)amino)carbamoyl)furan-2-carbamid (31) wurde nach AAV4
dargestellt.

Schritt 1
Reaktionszeit: 5 h.
Schritt 2

Reaktionszeit: 2.5 h.
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Ausbeute: 560 mg, 1.62 mmol, 81%.

Erscheinungsbild: weil3-gldnzende Pléttchen.

'TH NMR

3C NMR

IR

HRMS (ESI):

SmP:

(400 MHz, DMSO-D6) &= 10.89 (br, 1H, C(O)NHNHC(0O)), 10.33
(br, 1H, C(O)NHNHC(0)), 9.81 (s, 1H, C(O)NHC(O)), 8.02 (s, 1H,
Hruy5),7.68-7.67 (m, 1H, Hruy3), 7.17-7.15 (m, 2H,
Hisopropylphenol0 &Hisopropylphenol0), 6.95-6.91 (m, 2H,
Hisopropylphenol3&Hisopropylphenotd), 6.73-6.72 (m, 1H, Hruryi4), 4.59 (s, 2H,
OCH2), 2.87-2.80 (m, 1H, CH(CHj)2), 1.18-1.16 (m, 6H, CH(CHs)2).

(101 MHz, DMSO-D6) &=1669 (OCH,C(O)NHNH),
157.8(CA/C(O)NHC), 155.8 (Cisopropylphenoil), 152.9 (HNC(O)NHNH),
147.9 (Cruyi2), 145.1 (Cruryi5), 141.2 (Cisopropylphenoid), 127.1 (2C,
Cisopropylphenol3 & Crsopropylphenotd),  117.7  (Cruyi3), 114.6  (2C,
Cisopropylphenol2 & Cisopropylphenol6), 112.4 (Cruryi4), 66.1 (CH20), 32.6
(CH(CHs)»), 24.05 (2C, CH(CHs)n).

(rein) ¥ = 3385 (w), 3158 (w), 2952 (w), 1733 (m), 1703 (m), 1670 (m),
1607 (w), 1587 (w), 1504 (s), 1454 (m), 1381 (m), 1359 (m), 1282 (m),
1233 (m), 1110 (m), 1045 (m), 1023 (m)930 (m), 864 (m), 844 (m), 805
(m), 770 (s), 750 (5), 689 (s), 562 (s), 544 (s), 523 (5), 461 (m), 426 (m).

m/z berechnet fiir C17H20N305" [M+H]": 346.1397;
gefunden: 346.1393.

m/z berechnet fiir C17H19N30sNa* [M+Na]": 368.1217;
gefunden: 368.1216.

183 °C.
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Schl-31-C045 N-(((Phenylsulfonyl)amino)carbamoyl)furan-2-carbamid (60)

1. Oxalylchlorid

o O
mNHZ 2. Benzensulfonylhydrazid (54)» <DJ)LN JLN’H‘é'O
7 N 1. Toluol \ ! H H é'\©
64

2. TEA, DMF

MW111,10 MW309,30
Verbindung 64 wurde nach AAV4 dargestellt.

Benzensulfonylhydrazid (54) [M172.20] 3.0 mmol 517mg 1.0eq -

Furan-2-carbamid (46) [M111.1] 3.0mmol 333mg 1.0eq -

Oxalylchlorid [M126.93; p = 1.48] 54mmol 685mg 1.8eq 0.46mL

TEA [M101.19; p = 0.73] 6.0 mmol 607mg 2.0eq 0.83mL
Schritt 1

Reaktionszeit: 4.5 h.

Schritt 2

Reaktionszeit: 6 h.

Ausbeute: 134 mg, 0.43 mmol, 14%.
Erscheinungsbild: weiller watteartiger FS.

H NMR (400 MHz, DMSO-D6) § = 10.82 (br, 1H, S(O,)NHNH), 9.98 (br, 1H,
S(02)NHNH), 9.73 (s, 1H, C(O)NHC(0)), 7.99 (m, 1H, Hrum5),
7.86-7.84 (m, 2H, (HPhenylsulfony12&HPhenylsulfonyl6), 7.69-7.67 (l’l’l, 1H

692



3C NMR

IR

HRMS (ESI):

SmP:

Dritter Teil: Beitrage zur Findung von Hemmstoffen der RNase P

HPhenylsulfonyl4), 7.63-7.59 (m, 3H, HFuryl3, HPhenylsulfonyl3&HPhenysulfonyls),
6.70'6.69 (1’1’1, lH, HFury]4).

(101 MHz, DMSO-D6) §=157.9 (CruyiC(O)NH), 152.8
(C(O)NHC(O)NHNH), 148.1 (Crumi2), 144.9 (Cruyi5), 138.3
(CPhenylsulfonyl 1 ), 133.4 (CPhenylsulfonyl4), 129.2

(CPhenylsulfonyl?)&CPhenylsulfonyls), 127.6 (CPhenylsulfony12&CPhenylsulfonyl6),
117.9 (Cruryi3), 112.56 (Cruryid).

(rein) ¥ = 3128 (w), 1690 (m), 1670 (s), 1584 (w), 1569 (w), 1483 (m),
1466 (m), 1425 (m), 1391 (m), 1346 (m), 1298 (m), 1251 (m), 1165 (s),
1119 (m), 1036 (m), 1016 (m), 988 (m), 943 (m)886 (m), 852 (m), 757
(s), 721 (m), 685 (m9; 608 (s), 578 (s), 532 (s), 480 (m), 458 (m), 417
(m).

m/z berechnet fuir C12H12N305S* [M+H]": 310.0492;
gefunden: 310.0497.

m/z berechnet fuir C12H11N3OsSNa* [M+Na]": 332.0312;
gefunden: 332.0311.

170-175 °C.
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AAVS5 Darstellung der Diacylsemithiocarbazide

1.0 eq Furan-2-carbonylchlorid wurde in Toluol (1 ml/mmol) gelost und 3mol% TBAB
hinzugegeben. Dann wurde KSCN (3.0 eq) als 33%ige wissrige Losung zugegeben und das
Zweiphasengemisch fiir 2 h bei RT intensiv geriihrt. Die organische Phase wurde abgetrennt
und 1.4 eq des entsprechenden Hydrazids wurden zugegeben. Dabei wurden bei Unloslichkeit
des Hydrazids einige mL DMF hinzugefiigt. Das Reaktionsgemisch wurde 1 h bis iiber Nacht
geriihrt. Ein entstehender FS wurde abgesaugt und aus EtOH umkristallisiert. Falls sich kein
Feststoff bildete wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt, in wenig DMF
aufgenommen, die Losung in Wasser gegossen und der FS abgesaugt. Der Riickstand wurde

aus EtOH umkristallisiert.
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RNPA2000 (26)
)
O

MW130,53

Dritter Teil: Beitrage zur Findung von Hemmstoffen der RNase P

1. KSCN
2. Hydrazid 44 O S H
e W
. Toluol/H,0; TBAB N~ N \n/\o
2. Toluol \ | H H §

26
MW361,42

Furan-2-carbonylchlorid (42) [M130.53, 1.7mmol 222mg 1.0eq 0.17 mL

p=132]

33% KSCNaq [M97.18] 52mmol 505mg 2.62eq 1.98mL

TBAB [M322.38]

0.03 mmol 10mg 3 mol% -

Hydrazid 44 [M208.23] 24mmol 500mg ldeq -

RNPA2000 (26) wurde nach AAVS hergestellt.

Schritt 1

Reaktionszeit 2 h.

Schritt 2

Reaktionszeit: 1 h.

Ausbeute: 580 mg, 1.61 mmol, 94%.

Erscheinungsbild: weille gldnzende Plattchen.

TH NMR

(500 MHz,DMSO-D6) 5 = 12.31 (br 1H, C(O)NHC(S)), 11.53 (s, 1H,
C(S)NHNH), 10.94 (s, 1H, C(S)NHNH), 8.05 (s, 1H, Hrumi5) ,
784783  (m, 1H, Hgumy3d), 7.17-7.16  (m, 2H,
Hisopropylphenol3&Hisopropylphenol ), 6.93-6.92 (m, 2H,
Hisopropylphenol2 &Hisopropylphenol6), 6.75-6.74 (m, 1H, Hruryi4), 4.68 (s, 2H,
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3C NMR

Dritter Teil: Beitrage zur Findung von Hemmstoffen der RNase P

CH:0), 2.85-2.80 (m, 1H. CH(CH3)), 1.18-1.16 (d, 6H, CH(CHa)a,
5] =6.9 Hz).

(126 MHz, DMSO-D6) &=177.8 (C=S), 165.2 (CH,C(O)NHNH),
157.3 (CrustCO)N), 155.8 (CH20Clsopropyipheno), 148.5 (Cruryi2), 144.4
(Crury1d), 141.2  (Cisopropyiphenot4), 127.1  (2C,  Cisopropylphenol3&
Cisopropylphenotd),  118.7  (Cruryi3), 114.6  (2C,  Cisopropylphenol2&
Cisopropylphenol6), 112.6 (Cruryi4), 65.8 (OCH2), 32.6 (CH2(CHa)2), 24.0
(2C, CH2(CHs3)2).

Die NMR-Daten entsprechen denen von LOUNSBURY verdffentlichten Daten.>!

IR

HRMS (ESI):

SmP:

(rein) ¥ = 3295 (w), 3167 (w), 3128 (), 3034 (w), 2958 (w), 2864 (W),
1681 (m), 1668 (m), 1610 (w), 1562 (m), 1536 (m), 1512 (m), 1458 (s),
1434 (s), 1390 (m), 1376 (m), 1283 (m), 1236 (s), 1214 (s), 1166 (),
1095 (s(, 183 (m), 1069 (m, 1056 (m), 1026 (m), 975 (m)937 (m), 894
(m), 886 (m), 841 (m), 828 (s), 813 (m), 756 (s), 738 (s), 635 (s), 590
(s), 562 (s), 503 (s), 42 (m).

m/z berechnet fiir C17H20N304S* [M+H]": 362.1169;
gefunden: 362.1165.

m/z berechnet fiir C17H19N304SNa”* [M+Na]": 384.0988;
gefunden: 384.0984.

181 °C.
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Schl-31-C041 N-((((4-Isopropylphenoxy)acetyl)amino)thiocarbamoyl)furan-2-carbamid (55)

1. KSCN
[O)_{I 2. Hydrazid - 0 JSL H
/ 0 N
1. Toluol/H,O; TBAB ‘
0] uol/Hy <\J)L N \n/\N

N
2. Toluol H H o) H
42 55
MW130,53 MW360,43

Furan-2-carbonylchlorid (42) 0.72mmol 93mg 1.0eq 0.07mL
[M130.53, p =1.32]

33% KSCNaq [M97.18] 217mmol 211mg 3.0eq 0.64 mL
TBAB [M322.38] 0.02mmol 6.9mg 3 mol% -

RE11 [M207.28] 1.0mmol 207mg 1l4eq -

N-((((4-Isopropylphenoxy)acetyl)amino)thiocarbamoyl)furan-2-carbamid (55) wurde nach
AAVS5 dargestellt.

Schritt 1

Reaktionszeit 2 h.

Schritt 2

Reaktionszeit: 1 h.

Ausbeute: 175 mg, 0.49 mmol, 67%.
Erscheinungsbild: weiller flockiger FS.

Das anilinische Proton kann stabile WBB mit der benachtbarten Carboxylgruppe des Glycinats
ausbilden. Dadurch kommt es zu einer Art Pseudo-Chiralitit und somit zu doppelten Signalen
der Isopropylgruppe, so zeigt das !°C-Spektrum ebenfalls an den betroffenen

Kohlenstoffatomen dieser Regionen einen doppelten Signalsatz.
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TH NMR

3C NMR

IR

HRMS (ESI):

SmP:

Dritter Teil: Beitrage zur Findung von Hemmstoffen der RNase P

(400 MHz, DMSO-D6) § = 12.45 (br, 1H, C(O)NHC(S)), 11.51&11.12
(s, 1H, C(S)NHNHC(O)), 10.82&10.62 (s, 1H, C(S)NHNHC(O)), 8.05
(s, 1H, Hruyi5) , 7.83-7.80 (m, 1H, Hruy3), 7.32-7.29 (m, 1H,
Hisopropylanitin3), 7.22-7.20 (m, 1H, Hisopropylanilin3), 6.98-6.96 (m, 1H,
Hisopropytanitin2), 6.73 (s, 1H, Hisopropylanitin6), 6.57-6.55 (m, 1H, Hruryi4),
4.98 (s, 1H, NCH;Hp), 3.84 (s, 1H, NCHaHy), 2.84&2.73 (m, 1H,
CH(CHs)y), 1.14-1.13&1.14-1.12 (d, 6H, CH(CHz)2,>J = 5.5 Hz).

(101 MHz, DMSO-D6) 5=1762 (CS), 167.8 (OCNN), 157.5
(OCFuran), 148.6 (C2rury1), 146.2&145.9 (Clanilin), 144.4 (Cdrury),
136.6 (C4anilin), 126.6&126.1 (2C, C3anitin&C5anitin), 118.8 (C3Fury1),
116.34 (Crury), 112.7&112.5(2C, C2anitin& Chniin), 45.4 (NCH2CO),
32.9&32.5 (CH(CHs)), 24.3&23.7 (2C, CH(CHs)2).

(rein) ¥ = 3414 (w9, 3352 (w), 3302 (W), 3325 (W), 317 (W), 2955 (W),
1716 (w), 1683 (m), 1584 (m), 1519 (s), 1505 (m), 1465 (s), 1409 (m),
1380 (m), 1360 (m), 1312 (m), 1270 (m), 1232 (m), 1216 (m), 1186
(m), 1155 (m), 1105 (m), 1096 (m), 1079 (m), 1062 (m), 1012 (m),
985 (m), 967 (W), 933 (w), 883 (m), 856 (m), 832 (), 812 (m), 765 (),
741 (m), 709 (m), 628 (m), 590 (s), 542 (m), 504 (m), 465 (m), 404 (m).

m/z berechnet fiir C17H21N4O3S* [M+H]": 361.1329;
gefunden: 361.1327.

153-160 °C.
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Schl-31-C049 N-((((4-1Isopropyl-N-methylanilino)acetyl)amino)thiocarbamoyl)furan-2-
carbamid (56)

1. KSCN
EO)—{:I 2. Hydrazid (84) O S H
| > N
. O -N
O 1. Toluol/H,O; TBAB N N N
i dLH T

2. Toluol \ | H

@)
42 56
MW130,53 MW374,46

Furan-2-carbonylchlorid (42) 2.0mmol 260mg 1.0eq 0.2mL
[M130.53, p =1.32]
33% KSCNaq [M97.18] 6.0 mmol 583 mg 3.0eq 1.77mL
TBAB [M322.38] 0.06 mmol 19mg 3 mol% -
Hydrazid 84 [M221.3] 1.0mmol 620mg 1l4eq -

Verbindung 56 wurde nach AAVS dargestellt.
Schritt 1

Reaktionszeit 2 h.

Schritt 2

Reaktionszeit: iiber Nacht.

Es entstand kein NS. Daraus folgten folgende Arbeitsschritte: Entfernung des LM,
Wiederaufnahme des Riickstands in wenig DMF, Ausfallung in Wasser und Umkristallisation

aus EtOH.
Ausbeute: 332 mg, 0.89 mmol, 44%.

Erscheinungsbild: weille nadelige Kristalle.
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'TH NMR

3C NMR

IR

HRMS (ESI):

SmP:

Dritter Teil: Beitrage zur Findung von Hemmstoffen der RNase P

(400 MHz, DMSO-D6) 8 = 12.37 (s, 1H; C(O)NHC(S)), 11.50 (s, 1H,
C(S)NHNHC(0)), 10.87 (s, 1H, C(S)NHNHC(0)), 8.05-8.04 (m, 1H,
Hruy3), 7.83-7.82 (m, 1H, HpauyS), 7.05-7.03 (m, 2H,
Hisopropylanilin3 & Hisopropylanilind), 6.74-6.73 (m, 1H, Hpuyi4), 6.68-6.66
(m, 2H, Hisopropylanitin2 &Hisopropylanitin6), 4.09 (s, 2H, NCH2C(0)), 2.99
(s, 3H, NCH3), 2.82-2.71 (m, 1H, CH(CHs)), 1.16-1.14 (m, 6H,
CH(CHa)2).

(101 MHz, DMSO-D6) & = 176.9 (C(S)), 167.4 (C(O)NHNH), 157.3
(CruyiC(0O)), 148.4 (Cisopropylanilinl), 147.3 (Cruryi2), 144.4 (Crury1d),
136.5 (Cisopropylanitin4) , 126.6 (2C, Cisopropylanilin3 &Clisopropylanilind), 118.7
(Crury13), 112.6 (Cruryi4), 112.4 (2C, Cisopropylanilin2 & Cisopropylanilin6), 53.9
(NCH:C(0)), 39.5 (NCHs), 32.34 (CHx(CHs)), 24.16 (2C,
CH»(CHz)y).

(rein) ¥ = 3287 (w), 3189 (w), 312 (w), 3124 (w), 3089 (W), 2955 (W),
2917 (w), 2864 (w), 2175 (w), 1676 (s), 1611 (w), 1582 (w), 1561 (w),
1519 (s), 1460 (s), 1440 (s), 1410 (s), 1394 (s), 1360 (s). 1323 (m),
1247 (s), 1198 (s), 1168 (m), 1115 (m), 1085 (s), 1036 (m), 1017 (m),
1001 (m), 960 (w), 932 (s), 884 (m), 855 (m), 822 (s), 771 (), 752 (5),
729 (m), 699 (m), 623 (s), 595 (s), 560 (s), 542 (s), 520 (s), 504 (s),
480 (m), 558 (m), 435 (s), 415 (s).

m/z berechnet fiir Ci1sH23N304S* [M+H]": 375.1485;
gefunden: 375.1495,

182 °C.
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Schl-31-C047 N-(((Phenylsulfonyl)amino)thiocarbamoyl)furan-2-carbamid (49)

1. KSCN
o gl 2. Hydrazid 54 Q% Ho
m > 0 NJLN,N\:S',
O 1. Toluol/H,0; TBAB A 8 N &
2. Toluol o

" 49
MW130,53 MW325,36

Furan-2-carbonylchlorid (42) [M130.53, 3.0mmol 390mg 1.0eq 0.29 mL

p=1.32]

33% KSCNaq [M97.18] 9.0mmol 875mg 3.0eq 2.92mL
TBAB [M322.38] 0.27 mmol 87mg 3 mol% -
Benzensulfonylhydrazid (54) [M172.20] 42mmol 723mg l4deq -

Verbindung 49 wurde nach AAVS dargestellt.
Schritt 1

Reaktionszeit 2 h.

Schritt 2

Reaktionszeit: iiber Nacht.

LM: Tol + 2 mL DMF

Ausbeute: 835 mg, 2.57 mmol, 86%.

Erscheinungsbild: weille nadelformige Kristalle.
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'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) &= 11.86 (s, 1H, CA:C(O)NH), 11.40 (s, 1H.
C(S)NHNH), 10.25 (s, 1H, C(S)NHNH), 8.04-8.03 (m, 1H, Hruryi3),
7.88-7.86 (m, 2H, Hpne2&Hpnc6), 7.78-7.77 (m, 1H, HeuryiS), 7.72-7.69
(m, 1H, Hpned), 7.63-7.59 (m, 2H, Hpne3&Hphe5), 6.73-6.71 (m, 1H,
Heuryi4).

13C NMR (101 MHz, DMSO-D6) 8 = 181.1 (C(S)), 157.1 (C(O)), 148.6 (Crumi2),
1444 (Cruyi5), 138.0 (Crned), 133.7 (0:SCa), 1294 (2C,
Crre3&Crhe5), 127.8 (2C, Cpne2&Crheb), 118.9 (Cruryi3), 112.7
(Cruryd).

IR (rein) ¥ = 3279 (w), 3206 (w), 3168 (w), 3150 (w), 3123 (w), 1682 (m),
1580 (m), 1510 (m), 1466 (m), 1449 (m), 1405 (m), 1382 (w), 1340 (m),
1307 (w), 1298 (w), 1274 (w), 1230 (m), 1193 (m), 1173 (s), 1089 (m),
1066 (m), 1009 (m), 999 (m), 931 (w), 883 (m), 862 (m), 770 (m),
758 (s), 745 (s), 729 (s), 684 (s), 628 (s), 613 (s), 613 (), 595 (5),
565 (s), 553 (), 512 (s), 479 (m), 437 (s).

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C12H12N304S," [M+H]": 326.0264;
gefunden: 326.0269.

m/z berechnet fiir C12H11N304S:Na* [M+Na]": 348.0083;
gefunden: 348.0088.

SmP: 154 °C.
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Schl-31-C053 N-(((4-Nitrophenylsulfonyl)amino)thiocarbamoyl)furan-2-carbamid (51)

1. KSCN
0] Cl 2. Hydrazid 53
o -
O 1. Toluol/H,O; TBAB
2. Toluol
42

MW130,53
Furan-2-carbonylchlorid  (42) [M130.53,
p=132]
33% KSCNaq [M97.18]
TBAB [M322.38]
4-Nitrophenylsulthydrazid HCI (53)

[M253.66]

Verbindung 51 wurde nach AAVS5 hergestellt.
Schritt 1

Reaktionszeit 2 h.

Schritt 2

Reaktionszeit: iiber Nacht.

LM: Tol + DMF

Ausbeute: 177 mg, 0.48 mmol, 24%.

Erscheinungsbild: weiler FS.
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240 mmol 608 mg 1.2eq -



Dritter Teil: Beitrage zur Findung von Hemmstoffen der RNase P

TH-NMR

IR

HRMS (ESI):

(400 MHz, DMSO-D6) & = 12.69 (s, 2H, C(S)N2Ha), 8.25-8.23 (m, 1H,
HFury]3), 8.03 (S, 2H, HNitrophenyl3&HNitrophenylS), 7.81'7.79 (1’1’1, lH,
HFuryls), 7.68-7.67 (1’1’1, 2H, HNitropheny12&HNitrophenyl6), 6.76-6.75 (1’1’1, IH,

HNitrophenyl4) .

(rein) ¥ = 3129 (w), 3095 (W), 2149 (w), 1678 (m), 1654 (m), 1590 (m),
1572 (m), 1524 (m), 1478 (m), 1436 (m), 1384 (m), 1319 (s), 1273 (m),
1253 (w), 1231 (m), 1171 (m), 1112 (m), 1090 (m), 1037 (m), 1020
(m), 949 (m), 890 (m), 883 (m), 870 (m), 847 (m), 822 (m), 796 (m),
769 (s), 721 (m), 662 (m), 651 (m), 632 (m), 611 (m), 593 (m), 540 (m),
529 (m), 515 (m), 473 (m), 449 (m), 415 (m), 403 (m).

Fragment: m/z berechnet fiir CsH7N4OsS,-: 302.9858; gefunden: 303.24
(100%).
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Schl-31-C052 N-((Isonicotinoylamino)thiocarbnyl)furan-2-carbamid (50)

1. KSCN

o Cl 2. Hydrazid 52 Q JSL H [N
w > OSSN NIYR
O 1. Toluol/H,O; TBAB \ | H H
2. Toluol o
42 50
MW130,53 MW290,30

Furan-2-carbonylchlorid (42) [M130.53, 2.0mmol 260mg 1.0eq 0.20mL
p=1.32]

33% KSCNaq [M97.18] 6.0 mmol 583 mg 3.0eq 1.77mL
TBAB [M322.38] 0.06 mmol 19mg 3 mol% -
Isonicotinsdurehydrazid (52) [M137.14] 2.6 mmol 356mg 13eq -

Verbindung 50 wurde nach AAVS5 dargestellt.
Schritt 1

Reaktionszeit 2 h.

Schritt 2

Reaktionszeit: iiber Nacht.

LM: Tol + DMF (bis sich INH I6st).
Ausbeute: 201 mg, 0.69 mmol, 35%.
Erscheinungsbild: weiler FS.

'H NMR (400 MHz, DMSO-D6) & = 12.12 (br, 1H, C(O)NHC), 11.61 (s, 1H,
C(S)NHNH), 8.97-8.95 (m, 2H, Hp,3&Hp5), 8.12-8.08 (m, 3H,
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Hp,2&Hpy6, Hruyi3), 7.87-7.82 (m, 1H, HruyiS), 6.81-6.76 (m, 1H
HFury]4).

13C NMR (101 MHz, DMSO-D6) & = 180.8 (C(S)), 162.1 (C(O)Py)), 157.0 (2C,
Cry3&Cpy5), 148.6 (C(O)Furyl), 146.9 (Cpyl), 144.5 (Crumi5), 143.0
(Cruryi2), 123.30 (2C, Cpy2&Cpy6), 118.9 (Cruryi3), 112.7 (Cruryid).

IR (rein) ¥ = 3341 (w), 3195 (w), 3093 (m), 2991 (w), 2578 (w), 2513 (w),
2428 (w), 2359 (W), 2329 (w), 2257 (W), 2243 (w), 2098 (w), 1989 (w),
1672 (s), 1633 (m), 1611 (w), 1596 (m),1584 (m), 1532 (s), 1466 (s),
1410 (m), 1385 (m), 1310 (s), 1282 (m), 1259 (m), 1249 (m), 1197 (m),
1172 (m), 1117 (m), 1082 (s), 1048 (m), 1024 (m), 1006 (m), 945 (s),
919 (w), 885 (m), 860 (m), 821 (s), 785 (s), 772 (s), 744 (m), 697 (s),
673 (m), 661 (m ), 632 (s), 608 (s), 585 (s), 525 (s), 507 (s), 434 (m),
422 (m), 410 (m).

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir Ci2H11N4O3S* [M+H]": 291.0546;
gefunden: 291.0548.

SmP: 282 °C unter Zersetzung.
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Schl-31-C013 N-Furoylisothiocanat (43)

0]

I':O)_{:I NaSCN o
é

Z O TBAB, DCM \ | NCS
39 43

MW130,53 MW153,1550

Furan-2-carbonylchlorid (42) [M130.53, 24mmol 317mg 1.0eq 0.24mL

p=132]
NaSCN [MS81.07] 52mmol 421mg 22eq -
TBAB [M322.38] 0.08 mmol 26 mg 0.04eq -

0.24 mL (2.4 mmol, 1.0 eq) Furoylchorid (39) und TBAB (26 mg, 0.08 mmol, 0.04 eq) wurden
in DCM geldst und flir 10 Min bei RT geriihrt. Dann wurden 421 mg NaSCN als 33%ige
wissrige Losung zu gegeben und das Reaktionsgemisch fiir 24 h bei RT geriihrt. Der Ansatz
wurde mit DCM extrahiert und das LM am Rotationsverdampfer bei 35°C entfernt. Das
Rohprodukt wurde destilliert, wobei das N-Acylisothiocyanat in der Briicke verblieb. Dieses
wurde mit DCM iiberfiihrt. Das LM wurde dann im Vacuum {iber eine Etherbriicke entfernt.

Furoylisothiocyanat (43) wurde als farbloses Ol erhalten (154 mg, 1.0 mmol, 42%).

'H NMR (400 MHz, CDCls) & = 7.75-7.70 (m, 1H, (Hpuy15), 7.50-7.49 (m, 1H,
HFuryl3), 664‘ 662 (m, lH, HFuryl4).

13C NMR (101 MHz, CDCL) 8= 155.7 (C(O)Cruryl), 149.9 (Crumi2), 149.0
(NCS), 146.3 (Cruryi5), 124.8 (Cruryi3), 113.4 (Crumid).
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Schl-31-C033 Z-3-(Furan-2-carbonyl)amino)carbamoylpropensdure (99)

O—»erJk/\n/
o HN=NH,

103
MW126,12 MW98,06 MW224,1720
Furoylhydrazid (98) [M126.12] 10.0 mmol 1.261g 1.0eq -

Maleinsdureanhydrid (94) [M98.06] 10.0 mmol 0981 g 1.0eq -

Es wurden 0.981 g (10.0 mmol, 1.0 eq) Maleinsdureanhydrid (98) in EtOAc geldst und zu einer

Losung von Furoylhydrazid (102, 1.261 g, 10.0 mmol, 1.0 eq) in EtOAc gegossen und gerihrt.

Alsbald fiel ein weier FS aus. Die Suspension wurde 24 h bei RT weitergeriihrt, der weille FS

abgesaugt und aus EtOH umkristallisiert. Verbindung 103 wurde als weiler FS in 72%

Ausbeute erhalten (1.605 g, 7.16 mmol).3* Kopplungskonstante fiir die Protonen der

Doppelbindung der Maleinséure liegt bei 12.0 Hz, dies ist ein fiir transoide Systeme typischer

Bereich.

'TH NMR

3C NMR

(400 MHz, DMSO-D6) &=13.20 (br, 1H, COOH), 10.46 (s, 2H,
C(O)NHNHC(0)), 7.91-7.90 (m, 1H, Hruy3), 7.26-7.25 (d, 1H,
HeuyS, J=23.5Hz), 6.67-6.66 (dd, 1H. Heuwyd, J=3.5, 1.7 Hz),
6.42-6.39 (d, 1H, HOOCCHCH, 3J= 12.1 Hz), 6.31-6.28 (d, 1H,
HOOCCHCHC(O)N, 3/ = 12.2 Hz).

(101  MHz, DMSO-D6) &§=167.1 (COOH), 163.3
(NHNHC(O)CHCH), 156.8 (FuranC(O)NHNH), 146.0 (2 C,
Cruy2&Cruryi5), 133.2 (CHCHCOOH), 126.60 (CHCHCOOH), 114.9
(Crury3), 112.0 (Cruryid).
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HRMS (ESI-): m/z berechnet fiir CoH7N20Os™ [M]: 223.0360; gefunden: 223.0367.

SmP: 175 °C.

Schl-31-C039 Dithiocarbazart (45)

WSt 1t
- H
O NH 2. BnzBr .
\)LN ) o\)LN N\n,S
H H
1. TEA S
44 48
MW208,26 MW374,52

Hydrazid 44 [M208.26] 22mmol 454mg 2.0eq -

TEA [M101.19;p=0.73] 2.2mmol 223mg 2.0eq 0.31mL
CS2 [M76.14; p = 1.27] 22mmol 168 mg 2.0eq 0.13mL
BzIBr [M171.04;p=1.44] 1.1 mmol 188 mg 1.0eq 0.13mL

Das Hydrazid (44, 2.2 mmo, 454 mg, 2.0 eq) wurde in ein Gemisch aus Acetonitril/DMF
(10 mL/2 mL) gegeben und 15 Min geriihrt. Darauthin wurde CS2 (2.2 mmol, 0.13 mL, 2.0 eq)
dazu gegeben und das Reaktionsgemisch weitere 45 Min bei RT geriihrt bevor 0.13 mL BzIBr
(1.1 mmol, 1.0 eq) zugegeben wurden. Das Reaktionsgemisch wurde bei RT iiber Nacht geriihrt
und am ndchsten Morgen fiir 2 h auf 30°C erhitzt und weitere 18 h bei RT geriihrt. Das
Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt in EtOAc:cHex 1:2
via Flash-Sdulenchromatographie gereinigt. Das Produkt 45 wurde als weiller FS in 65%

Ausbeute erhalten (0.72 mmol, 268 mg).

H NMR (400 MHz, DMSO-D6) & = 11.43 (s, 1H, C(O)NHNHC(S)), 10.76 (s,
1H, C(O)NHNHC(S)), 7.35-7.22 (m, 5H, Hpke), 7.13-7.05 (m, 2H,
Hisopropylphenol 3 &Hisopropylphenold), 6.89-6.82, (m, 2H,
Hisopropylphenol2&Hisopropylphenol6) 4.57-4.53 (m, 2H, OCH2C(0)), 4.48 (s,
IH, SCHaHy), 4.39 (s, 1H, SCH.Hp), 2.85-2.71 (m, 1H, CH(CHs),
1.14-1.10 (m, 6H, CH(CHz)2).
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13C NMR (101 MHz, DMSO-D6) §=202.3 (C(S)S), 167.2 (C(O)), 155.6
(Cirsopropylphenot 1), 141.3  (Cisopropylphenot4), 136.4 (Cprel), 129.2 (2C,
Crne2&Cpic6), 128.5 (2C, C3ppe&C5Sphe), 127.3 (Crhend), 127.1 (2C,
Cisopropylphenol 3 & Cisopropylphenol ), 114.6 (2C,
Cisopropylphenol2 & Cisopropylphenol6), 66.0 (OCHz), 38.0 (SCH»), 32.6
(CH(CHs),), 24.10 (2C, CH(CHz),).

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir Ci9H23N»0,S," [M+H]*:375.1195 ;
gefunden: 375.1185.

m/z berechnet fiir C19H22N202S:Na” [M+Na]":397.1015 ;
gefunden: 397.1016.
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Bonus-Maternial

Messung ausgewdhlter Substanzen der drei bearbeiteten Themen auf
thre Aktivitit gegen Schistosoma mansonii

Wie jede ,,extended Edition* muss auch diese Arbeit natiirlich noch ein Schmankerl fiir den
Leser bereithalten. Einige der Verbindungen aller drei bearbeiteten Themen wurden zusétzlich
auf ihre Aktivitit gegeniiber Schistosoma mansonii im Arbeitkreis von Prof. GREVELDING an
der Justus-Liebig-Universitit GieBen getestet. Wer mehr {iber diese Parasiten und der von ihnen
hervorgerufenen Erkrankung, der Schistosomiasis, erfahren mochte, lese eine der ausfiihrlichen
Doktorarbeiten des Arbeitskreises SCHLITZER — z.B. die von Dr. Georg Alexander Rennar —
oder nehme sich ein spannendes (Lehr-)Buch iiber Tropenkrankheiten zur Hand. In eben diesen
Doktorarbeiten sind auch die genauen Bedingungen der Testung niedergeschrieben. Hier soll
es reichen, dass die Anzahl der Versuche n =2 betrigt und dass an lebenden Wurmpirchen
(jeweils 10 Stiick) getestet wurde, diese aber nicht fiir die gewéhlten Zeitintervalle (24 h, 48 h,
72 h) ausgetauscht wurden, sondern in frisches Medium mit frischer Substanzlésung umgesetzt
und weiter inkubiert wurden. Die Substanzen wurden von Tom Gallinger, Alejandra Peter,

Georg Rennar und mir gemessen. Die Auswertung stammt von mir.

Einige der urspriinglich zur Blockade der eI[F4A entworfenen und synthetisierten Triazine und
Hydantoine konnten in den Testungen als vielversprechende Verbindungen gegen Schistosoma
mansonii identifiziert werden. Deshalb sollen die Verbindungen
Schl-31-B014, -B015, -B016, -B018, -B020, -B021, -B022, -B025, -B026, -B054, -B056 und
Schl-31-B068, als erstes besprochen werden. (Abb. 1)

In den Messungen wurde die Produktion der Eier der Parasiten, deren Motilitdt und auch die
Anwesenheit von Pérchen iiber drei Tage bewertet (Messpunkte: 24 h, 48 h, 72 h). In einer
Konzentration von 25 uM zeigen alle der gemessenen Verbindungen eine starke Reduktion der
Eiproduktion. Die aktivste Substanz ist das Phenytoinderivat Schl-31-B056. Es reduziert die
Eiproduktion nach 24 h auf ein funktionales Ei, d.h. 0.5 %, nach 48 h und 72 h wird die
Eiproduktion von den Wiirmern komplett eingestellt. Zu allen 3 Messzeitpunkten konnte

jeweils ein deformiertes Ei gefunden werden. (Diagramm 1)
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R
R = H: Schi-31-B014, R = H: Schi-31-B016,
R = CI: Schi-31-B025, R R = OMe:Schl-31-B015,
R = F: Schl-31-B026. R = CI:Schl-31-B-020.

Schi-31-B022 R= H. Schi-31-B054,
R = CI: Schil-31-B056.

T 000 OJ@@@o\

Schl-31-B068 Schl-31-B073

Abbildung 1: Die urspriinglich zur Blockade von elF4A entwickelten Substanzen wurden auf ihre Aktivitdit gegeniiber
Schistosoma Mansonii getestet.

Dabei ist Hydantoin Schl-31-B056 eine der wenigen aktiven Substanzen, die auch
Auswirkungen auf die Parchenbildung der Parasiten hat. (Diagramm 2) Nach 24 h liegen noch
60 % der Parasiten als Pdrchen vor. Davon sind einige Péarchen aber um 180 ° gedreht gepaart.
Danach liegen zu allen Messpunkten nur noch 40 % der Parasiten gepaart vor. Die ausbleibende
Pérchenbildung ist ein wichtiger Faktor der Unterdriickung der Eiproduktion. Da allerdings
noch gepaarte Wiirmer bei vollstindig eingestellter Eiproduktion vorliegen, ist dies nicht der
einzige Grund der Wirksamkeit bei dieser Substanz. Unter der Behandlung der Parasiten mit
Schl-31-B056 zeigen sie leicht schraubenférmige Bewegungen und nur geringe Einbuf3en in

ihrer Motilitit gegeniiber der DMSO-Kontrolle. (Diagramm 3)
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Abbildung 2: Lichtbildaufnahmen durch das Mikroskop nach Behandlung mit Schl-31-B056. A) mdnnlicher Wurm in
Schraubposition. Wurmpaar in anfdnglicher Drehbewegung. B) leichte Darmdilatation eines mdnnlichen Wurms, daneben ein
bewegungsloses Weibchen.

Das Hydantoin Schl-31-B073 bewirkt neben einer schnellen Hemmung der Eiproduktion (nach
48 h wird diese eingestellt) auch eine starke Entpaarung. Nach 72 h sind nur noch 10 % der
Wurmpaare vorhanden. Ein besonderes Schadbild bei dieser wirksamen Substanz tritt wie bei

Schl-31-B056 nicht in Erscheinung.

Die Triazine Schl-31-B020 bis -B022 zeigen ebenfalls leichte Entpaarungswirkung auf die

Schistosomen. (Diagramm 2)

Schl-31-B022 unterdriickt die Eiproduktion stirker als Schl-31-B020. Dabei sind nach 24 h nur
noch 30 % der Wiirmer gepaart, nach 72 h sind es noch 5 %. Auffillig ist, dass die Produktion
normaler Eier direkt stark abnimmt und bei 48 h und 72 h vollstindig zum Erliegen kommt, die
Produktion deformierter Eier gegeniiber der DMSO-Kontrolle allerdings stark zunimmt. Auch

die Produktion deformierter Eier wird nach 72 h von den Wiirmern eingestellt.

716



Bonus-Material

Eierproduktion
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Diagramm 1: Eierproduktion der Schistosomen nach Behandlung mit den urspriinglichen potentiellen elF4A-Inhibitoren in
Prozent bezogen auf die DMSO-Kontrolle.

Die Motilitdt, der mit Schl-31-B022 behandelten Wiirmer, wird stark reduziert. Werden die
Schistosomen unter dem Lichtmikroskop beobachtet, zeigt sich ein ganz anderes Mal} der
Wurmschédigung gegeniiber der durch das Hydantoin Schl-31-B056 verursachten Schidigung.
Wihrend die Wiirmer bei Schl-31-B056 fast unversehrt scheinen, verursacht Triazin Schl-31-

B022 starke Darmdilatationen und Schiaden am Tegument des Wurmes. (Abb. 3)

Abbildung 3: Schistosomen nach Behandlung mit Schl-31-B022. A) Mcdnnchen und Weibchen in einem Bild. Sowohl beim
Mcdnnchen als auch beim Weibchen sind extrem starke Darmdilatationen und starke Tegumentschdden zu beobachten.
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Die Verbindungen Schl-31-B020 und Schl-31-B021 wirken schwécher als Schl-31-B022 auf
die Wurmpaarungen. Der Entpaarungseffekt dieser Substanzen wird erst nach 48 h sichtbar.
Nach 72 h liegen noch 50 % der Wurmpaare gegeniiber der DMSO-Kontrolle vor, bei
Wiirmern, die mit Schl-31-B020 behandelt wurden und noch 15 % nach Behandlung mit Schl-
31-B021. (Diagramm 2)

Die Eiproduktion verhilt sich bei der Behandlung mit diesen beiden Substanzen dhnlich.

Verbindung Schl-31-B021 ist etwas starker wirksam als Schl-31-B020. (Diagramm 1)

Das Schadmuster von Verbindung Schl-31-B021 zeigt im Gegensatz zu Schl-31-B022 keine
Tegumentschiden. Dafiir aber ebenfalls die starke Darmdilatation beider Wurmgeschlechter,

sowie die fiir die Triazine typische Verdrehung der Wiirmer. (Abb. 4)

Die Motilitdt der Wiirmer wird durch die beiden Triazine Schl-31-B020 und Schl-31-B021

kaum beeinflusst. (Diagramm 2)

Abbildung 4: Wurmerscheinung nach Behandlung mit 25 uM Schl-31-B021. A) Mdnnchen und Weibchen liegen entpaart mit
starker Darmdilatation vor. B) 3 Mdnnchen und 1 Weibchen mit starker Darmdilatation. Die Wiirme liegen eingedreht vor. C:
Zwei ungepaarte Weibchen. Bei einem ist eine Einschniirung zu erkennen. Der Darm ist dilatiert.
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Wurmpaare in % in Bezug auf die DMSO
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Diagramm 2: Die gemessenen Substanzen haben wenig Auswirkungen auf die Pdrchenbildung der Parasiten.

Die anderen Substanzen besitzen kaum Entpaarungscharakter. Die Gemeinsamkeit der stark
entpaarenden Substanzen Schl-31-B054, Schl-3-B020, Schl-31-B021 und Schl-31-B022 ist ein
terminaler Chlorphenylrest, der bei den nicht entpaarenden Substanzen durch einen anderen
Rest ersetzt ist. Je kiirzer der Abstand zwischen dem Phenytoin- bzw. Triazinrest und
terminalen Chlorphenylrest ist, desto stdrker entpaarend wirken die Substanzen. Eine
Ausnahme davon bildet Schl-31-B073. Diese Substanz trigt eine Methoxyfunktion anstelle des

Chlorsubstituenten.

Anhaltspunkte fiir die begiinstigende Wirkung des Chlorphenylrestes auf die Entpaarung der
Wiirmer bieten die weiteren analogen Triazinderivate Schl-31-B014, Schl-31-B015, Schl-31-
B016, Schl-31-B026 und Phenytoinderivat Schl-31-B054. Die am terminalen Phenylrest
unsubstituierten Verbindungen Schl-31-B014, Schl-31-B016 und Schl-31-B054 zeigen bei
guter bis mittlerer Hemmung der Eiproduktion kaum Entpaarungseigenschaften.
Phenytoinderivat Schl-31-B054 induziert zwar eine mittlere Reduktion der Zahl der normalen
Eier (24 h 29.4 %, 48 h 6.7 %, 78 h 8.9 % Eier), sorgt aber fiir eine vermehrte Produktion
deformierter Eier. Dies deutet auf einen nicht paarungsabhidngigen Mechanismus, wie in
vorheriger Diskussion angesprochen, hin. Ahnlich verhilt es sich mit den Analog-Triazinen
Schl-31-B014 und Schl-31-B016 zu den Verbindungen Schl-31-B020 und Schl-31-B025. In
den ersten 24 h nimmt die Produktion deformierter Eier nach Behandlung der Wiirmer mit Schl-
31-B014 zwar stark zu (auf 812 %), sinkt aber nach 78 h, wie die Produktion normaler Eier, auf
0.0 % ab. Nach 48 h produzieren die Schistosomen nach Behandlung mit Schl-31-B014 keine

normalen Eier mehr. (Diagramm 1)
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Verbindung Schl-31-B016 induziert hingegen gegeniiber der DMSO-Kontrolle kaum die
Produktion deformierter Eier. Nach 78 h sinkt die Eiproduktion auf 0.2 %. Die Motilitdt der

Wiirmer wird durch die Substanzen stark bis mittel eingeschrankt. (Diagramm 3)

Wurmmotilitat
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Diagramm 3: Auswirkungen der Substanzen auf die Beweglichkeit der Schistosomen.

Auch der Austausch der Chlorsubstituenten gegen einen Fluorsubstituenten wie in Schl-31-
B026 entfernt den Entpaarungscharakter der Verbindungen. (Diagramm 2) Die Wirkung auf
die Eiproduktion bleibt dennoch stark. Nach 72 h werden keine Eier mehr produziert. Nach
24 h kann ein deutlicher Riickgang der funktionsfdhigen Eier und ein leichter Anstieg der
Produktion deformierter Eier beobachtet werden. Nach 48 h sinkt die Produktion der
deformierten Eier wieder auf das Niveau der Kontrolle und die Eiproduktion sinkt auf 0.7 %.

(Diagramm 1)

Mit Schl-31-B015 wird ein Derivat getestet, dass einen Elektronen-reicheren Phenylrest tragt
als die bisher besprochenen Triazinderivate. Es nimmt den Schistosomen etwas von ihrer
Motilitdt und hat kaum Einfluss auf die Paarbildung. Es hemmt dafiir aber zuverldssig die
Eiproduktion. Nach 72 h ist noch ein funktionsfihiges Ei zu finden. Wie die anderen
Triazinderivate erhoht auch Schl-31-B015 die Produktion deformierter Eier gegeniiber der
Kontrolle. Da Hydantoin Schl-31-B073 analog zu Schl-31-B015 ist und sogar die Produktion
deformierter Eier hemmt, scheint die Erhéhung der Produktion deformierter Eier ein

Gruppeneffekt der Triazine zu sein.

Das Schadbild der Verbindungen Schl-31-B014, Schl-31-B015 und Schl-31-B016 ist ein bis

zu der Messung dieser Verbindungen unbekanntes Schadbild. Die Wiirmer verdrehen sich
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schraubig und zucken. Dabei ruft Verbindung Schl-31-B01S5 die stirkste Reaktion hervor, die

mit bloBem Auge nach wenigen Minuten Inkubationszeit beobachtet werden kann. (Abb.5)

Alle drei Substanzen verursachen daruber hinaus starke Darmdilatationen. Triazin Schl-31-

B014 zeigt zusitzlich Tumor-artige Verdnderungen des Teguments. (Abb. 5b)
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Abbildung 5: Schadbilder der Substanzen Schl-31-B014 (a-c), Schl-31-B015 (d-f) und Schl-31-B016 (g-i).A: entpaartes
Mdnnchen mit Darmdilatation. B: links: Wurmpar in stark verdrehter Schraubenposition zuckend, mitteig: das Weibchen liegt
in der Bauchfalte des Mdnnchens. Das Mcdnnchen hat einen Tumor-artigen-Knubbel am Tegument. Alle Wiirmer dieses Bildes
leiden unter starker Dardilatation. C: Schraubigverdrehtes Mcdnnchen mit starker Darmdilatation. D-E: schraubig verdrehte
Schistosomen nach Behandlung mit den Substanzen Schl-31-B015 und -B016.
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Das Triazin Schl-31-B018 besitzt statt eines Phenylrestes einen terminalen
Methylsulfonylamid-Rest. Ein Blick auf die Eiproduktion zeigt, dass dieser Rest den
Phenylresten in Bezug auf den Stopp der Produktion funktionsfahiger Eier weit unterlegen ist.
Schl-31-B018 reduziert die Eiproduktion nicht ganz um die Hélfte. Es hat keine Auswirkungen
auf die Paarung der Wiirmer und die Motilitit dieser beeinflusst es auch nicht. (Diagramme 1,
2, 3) Der grof3e Effekt dieser Substanz ist die starke Zunahme der Produktion an deformierten

Wurmeiern. (Diagramm 1)

Verbindung Schl-31-B068 bildet strukturell eine andere Molekiilklasse ab. Es hat keinen
grofBen, sterisch anspruchsvollen propeller-artigen Rest wie die Hydantoine bzw. Triazine.
Dennoch zeigt es eine maBige Wirkung auf die Eiproduktion, die nach 78 h jedoch verloren
geht. Auch Schl-31-B068 hat keinen Einfluss auf die Motilitdt der Wiirmer oder ihr Vorliegen

als Wurmpaar.

Die Verbindungen Schl-31-B015 und Schl-31-B022 wurden auf Grund der heftigen Reaktion

der Schistosomen zusitzlich bei einer Konzentration von 10 uM gemessen.

Wihrend Schl-31-B01S5 seine Aktivitdt bei 10 uM nach 78 h einbiif3t, sind bei Schl-31-B022
weiterhin maBige Effekte beobachtbar. Nach 78 h wird die Eiproduktion von Schl-31-B022

immerhin noch auf 40.7 % gesenkt. (Diagramme 4)

Eierproduktion
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Diagramm 4: Diagramm der Eiproduktion der Schistosomen nach Behandlung mit 10 M der Verbindungen Schl-31-B015 und
Schl-31-B022 in Prozent.

Trotz des starken Verlustes an Aktivitit gegentiber der Eiproduktion zeigt Verbindung Schl-

31-B015 noch leichter Auswirkungen auf die Paarungsstabilitit der Schistosomen, sowie deren
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Motilitdt. Schl-31-B022 hingegen zeigt einen deutlichen Entpaarungseffekt und tatséchlich

sogar eine Steigerung der Wurmmotilitt an. (Diagramm 5, 6)

1o Wurmpaare in Bezug auf die DMSO-Kontrolle in

Prozent
100
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m72h
20
0
DMSO Schl-31-B015 Schl-31-B022
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Diagramm 5: Sogar bei 10 uM entpaart Verbindung Schl-31-B022 zuverldssig die Wurmpaare.
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Diagramm 6: Motilitdt der Wiirmer nach Behandlung mit den Substanzen Schil-31-B015 und Schl-31-B022 in der Konzentration
10 uM.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass fiir eine negative Wirkung auf die Eiproduktion
ein groBer sterischer Rest auf einer Seite des Molekiils von Vorteil ist, aber nicht unbedingt
notwendig, wie durch Verbindung Schl-31-B068 belegt wird. AuBBerdem scheinen aromatische
Reste an beiden Enden des Molekiils fiir eine Eiproduktions-hemmende Wirkung vorteilhaft zu

sein, wie Verbindung Schl-31-B018 vermuten ldsst. Ein Chlorsubstituent an einem terminalen
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Phenylrest wirkt duB3erst positiv auf die Entpaarung der Wurmpaare und ist somit vorteilhaft fiir
eine Hemmung der Eiproduktion. Die gemessenen Triazin-Verbindungen rufen ein neues, bis
dato unbekanntes Schadbild an den Schistosomen hervor— nidmlich die schraubenartige
Verdrehung mit Zuckung. Ein Gruppeneffekt den die Triazine hervorrufen ist auch die

hochregulierte Produktion deformierter Eier gegeniiber der DMSO-Kontrolle.

Messung der fiir RNaseP synthetisierten Substanzen auf ihre Aktvitdt gegen
Schistosoma mansonii

Die sechs Verbindungen RNPA2000, Schl-31-C041, Schl-31-C052 und Schl-31-C053 aus
dem RNaseP-Projekt wurden auf ihre Aktivitit gegeniiber Schistosoma mansonii gemessen.

(Abb. 6)
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Abbildung 6: Vier Acylthiosemicarbazide, die urspriinglich gegen RNaseP synthetisiert wurden, wurden auf ihre Aktivitdt gegen
Schistosoma mansonii getestet.

Dabei wurde die Referenzverbindung RNPA2000 zuvor bei 50 uM getestet. Sie zeigte nach
24 h eine sehr starke Hemmung der Eiproduktion auf drei Eier, nach 48 h stellten die Wiirmer
die Eiproduktion vollstindig ein. Es erfolgte nach der Behandlung eine starke Entpaarung auf

30 % nach 78 h und die Motilitdt der Wiirmer wurde stark eingeschrankt. Es konnte aber nicht
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nur eine Entpaarung beobachtet werden, sondern auch, dass die Wiirmer nach einiger Zeit
,falsch herum* gepaart vorlagen. (Abb. 7)

Darauthin wurde RNPA2000 und die Verbindungen Schl-31-C041, Schl-31-C047, Schl-31-
C049, Schl-31-C052 und Schl-31-C054 bei 25 uM auf ihre Aktivitit gegeniiber Schistosoma

mansonii getestet.

Abbildung 7: Schadbild von RNPA2000. A) enpaarte Mdnnchen. B) entpaarte Weibchen. C) falsch herum gepaarte
Schistosomen.

RNPA2000 kurbelt die Eiproduktion um ein Vielfaches nach 24 h bei 25 uM an. Nur um eine
erstaunliche Reduktion dieser nach 48 h auf4.5 % und nach 78 h auf 0.0 % zu erzielen. Es sorgt
fiir eine Entpaarung der Wiirmer auf 40 % und schrinkt nach 48 h die Motilitit der Wiirmer
ein. (Diagramm 7, 8, 9)

Das Stickstoffanalogon Schl-31-C041 zeigt ein méBiges Aktivititsprofil. Es reduziert nach
24 h die Eiproduktion auf 31.8 %. Dieser Effekt 14sst aber bei den folgenden Messpunkten nach,
sodass nach 72 h die Eiproduktion gerade so um 15 % gesenkt wird. (Digramm 7)
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Diagramm 7: Eiproduktion nach Behandlung der Schistosomen mit Verbindungen aus dem RNaseP Projekt bei 25 uM in
Prozent.

Schl-31-C041 zeigt schwichere Entpaarungsaktivitét als RNPA2000 und hat keinen Einfluss
auf die Motilitdt der Wiirmer. (Diagramm 8, 9) Der einzige Unterschied zwischen RNPA2000
und Schl-31-C041 ist der Austausch des Phenolethers gegen ein Anilin. Da das Target der
Substanz am Gesamtorganismus Wurm nicht bekannt ist, kann sich hier nur grob mutmalen
lassen, dass die Verschlechterung des antischistosomialen Charakters entweder an der
Protonierbarkeit der Verbindung Schl-31-C041 oder aber an ihrem Proton des Anilin-
Stickstoffes fest gemacht werden kann. RNPA2000 ist am Sauerstoff des Phenolethers nur ein
WBB-Akzeptor. Schl-31-C041 ist an dieser Stelle sowohl ein Donor, als auch ein Akzeptor.
Um diese Liicke zu schlieBen, wurde Schl-31-C049 auf seine Aktivitidt untersucht. Diese
Verbindung ist ein Methylanalog von Schl-31-C041. Durch die Methylierung wurden ihr die
WBB-Donor-Eigenschaften genommen. Das Bild, welches diese Methylgruppe verursacht, ist
fast ein paradoxes. Nach 24 h wird die Eiproduktion auf 127 % hochgefahren. Nach 72 h hemmt
Schl-31-C049 die Eiproduktion um 69 %. Im Vergleich dazu senkt Schl-31-C041 diese nach
72 h nur um knapp 18 %. Schl-31-C049 induziert die Produktion deformierter Eier schwicher
als Schl-31-C041. Dies zeigt, dass ein WBB-Donor als Verbindungsatom zwischen Phenylrest
und Acethydrazid die antischistosomiale Wirkung herabsetzt. Verbindung Schl-31-C049 bleibt
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protonierbar. Wie die vorerst erhohte Eiproduktion nach 24 h regt Schl-31-C049 die Motilitét
der Wiirmer an, diese sinkt an den spéteren Messpunkten wieder auf den Wert der Kontrolle.

Sie entpaart die Schistosomen zu 60 %.

Anzahl der Wurmpaare in Bezug auf die DMSO
Kontrolle in Prozent

120
100

8
m24h
dl il -

0

6
m72h

o O

Prozent

4
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o O

v 4 & $ 4 >
& & S &

I
f);»
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5&

Diagramm 8: Anzahl der Wurmpaare nach Behandlung der Wiirmer bei 25 y/iM.

Wurmmotilitat
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Diagramm 9: Motilitdt der Schistosomen nach Behandlung mit den RNaseP-Inhibitoren.
Ein dhnliches Bild wie Schl-31-C041 zeigt Schl-31-C052. Auch diese Verbindung ist an ihrem
Pyridinrest protonierbar. Bis hierher scheinen die protonierbaren Verbindungen Wirkeinbuf3en

gegeniiber ihren nicht-protonierbaren Strukturklassenmitgliedern zu haben.

Ein mittleres Wirkprofil zeigt das p-Nitrobenzolsulfonsdureamid Schl-31-C053. Es reduziert
die Eiproduktion auf unter 50 % gegeniiber der DMSO-Kontrolle und zeigt im Gegensatz zu
Schl-31-C041 und Schl-31-C052 eine Wirkverstarkung iiber die Zeit (nach 78 h werden nur
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noch 22.0 % der Eier produziert) und zdhlt zu den sauren Vertretern der Strukturklasse.

(Diagramm 7)

Sie hat entpaart Schistosoma mansonii zu 50 %, hat aber keine Auswirkung auf die Motilitét

der Wiirmer.

Die Auswirkung der Nitrogrupppe des Phenylrestes von Schl-31-C052 ist enorm. Das
Analogon Schl-31-C047 tragt an gleicher Stelle keine Nitrogruppe. Interessanter Weise werden
nach 24 h 70 % der Wiirmer entpaart, die Eiproduktion steigt allerding auf 167 %. Zwar rutscht
dieser Effekt in den folgen Messpunkten in den Bereich einer schwachen Hemmung und einer
Re-Paarung der Wiirmer, zeigt aber dadurch, dass ein elektronenarmer Phenylrest — und
dadurch ein saueres Sulfonsdurehydrazid - an dieser Stelle eine bessere Wirksamkeit gegen

Schistosoma mansonii bereitstellt.

Alles in allem sind die Acylthiosemicarbazide ein interessante Strukturklasse im Kampf gegen
Schistosoma mansonii. Es gilt hier jedoch zu beachten, dass die Strukturen nicht protonierbar
sein sollten, das Verbindungsatom zwischen Phenylrest und Acethydrazid kein WBB-Donor
sein sollte und dass die Molekiile moglichst neutrale bzw. elektronenarme Phenylreste tragen
sollten. Gegeniiber den Triazinen und Hydantoinen sind sie allerdings als schwicher wirksam

einzuordnen.

Messung von potentiellen Fd-FNR-Inhibitoren auf ihre Aktivitdt gegen Schistosoma
mansonii

Von Patrick Mdder wurden neun Verbindungen auf ihre Aktivitit gegen Schistosoma mansonii
gemessen, die urspriinglich als potentielle Inhibitoren des Enzymsystems Fd/FNR entworfen
wurden. (Abb. 8) Diese Messung fand bei 100 uM statt und die gezeigten Graphen und

mikroskopischen Bilder sind von Patrick Mdder erstellt worden.
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Abbildung 8: Indolotriazin Schl-31-007 und 8 Thiazolidinone wurden auf ihre Aktivitit gegeniiber Schistosoma mansonii

getestet.

Da die Substanzen in einer hohen Konzentration von 100 uM gemessen wurden, ist bei nur drei

Substanzen — ndmlich Schl-31-007, Schl-31-123 und Schl-31-153 - von einem grof3eren Effekt

auszugehen. (Diagramme 10)
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Diagramm 10: Wurmmotilitdt, Wurmpaarung und Eiproduktion nach Behandlung mit den potentiellen Fd/FNR-Inhibitoren.
Die Diagramme wurden von Patrick Mdder erstellt.

Die schwichste der drei Substanzen ist Schl-31-123. Sie hat kaum Auswirkung auf die
Wurmmotilitdt, entpaart die Wurmpaare nach 72 h zu 30 % und senkt die Eiproduktion nach
78 h auf etwa 12 %.
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Die starkste Substanz kommt aus der gleichen Strukturklasse. Schl-31-153 blockiert schon nach
48 h die Eiproduktion vollstindig. Es reduziert die Wurmpaarung um 90 % und senkt die
Wurmmotilitdt unter den Score-Punkt 1, d.h. die Wiirmer bewegen sich fast nicht mehr.

(Diagramme 10)

200 pm

Abbildung 9: Von Verbindung Schl-31-153 hervorgerufenes Schadbild and Schistosomen. Photographien von Patrick Mdder.

Das von Schl-31-153 hervorgerufene Schadbild zeigt Biischel-artige Verdnderungen des
Teguments der Wiirmer. (Abb. 9)

Die anderen Thiazolidinonhydrazone zeigen alle fiir die Hohe der Konzentration wenig
Aktivitét. Es ist augenscheinlich, dass die wirksamen Thiazolidinone Schl-31-123 und Schl-
31-153 keinen sauren Acetylrest in 5-Position besitzen. Dies legt nahe, dass ungeladene
Verbindungen besser wirken als geladene. Ein Grund dafiir koénnen schlechtere

Penetrationseigenschaften von geladenen Verbindungen durch Membranen sein.

Indolotriazin Schl-31-007 hemmt die Wurmmotilitdt mittelstark und sorgt fiir eine Entpaarung

von 60 % der Wurmpaare. Nach 78 h senkt es die Eiproduktion auf etwa 5.0 %.

Zur Uberpriifung der Theorie, dass geladene Strukturen schlechter in den Wurm gelangen,
wurden sechs weitere Verbindungen der Verbindungsklasse auf ihre Aktivitit gegen
Schistosoma mansonii gemessen. Die Messung fithrte Tom Gallinger durch. Die Auswertung

stammt von mir. (Abb. 10)
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Abbildung 10: Die weiteren gegen Schistosoma gemessenen Thiazoldinone.

Zwei der gemessenen Substanzen zeigen einen deutlichen Effekt. Schl-31-229 zeigt eine gute
Inhibition der Produktion normaler Wurmeier nach 72 h auf 32.4 %. Eine vorerst erhohte
Produktion deformierter Wurmeier sinkt nach 72 h auf etwa 1/3 der von der DMSO-Kontrolle
produzierten deformierten Eier. (Diagramm 10) Der grofe unpolare Rest sollte der Substanz
die Membraniiberwindung in den Wurm erleichtern. Auf die Wurmpaarung und die Motilitét

der Wiirmer hat sie keinen Einfluss. (Diagramm 12, 13)

600

500

die Kontrolle

o

400
m24h
300 W 24h def.
200 m 48h
10 | H m48h def.
72h
" ol 0 R o
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Diagramm 11: Anzahl der nach Behandlung mit den beschriebenen Substanzen in einer Konzentration von 25 uM produzierten
Eier in Prozent.
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Wurmpaare in Prozent
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Diagramm 12: Anteil gepaarter Schistotosmen nach Behandlung mit den beschriebenen Substanzen bei 25 uM.
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Diagramm 13: Wurmmotilitit nach Behandlung mit den beschriebenen Substanzen bei einer Konzentration von 25 M.
Schl-31-259 reduziert die Produktion normaler Eier fast um die Hélfte. (Diagramm 11) Wie
alle anderen Substanzen der Messreihe hat sie keinen Einfluss auf die Motilitdt der Wiirmer,

die Anzahl der Wurmpaare entsprechen nach 72 h der der Kontrolle. (Diagramm 12 und 13)

Die wverkiirzte Substanz Schl-31-197 hat ein ganz &dhnliches Wirkprofil wie
Acetylmorpholinamid Schl-31-259. Sie inhibiert die Eiproduktion nach 72 h auf 61.5 %,

wenngleich sie nach den ersten Messpunkten sogar fiir eine erhdhte Eiproduktion sorgt.

Morpholinamid Schl-31-260 kann die Eiproduktion nach 72 h auf 57.6 % senken. Dies ist

gegeniiber der in 5-Position freien Acetylverbindung Schl-31-170 ein grof3er Aktivitdtsgewinn.

Schl-31-170 konnte bei 100 uM die Eiproduktion nur um etwa 20 % verringern. D.h. Schl-31-
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260 ist bei nur einem Viertel der Konzentration noch doppelt so stark wie die freie Sdure Schl-
31-170. Schl-31-260 hat wenig Einfluss auf das Vorliegen der Wiirmer als Paar und keinen

Einfluss auf die Motilitiat der Wiirmer.

Morpholinamid Schl-31-257 kurbelt vor allem die Produktion deformierter Eier an. Die
Blockierung der Produktion normaler Eier ist nicht stark ausgeprdgt. Dies ldsst darauf
schlieBen, dass eine Substitution in para-Postion des Phenylrestes mit einem WBB-Akzeptor
zutraglich fiir die antischistosomiale Wirkung ist. Verbindung Schl-31-213 wirkt wie Schl-31-
257 eher anregend auf die Produktion deformierter Eier als blockierend auf die Produktion

normaler Eier.

Die Messungen konnten zwar anhand den analogen Verbindungen Schl-31-260 und Scl-31-170
zeigen, dass eine Blockade der sauren Funktion in 5-Position der Thiazolidinone eine positive
Auswirkung auf den antischistosomialen Charakter der Verbindungen hat, aber sie zeigen auch,
dass in dieser Position ein nicht ionischer Rest vorteilhaft fiir diesen Charakter ist. Die bis
hierher gemessenen Verbindungen der Thiazolidinongruppe sind als méaBig wirksame
Substanzen gegen Schistosoma mansonii einzuschitzen. Eventuell wére es aber sinnig

stichprobenartig in 5-Position weiter substituierte Verbindungen auf ihre Aktivitdt zu messen.
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Auflistung der synthetisierten Endstufen
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2. Strukturen des el[F4A-Projekts
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3. Strukturen des RNaseP-Projekts
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Cys Cystein

DC Diinnschichtchromatographie
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DLA Dual-Luciferase-Assay

DMF Dimethylformamid

dsRNA Doppelstrang-RNA

Dyn2 Dynamin 2

DOXP Desoxyxylulosephosphat
DXR DOXP-Reduktoisomerase
EBOV Ebolavirus

ECG Electron Converting Group
elF eukaryotischer Initiationsfaktor
ESCRT Endosomal-Sorting-Complex Required for Transport
ESI Electron-Spray-lonisation
EtOH Ethanol

EtOAc Ethylacetat

FAD Flavin-Adenin-Dinukleotid
FeS-Cluster Eisen-Schwefel-Cluster
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FNR Ferredoxin-NADP*-Reduktase
Fd Ferredoxin

G Guanin

g Gramm
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HRMS
HTS
Huh-7

HV
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High Through Put Screening (Hochdurchsatz-Screening)
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Polymerasekettenreaktion
Phenylalanin
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P. falc.

P. knowlesii
P. malariae
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P. vivax
pRNA
Rktzeit
RNA
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RT
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SET

SN2
ssRNA
TBAB
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Temp.
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T. gondii
THF
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TMS

Tol
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RNA

Plasmodium falciparum FNR
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Single-Electrn-Transfer
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Toxoplasma gondii Fd
Toxoplasma gondii FNR
Toxoplasma gondii
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Triphenylphosphin

transfer-RNA
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UTR
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VSV
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WBB
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ZEBOV
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Tyrosin
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untranslated region
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Summary of Beitrdge zur Entwicklung von potentiellen Inhibitoren gegen das apikoplastire
Ferredoxin-Ferredoxin-NADP(H)-Reduktase-System, sowie Hemmstoffen des eukaryotischen
Initiationsfaktors 44 und der bakteriellen RNaseP

Contributions towards the development of potential inhibitors of the apicomplexan ferredoxin-
ferredoxin-NADP(H)-reductase system, as towards inhibitors of the eukaryotic initiation factor

4A and of the bacterial RNase P

Apicomplexan parasites are the reason for some severe diseases in mankind such as malaria or
toxoplasmosis. For malaria infections the medical options are running shorter due to resistances.
A cure for latent toxoplasmosis is not available yet. Thus, the need for new drugs against new
targets is urgent. The first part of the thesis is about the development of compounds with
inhibitory activity towards the apicomplexan ferredoxin-ferredoxin-NADP(H)-reductase
system. This redox-system is essential in apicomplexan parasites like Plasmodium and
Toxoplasma and seems to be a promising drug target. 83 compounds out of six structural classes
were synthesized and their and the activity of 42 other compounds against Toxoplasma gondii
Ferredoxin-NADP(H)-reductase was measured in a photometric enzyme-assay. Chosen
compounds were also measured in a lactate-dehydrogenase assay against P. falc. in a cell-based
assay. Promising structural classes are benzothiazole-derivatetives and thiazolidinone-
derivatives, which were derived from a herbizide structure. The measurement of these
compounds were able to give us a hint about structure-activity-relationships. As a complete

new active class of inhibitory molecules propagylic alkohols were found.

The second part of the thesis is about addressing a host target to fight viral diseases. Viruses
like the Ebola Virus use the eukaryotic translational system to replicate itself. Silvestrol is a
natural compound that inhibits the eukaryotic initiation factor 4A (elF4A). Computer-supported
we designed and subsequently synthesised 43 compounds out of four structural classes which
were measured in a cell-based assay for their activity against e[F4A. Triazine derivatives were
able to inhibit eI[F4A in micromolar range, hydantoine derivates were found as activators of

elF4A — just like isosorbide-derivatives.

The third part is about targeting RNase P a bacterial enzyme involved in tRNA maturation.

Addressing this enzyme with an inhibitor successfully would give us a new class of antibiotics,



that is so urgently needed. We were able to synthesise diacylthiosemicarbazides and

diacylsemicarbazides to check their inhibitory activity.

Zusammenfassung von Beitrdge zur Entwicklung von potentiellen Inhibitoren gegen das
apikoplastire Ferredoxin-Ferredoxin-NADP(H)-Reduktase-System, sowie Hemmstoffen des
eukaryotischen Initiationsfaktors 44 und der bakteriellen RNaseP

Parasiten der Gattung Apicomplexa verursachen einige schwerwiegende Erkrankungen des
Menschen. Darunter findet sich das Malariafieber sowie die Toxoplasmose. Die Behandlung
einer Malariaerkrankung wird auf Grund aufkommender Resistenzen immer schwieriger. Eine
Toxoplasmose kann derzeit nur in ihrer akuten Form behandelt werden, eine Behandlung der
latenten Toxoplasmose ist noch immer nicht moglich. Dies zeigt auf, dass neue Arzneistoffe
gegen neue Targets dringend benétigt werden. Der erste Teil der Doktorarbeit umfasst die
Entwicklung von potentiellen Inhibitoren des apicoplastdaren Ferredoxin-Fereoxin-NADP(H)-
Reduktase-Systems. Dieses Redox-System ist essentiell fiir Apicomplexa wie Plasmodium und
Toxoplasma und scheint ein vielversprechendes Zielenzym zu sein. Es wurden 8§83
Verbindungen aus sechs Strukturklassen synthetisiert und auf ihre Aktivitit, sowie die Aktivitat
von 42 weiteren Verbindungen gegen Toxoplasma gondii Ferredoxin-NADP(H)-Reduktase in
einem photometrischen Enzymassay gemessen. Ausgesuchte Verbindungen wurden weiterhin
in einem Lactat-Dehydrogenase-Assay auf ihre Aktivitit gegeniiber P. falc. gemessen.
Vielversprechende Verbindungsklassen stellten Benzothiazolderivate und
Thiazolidinonderivate dar, die von einer Herbizidstruktur abgeleitet wurden. Die Messung der
Aktivitdt dieser Verbindungen konnte uns einen Einblick in Struktur-Wirkungs-Beziehungen
geben. Propargylalkohole konnten als neue Substanzklasse mit inhibitorischer Aktivitit

1dentifiziert werden.

Der zweite Teil der Doktorarbeit handelt von der Adressierung eines Wirtstargets zur
Bekdmpfung viraler Erkrankungen. Viren wie zum Beispiel das Ebola-Virus nutzen das
eukaryontische Translationssystems um sich zu replizieren. Der Naturstoff Silvestrol inhibiert
den eukaryontischen Initiationsfaktor 4A (elF4A). Computer-unterstiitzt konnten wir
Verbindungen gezielt gegen elF4A entwerfen und 43 Verbindungen aus vier Strukturklassen

synthetisieren sowie auf ihre Aktivitit in einem Zell-basierten Assay gegen elF4A messen.



Triazinderivate konnten eIF4A im mikromolaren Konzentrationsbereich inhibieren,
Hydantoinderivate und Isosorbidderivate erhohten die (eIF4A-abhingige)

Translationseffizienz.

Der dritte und letzte Teil der Arbeit beschéftigt sich mit der Adressierung von RNase P, einem
bakteriellen Enzym, welches in die tRNA-Reifung involviert ist. Eine erfolgreiche
Adressierung dieses Enzyms gidbe uns eine ganz neue Klasse von Antibiotika, die auf Grund
steigender Resistenzen dringend benoétigt wird. Wir konnten Diacylthiosemicarbazide und

Diacylsemicarbazide synthetisieren und auf ihre Aktivitdt gegen RNase P testen.



