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Einleitung 1

1 EINLEITUNG
1.1 SCHWERES AKUTES ATEMWEGSSYNDROM (SARS)

Im November 2002 trat in der sidchinesischen Provinz Guangdong erstmals eine als
Schweres Akutes Atemwegssyndrom (Severe Acute Respiratory Syndrome, SARS)
bezeichnete atypische Pneumonie auf, die sich im Februar und Marz 2003 auf 32 Lander
ausbreitete,™? unter anderem auf Hongkong, Vietham, Singapur und Kanada. Innerhalb
einer Periode von sechs Monaten erkrankten weltweit Gber 8000 Menschen an dieser
atypischen Lungenentziindung und fast 900 Menschen (3-10% der Infizierten) starben daran
in Folge respiratorischen Versagens durch Zerstérung der Alveolen.®

Die Ermittlung des verursachenden Agens von SARS erfolgte durch Zellkultivation klinischer
Proben von erkrankten Personen und anschlieRender Klonierung und Sequenzierung mittels
Reverse-Transkriptase-PCR. Ein Sequenzvergleich der erhaltenen unbekannten Fragmente

el357 7y Dbereits bekannten

mit vorhandenen Datenbanken zeigte eine Homologi
Coronaviren. Durch die Erfullung der Kriterien des durch Rivers fir virale Erkrankungen
modifizierten ,Koch-Postulats® konnte ein bis zum Ausbruch der Epidemie unbekanntes
Coronavirus, das als SARS-assoziiertes Coronavirus (SARS-CoV) bezeichnet wird, als
Erreger des Schweren Akuten Atemwegssyndroms identifiziert werden.®

Die Behandlung von SARS erfolgte empirisch mit Breitspektrum-Antibiotika, Virustatika und
steroidalen Antiphlogistika,"?'®? da zu Beginn des Ausbruchs keine Information iiber das
verursachende Agens vorlag. Der generelle Mangel an effektiven Behandlungsstrategien
gegen coronavirale Infektionen™ und die Méglichkeit eines erneuten Auftretens von SARS
fuhrte daraufhin zu einem steigenden Forschungsinteresse im Bereich Praventivmedizin und
Therapeutika.

Ansatzpunkte fir Therapeutika gegen SARS-Coronaviren sind dabei virusspezifische
Stoffwechselschritte,**¥ wie die Adsorption an und die Penetration des Virus in die Wirts-
Zelle, die Freisetzung der Nucleinsédure (uncoating) und die darauffolgende Genexpression
aus dem Virusgenom (Trankskription, Translation). Die anschlie@ende Synthese von
Struktur- und Nichtstrukturproteinen, Genomreplikation, die Zusammenlagerung dieser
Proteine zu Viruspartikeln und die Freisetzung der neuen Viren aus der infizierten Wirtszelle

bieten dabei ebenfalls Ansatzpunkte fiir antivirale Therapeutika.*”



Einleitung

1.1.1 VIRUSREPLIKATION UND ENZYMAUSSTATTUNG DES SARS-CORONAVIRUS

Bereits wenige Wochen nach der Entdeckung des fur SARS verantwortlichen Coronavirus

konnte dessen vollstandiges Genom aufgeklart werden.?

Tabelle 1-1: Phylogenetische Einteilung der bisher bekannten Coronaviren

[11]

Gruppe Wirt Virus
la Fledermaus BtCoV bat coronavirus
Katze FCoV feline coronavirus
Katze FIPV feline infectious peritonitis virus
Hund CCoV canine coronavirus
Schwein TGEV transmissible gastroenteritis virus
1b Mensch HCoV-229E human coronavirus
Mensch HCoV-NL63 human coronavirus
Schwein PEDV porcine epidemic diarrhoea virus
1* Hase RbCoV rabbit coronavirus
2a Rind, Wiederkauer, Alpaca BCoV bovine coronavirus
Hund CRCoV canine respiratory coronavirus
Mensch HCoV-HKU1 human coronavirus
Mensch HCoV-0C43 human coronavirus
Maus MHV mouse hepatits virus
Schwein PHEV porcine hemagglutinating encephalomyelitis
2b Fledermaus BtCoV bat C(;/rlcr)liivirus
Mensch SARS-CoV severe acute respiratory syndrome-associated
coronavirus
2* Vogel PCoV puffinosis coronavirus
Ratte RtCoV rat coronavirus
Ratte SDAV sialodacryoadenitis virus
3a Huhn 1BV infection bronchitis virus
Fasan PhCoV pheasant coronavirus
Truthahn TCoV turkey coronavirus
3b Beluga Wal SW1
3c Vogel BuCoV-HKU11 bulbul coronavirus
Vogel ThCoV-HKU12 thrush coronavirus
Vogel MuCoV-HKU13 munia coronavirus

Dachs, Bengalkatze

ALCCoV

asian leopard cat coronavirus

* noch nicht in Untergruppen eingeordnet
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Coronaviren (CoV) (Ordnung Nidovirales, Familie Coronaviridae, Gattung Coronavirus) sind
behdllte, einzel-(+)-strangige RNA-Viren (ss(+)RNA) und besitzen das bisher grofdte
bekannte Genom unter den RNA-Viren (27-31 kb).’! Auf der Basis von serologischen
Reaktionen (Antigen-Kreuzreaktivitaten) wurden Coronaviren urspringlich in drei Gruppen
eingeteilt (Tabelle 1-1), die ebenfalls verwendete phylogenetische Einteilung (auf Basis der
Sequenzen) ist jedoch fast identisch mit dieser Einteilung. Gruppe 1 und Gruppe 2 enthalten
Viren, die Saugetiere befallen und Gruppe-3-Viren sind auf Végel beschrankt.!*** Die
bisher bekannten humanpathogenen Viren (HCoV-229E, -NL63, -HKU1, -OC43) der
Gruppe1l und 2 verursachen mit Ausnahme von SARS-Coronaviren relativ. milde
respiratorische Erkrankungen."® SARS-Coronaviren kénnen nicht eindeutig zu einer der drei
bereits bekannten Gruppen zugeordnet werden. Es wurde die Zugehérigkeit zu einer neuen
vierten Gruppe vermutet,** aber auch die Zugehérigkeit zu einer Subgruppe 2b ist méglich,

die eventuell durch eine friihe Abspaltung von der zweiten Gruppe entstanden ist.'*"!

Das SARS-Virus-Genom® ist ca. 29.700 Nucleotide lang und ist in 14 ORFs (open reading
frames) organisiert, die fir insgesamt 28 Proteine codieren. Die Genomorganisation
(Abbildung 1-1) ist mit der charakteristischen Genabfolge [5'-Replicase-Spike-Envelope-
Membrane-Nucleocapsid-3'] typisch fir Coronaviren. Etwa zwei Drittel der RNA bestehen
aus dem Replikasegen, welches aus ORFla und ORF1b besteht. Durch die ORFs werden
zwei sich Uberschneidende Polyproteine aus dem RNA-Genom translatiert, die den viralen
Replikationskomplex bilden. ORF1a codiert fur Polyprotein ppla (486 kD) und ORFl1a und
ORF1b zusammen codieren fur pplab (790 kD). Wahrend der viralen Replikation werden die
Replikasepolyproteine durch zwei virale Proteasen prozessiert. Der zentrale und C-terminale
Teil dieser Replikasepolyproteine wird durch die autokatalytisch freigesetzte virale
Hauptprotease MP° (nsp5, 33.8 kDa) an 11 Stellen gespalten® und setzt die replikativen
Schlisselenzyme wie superfamily-1-like-Helicase (HEL1, nsp13) und RNA-abhangige RNA-
Polymerase (RdRp, nspl2) frei. Der N-terminale Teil wird durch die Papain-like-Protease
PLP™ (nsp3) an drei Stellen gespalten.'® Die Spaltung durch SARS-CoV-M"™ und SARS-
CoV-PLP™ ergibt 16 nicht-strukturelle Proteine™ (nsp, non structural proteins), die die

gesamte Information zur Virusreplikation enthalten.

Zuséatzlich zur Genomreplikation bewirkt der Replikasekomplex die Synthese von

subgenomischer mRNA, um die ORFs in Richtung 3‘ von ORF1b zu exprimieren. Diese

3-4,19-22
el

ORFs codieren fur insgesamt 12 Protein I die aus mindestens sechs akzessorischen
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Proteinen mit bisher unbekannter Funktion und mindestens vier Struktur-Proteine bestehen

(spike S, envelope E, membrane M, nucleocapsid N).

Neben den anderen bereits erwdhnten virusspezifischen Stoffwechselschritten wie der
Bindung des Virus an den Rezeptor ACE2 (angiotensin-converting enzyme 2), den
Viruseintritt in die Zelle, der Bildung von Viruspartikeln und deren Austritt, bilden besonders
die replikativen Prozesse der Transkription, Translation und Proteinprozessierung potentielle
Targets therapeutischer Strategien.”®?¥ Dabei sind die RNA-abhangige RNA-Polymerase
(RdRp), Helicase (HEL1), Hauptprotease M"* (3C-like cystein protease 3CL""°) und Papain-
like-Protease (PLP°) wichtige Schliisselenzyme, die ebenfalls hoch konserviert sind unter
Coronaviren.” Insbesondere die Hauptprotease MP ist die am besten untersuchte Protease
unter Coronaviren und auch des SARS-Coronavirus, da sie den Replikasekomplex nach
ihrer autokatalytischen Freisetzung in funktionelle Proteine spaltet. Inhibition dieser Protease
kann dadurch zum Stopp der Virus-Replikation fihren, wodurch sie ein vielversprechendes
Target fur die Anti-SARS-Wirkstoffentwicklung und auch fir Wirkstoffe gegen andere

Coronaviren darstellt.®??

Replikasegen Struktur- und Accessory-Proteine
8a
o | ORF1a s B | M |7 N
o | ORFib | aad JEL  Dsl M M B8
‘ b 8b
o | P E
nsp's |1 2 | ] g [l s 7] 8 e |om RdRp 1 HEL | [
pLpro Mpro 12 l 13 l 14 15 ‘ 16

Abbildung 1-1: Aufbau des SARS-Genoms und Spaltung der translatierten Replikasepolyproteine
durch die viralen Proteasen SARS-CoV-MP" (rote Pfeile) und SARS-CoV-PLP (blaue Pfeile)
(in Anlehnung an Lit.??)

1.1.2 STRUKTUR UND EIGENSCHAFTEN DER SARS-C0OV-HAUPTPROTEASE M"*°

Die Hauptprotease SARS-CoV-MP® formt im Kristall ein Homodimer,”?® das aus den
Monomeren A und B besteht, welche jeweils aus drei Dom&nen zusammengesetzt sind
(Abbildung 1-2) . Doméane | (Aminosauren 1-101) und Il (102-184) besitzen tberwiegend
eine Chymotrypsin-ahnliche B-Faltblatt-Struktur. Domane 1l ist Uber eine lange Schleife (185-
200) mit Doméane 1l (201-306) verbunden, welche aus funf durch Schleifen verbundenen a-

Helices besteht. Eine tiefe Spalte zwischen Domane | und Il bildet die Substratbindestelle,
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die das katalytisch aktive Zentrum der SARS-CoV-MP° enthalt (active site cleft). Der N-
Terminus (N-finger) von Protomer B nimmt eine Position zwischen Domane Il und Il des
anderen Monomers ein. lhm wird dadurch eine wichtige Rolle fir die Konformation des

aktiven Zentrums zugeschrieben.”>?"

Abbildung 1-2: Homodimer der SARS-CoV-MP™ (gelb: B-Faltblatt, rot: a-Helix); aktives
Zentrum mit Cys145 (dunkelblau) und His41 (hellblau); pdb-code 2AMD, generiert mit
PymoL"™ %@

Das katalytisch aktive Zentrum weist die Struktur einer katalytischen Diade auf, bestehend
aus einem neutral vorliegenden Cystein-Histidin-Paar (Cys145 und His41).262%%% Dije
Substrathydrolyse durch die SARS-CoV-MP erfolgt durch nucleophilen Angriff des Cystein-
Schwefels am Carbonyl-Kohlenstoff des Substrates, mit der grof3ten proteolytischen Aktivitét
bei pH 7.0 bis 8.5.%52":2%31 Bej dieser Enzym-Substrat-Reaktion lagert sich das zu spaltende
Substratpeptid entlang der active site cleft an das Enzym an, wodurch die jeweiligen
Aminosaurereste des Substrats mit bestimmten Bindetaschen des Enzyms in
Wechselwirkung treten. Fir die Enzym-Substrat-Wechselwirkung wird hierfir die
Nomenklatur nach Berger und Schechter® angewandt. Dabei werden die Aminosauren des
Substrats (Inhibitors) ausgehend von der Spaltstelle (aktives Zentrum) in Richtung N-
Terminus mit P1 bis Pn (non-primed site) bezeichnet und in Richtung C-Terminus mit P1’ bis
Pn’ (primed site). Die Bindungstaschen auf der Enzymseite werden entsprechend mit S1 bis
Sn und S’ bis Sn’ benannt.

Die Analyse der Spaltstellen des viralen Polyproteins zeigt fir die SARS-CoV-MP° eine
Substratspezifitat fir Leu-Gln|(Ala, Ser, Gly)-Sequenzen®®! (| markiert die Spaltstelle)
(Abbildung 1-3) . Dabei enthalt die S1-Bindetasche der SARS-CoV-MP?, die eine Spezifitat
zu Glutamin zeigt, u.a. die Imidazolseitenkette eines Histidin-Restes.” Die folgende
hydrophobe S2-Tasche ist spezifisch fir gro3e hydrophobe Reste wie Leucin, wobei auch
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Phenylalanin, Valin und Methionin toleriert werden. Diese Aminosauren fiihren jedoch zu
einer Aktivititsabnahme.”>* Die S3-Bindetasche zeigt keine Spezifitat fir eine spezielle
Seitenkette, wohingegen die S4-Tasche kleine hydrophobe Aminosauren wie Serin,
Threonin, Valin, Prolin oder Alanin bevorzugt. Die P1'-Tasche neben dem aktiven Zentrum in
Richtung des C-terminalen Endes weist eine Spezifitdt fir schmale aliphatische Reste wie

Serin, Alanin, aber auch Glycin auf.[®334

Peptidspaltung

P4 P3 P2 P1 I P1" P2 P3 P4

SARS-CoV-Hauptprotease

Abbildung 1-3: Substrat-Spezifitat der SARS-CoV-M"° B (Nomenklatur nach Berger
und Schechterlsz])

Diese Substratspezifitat an P2, P1 und P1‘' stimmt zum grof3en Teil mit der anderer bisher
untersuchter Coronavirus-Hauptproteasen uberein (TGEV, HCoV, FIPV, IBV, MHV), jedoch
weisen diese im Gegensatz zur SARS-CoV-MP° eine ausgepragtere Spezifitat der S2-
Tasche firr Leucin auf.®® Diese Ubereinstimmung der Substratspezifitat macht das Design

eines Breit-Spektrum-Inhibitors gegen alle Coronavirus-Hauptproteasen denkbar.

1.1.3 STRUKTUR UND EIGENSCHAFTEN DER SARS-COV-PAPAIN-LIKE-PROTEASE PL"°

Zusatzlich zur SARS-CoV-MP®, die den zentralen und C-terminalen Teil der
Replikasepolyproteine spaltet, wird der N-terminale Teil durch eine Protease mit Papain-
ahnlicher Struktur (SARS-CoV-PLP™, nsp3) gespalten. Im Gegensatz zu den meisten
anderen Coronaviren (TGEV, HCoV, MHV), die zwei Papain-like-Proteasen (PL1"° und
PL2"°) besitzen, Gbernimmt bei SARS-Coronaviren eine einzige Papain-like-Protease die
Substrathydrolyse.* 3% Dje Spaltung des Polyproteins erfolgt an drei Stellen mit LXGG |-
Sequenzen (P4-P1), wodurch die nicht-strukturellen Proteine nsp 1-3 freigesetzt werden.?"%!
Die SARS-CoV-PL"" besteht aus vier verschiedenen Domanen: Daumen, Handflachen- und
Fingerregion erganzt durch die vierte N-terminale Ubiquitin-ahnliche Doméane (Ubl). In der
Finger-Region bilden vier Cysteinreste eine Zink-bindende Region, die ein wichtiger

struktureller Bestandteil fiir die Proteaseaktivitat ist.*®' Die SARS-CoV-PLP® besitzt eine fir
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Papain-like-Proteasen typische katalytische Triade (Cys-His-Asp).®"%® zusatzlich zur
Hydrolyseaktivitat besitzt die SARS-CoV-PLP™ eine starke deubiquitinierende Aktivitat.">

1.2 VORKOMMEN, BEDEUTUNG, AUFBAU UND KATALYTISCHE AKTIVITAT ANDERER
CYSTEINPROTEASEN

Die Gruppe der proteolytischen Enzyme (Proteasen), zu der auch SARS-CoV-M"° und
SARS-CoV-PLP™® gehéren, ist im Tier- und Pflanzenreich weit verbreitet.*” Vertreter finden
sich ebenfalls bei Viren, Bakterien und Parasiten.”?! Proteasen spielen durch ihre spezifische
Hydrolyse von Peptiden eine wichtige Rolle in vielen Signalwegen und ihre Dysregulation hat
eine groRe Bandbreite an gravierenden Erkrankungen zu Folge. Zu diesen gehbren
pathologische Vorgange im Menschen wie cardiovaskuldre und inflammatorische
Erkrankungen, Krebs, Osteoporose und neurologische Erkrankungen.**¥ Die Regulation
der Proteaseaktivitat in Parasiten, die zur Invasion und Erndhrung im Wirtsorganismus
bendtigt wird, erméglicht die Bekdmpfung von durch Parasiten verursachten tropischen
Krankheiten wie Malaria, Leishmaniose, Chagas-Krankheit und Afrikanische
Schlafkrankheit.” Auch andere Viren benétigen Proteasen zur Virusreplikation und
Produktion neuer Virionen, was bei viralen Erkrankungen wie durch Rhinoviren verursachtem
Schnupfen, Poliomyelitis und Hepatitis A und C ausgenutzt werden kann."%44

Enzyme, die Peptidbindungen hydrolysieren (Proteasen, EC 3.4), kdnnen einerseits durch
die Position der Spaltung am N- oder C-Terminus bzw. in der Mitte des Substrates in Amino-
und Carboxypeptidasen (Exopeptidasen, EC 3.4.11-19) bzw. Endopeptidasen (EC 3.4.21-
99) unterschieden werden."® Eine weitere Einteilung erfolgt beziiglich ihrer Aminosauren im
aktiven Zentrum in Aspartat-, Cystein-, Serin-, Threonin- und Metalloproteasen. Diese
Einteilung findet sich auch im MEROPS-System wieder,"® das die Proteasen je nach
Abstammung in Clans einordnet, dessen erster Buchstabe den Katalysemechanismus angibt
(A, C, S, T, M, P (gemischter Clan), U (unknown)). Proteasen dieser Klassen spalten
Peptidbindungen durch unterschiedliche Mechanismen. Serin-, Cystein- und auch Threonin-
Proteasen verwenden dafiir eine kovalente Katalyse, also die Knipfung einer Atombindung
zwischen Enzym und Substrat an der zu hydrolysierenden Peptidbindung. Im Gegensatz
dazu findet bei Aspartat- und Metalloproteasen die Spaltung ohne kovalente Bindung
zwischen Enzym und Substrat statt.*?

Die coronavirale Hauptprotease SARS-CoV-MP wird aufgrund ihrer Ahnlichkeit zu

picornaviralen 3C-Proteasen (3C"°) auch 3CLP° genannt und durch ebenfalls entfernte



8 Einleitung

strukturelle Ahnlichkeit ihrer B-Faltblatt-Struktur mit der Serin-Protease Chymotrypsin in den
Chymotrypsin-Clan PA(C) eingereiht.”® Dadurch ist sie in eine Gruppe von gemischt
katalytischen Endopeptidasen mit Cystein oder Serin als Nucleophil im aktiven Zentrum
eingeordnet. Wie auch die anderen coronaviralen Hauptproteasen TGEV-MP", HCoV-229E-
MP® IBV-MP® und MHV-MP® wird die SARS-CoV-MP* der Familie C30 zugeordnet
(Endopeptidasen von Coronaviren)."® Coronavirale MP°s ahneln im Aufbau des
katalytischen Zentrum zwar den picornaviralen 3C Proteasen (Familie C3), besitzen jedoch
keine katalytische Triade (Cys-His-Asp/Glu), sondern eine katalytische Diade mit einem
Cystein-Histidin-Paar.*® Diese Diade liegt jedoch nicht wie in Cystein-Proteasen der Papain-
Familie (CA-Clan, C1-Familie) prékatalytisch als lonenpaar (Cys-S und HisH"), sondern
neutral vor. Die Aufgabe der fehlenden dritten Aminoséure im aktiven Zentrum als H-
Bruickenakzeptor wird bei coronaviralen MP°s durch ein konserviertes Wassermolekdl
iibernommen.?** Sowohl die SARS-CoV-MP® (Cys145 und His41)®! als auch die

pro

Hauptprotease des humanen Coronavirus (HCoV-M"") und die Hauptprotease des TGE-

[47]

Virus“™" weisen diese Struktur der katalytischen Diade auf (Cys144 und His41). Cystein dient

hierbei als Nucleophil und Histidin als Saure-Base-Katalysator.?>2®!

HN_\\ S /\O HN W\ + Ry ¢ NIRZ
N N N NH H
Y R1)I\”’R2 $

H,
7 .
(HliS) (Cys) L (H|i3) (Cys)
| |
[ _sArs-Cov-mPe I [ sars-cov-mPe
IV |- R—COOH Il - R,~NH,
HN_\\+ O_ HN—\\ R4 O
. H .
(Hie (Cys) 20 (His) (Cys)
| D — |
(_sars-Cov-mPe ) m [ sars-Cov-mre

Abbildung 1-4: Katalytischer Mechanismus der Substratspaltung durch
SARS-CoV-M"® angelehnt an Chymotrypsin-ghnliche Serinproteasent*!

Der Mechanismus der Substratspaltung durch SARS-CoV-MP* 8 findet &hnlich der Peptid-
Hydrolyse durch Chymotrypsin-dhnliche Serinproteasen statt und beinhaltet vier

Reaktionsschritte (Abbildung 1-4) .47 Der erste Schritt ist die Assoziation des freien
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Enzyms und des Substrates (Michaelis-Komplex). Der nucleophile Angriff des Cysl145-
Schwefels auf die Carbonylverbindung wird von His41 als Base unterstitzt. Diese fuhrt zur
Ausbildung eines tetraedrischen Ubergangszustandes (1), in dem die negative Ladung des
Carbonyl-Sauerstoff-Atoms durch H-Briicken zum Peptidrickgrat des Enzyms (oxyanion
hole, gebildet aus Gly143 und Cys145) stabilisiert wird. Die Protonierung des Amid-Stickstoff
(Saurekatalyse) und die darauffolgende Freisetzung des Amins RNH, fihren zur Acylierung
des Enzyms (kovalenter Thioester, Il). Im folgenden Schritt reagiert das Acyl-Enzym mit
einem durch His41l aktivierten Wassermolekil unter Ausbildung eines weiteren
Ubergangszustandes und Bildung des zweiten Produkts (Deacylierung, lll). Die Freisetzung

dieses Produkts fuhrt zur Regeneration des freien Enzyms.

o
HN—\ 0 HN_\ H
\\ 4 W+ R —'—N’
NH Z ~_ NH ™1 R
N s R MR s R
(His) (Cys) H (HliS) (Cys)
| > |
[ sARs-Cov-PLPOY ( sars-Cov-PLP®Y
- R{—COOH - R2=NH;

o
N HN Ry O
. \ 1
(H) (C:ys) H20 (His) (C:ys)

[ sARs-Cov-PL"} [ sARs-cov-PLP®Y

Abbildung 1-5: Katalytischer Mechanismus der Substratspaltung
durch Papain-ahnliche Cysteinproteasen

Die coronavirale Protease SARS-CoV-PL"® wird dem Clan CA (Cysteinproteasen)
zugeordnet,®*®! die eine strukturelle Ahnlichkeit zu Papain (CA-Clan, C1-Familie) besitzen.
Sie bildet mit weiteren Papain-like-Proteasen von TGEV, HCoV-229E, IBV, PEDV und MHV
die Familie C16 (Endopeptidasen von Coronaviren). SARS-CoV-PL"® besitzt eine
katalytische Triade (Cys-His-Asp), in der Cystein und Histidin wie in Papain prékatalytisch als
Thiolat-Imidazolium-lonenpaar vorliegen (Abbildung 1-5) . Papain selbst besitzt jedoch nur

eine katalytische Diade aus Cys25 und His159.1



10 Einleitung

1.3 SARS-CoV-M™° ALS TARGET FUR INHIBITOREN

Nach Aufklarung des Genoms des SARS-Virus rickte die an der Replikation hauptsachlich
beteiligte Protease SARS-CoV-MP? schnell in den Fokus des Forschungsinteresses. Ein
Grund dafir war das Vorhandensein der Kristallstrukturen anderer Coronavirus-
Hauptproteasen.?**"! Ein Sequenzabgleich zeigte eine starke Homologie, insbesondere der
Substrat-Bindetasche, der SARS-CoV-MP° zu den Hauptproteasen anderer Coronaviren wie
TGEV und HCoV-229E. Aufbauend auf dieser Erkenntnis wurde ein Homologiemodell der
SARS-CoV-MP® entwickelt basierend auf der Kristallstruktur von TGEV-MP* und HCoV-
229E-MP™® und auf der Kristallstruktur von TGEV-MP® im Komplex mit einem

substratanalogen Hexapeptidylchlormethylketon-Inhibitor (CMK, Abbildung 1-6 ).

CONH, 0 0 CONH,

H
O O
H H H
H H o = H o) = H o)

Abbildung 1-6: Substratanaloges Hexapeptidylchlormethylketon (CMK)

Der CMK-Inhibitor stellt aufgrund seiner hohen Reaktivitat und seiner leichten Spaltbarkeit
durch Proteasen im Gastrointestinaltrakt jedoch keinen sinnvollen Wirkstoff dar.?*! Aufgrund
der strukturellen Ahnlichkeit der rhinoviralen (HRV) 3C-Protease und Ergebnissen aus
Molecular-Modeling-Studien wurde daraufhin Ruprintrivir® (AG7088, Abbildung 1-7 ) als
Leitstruktur zur Inhibitorsuche vorgeschlagen. Dieser vinyloge Ester befand sich zu diesem

Zeitpunkt in klinischen Studien als HRV-3CP®-Inhibitor.?**"!

© NH

Abbildung 1-7: Ruprintrivir (AG7088),
HRV-3C""-Inhbitor in klinischen Studien

Basierend auf diesen Homologie-Modellen wurde anfangs versucht durch Virtual-Screening-
Methoden,®®%% d.h. computergestiitztem Durchsuchen von Molekiildatenbanken, Inhibitoren
der SARS-CoV-MP” zu finden. Durch die schnelle Aufklarung der Kristallstruktur der SARS-



Einleitung 11

CoV-MP° mit dem substratanalogen CMK-Inhibitor®™ und der Entwicklung von
photometrischen und fluorimetrischen Assays zur Testung von Inhibitoren konnte eine
intensive virtuelle und auch experimentelle Suche nach neuen Leitstrukturen durchgefihrt

werden.

1.3.1 ENZYMASSAYS ZUR TESTUNG VON SARS-C0OV-M" °-INHIBITOREN

Die Aktivitdit von Proteasen und dadurch auch die Wirkstarke eines Inhibitors kann in
Enzymassays®® bestimmt werden, welche auf der Hydrolyse eines peptidischen Substrats
durch das Enzym basieren. Dabei wird unterschieden zwischen Enzymassays, die auf durch
eine Markierung veranderten Substraten basieren und solchen, die Sensoren verwenden, die
mit natdrlichen, unmodifizierten Substraten arbeiten kénnen. Als Grundgerust der Substrate
werden Peptide verwendet, die die bevorzugte Aminosauresequenz des Enzyms am viralen
Polyprotein imitieren. 2335

Zu Beginn der Suche nach geeigneten Wirkstoffen gegen SARS wurden die Verbindungen in
HPLC-UV-Assays® % getestet. Dafir werden natiirliche, unmodifizierte Substrate
verwendet, die den Vorteil bieten, dass keine zusatzliche Markierung notwendig ist.

Um einen héheren Durchsatz an Verbindungen zu erreichen in Richtung High-Throughput-
Screening (HTS) wurden die Tests auf Fluoreszenzassays umgestellt.®”% Dabei finden
fluorogene und chromogene Substrate®™ ihren Einsatz, die durch Eliminierung ein
Reportermolekil generieren, das mittels Fluorimetrie oder Photometrie detektiert werden
kann. Dabei wurden auf der einen Seite Substrate mit fluorogenen Gruppen wie Rhodamin®
oder 7-Amino-4-carbamoyl-coumarin®® (ACC) verwendet, der GroRteil der SARS-CoV-MP"*-
Enzymassays basiert jedoch auf FRET-Substraten®®" (fluorescence/forster resonance
energy transfer). Hierbei wird ein Substrat verwendet, bei dem ein Fluorophor-Quencher-
Paar durch die enzymatische Spaltung einer labilen Substratbindung voneinander getrennt
wird. Daraus resultiert ein Anstieg der Fluoreszenz.

Im Falle des Fluorophor-Quencher-Paares (Abbildung 1-8) wird der Donor mit Licht
entsprechender Wellenlange angeregt und durch den geringen Abstand im intakten Substrat
absorbiert der nicht angeregte Akzeptor das durch den Donor emittierte Licht. Dadurch wird
die Fluoreszenz unterdriickt, was als inneres Quenching bezeichnet wird. Dies tritt auf, wenn
das Emissionsspektrum des Donors mit dem Absorptionsspektrum des Akzeptors tberlappt
und die Distanz zwischen den beiden Fluorophoren im Bereich 4-8 nm (40-80 Angstrom)

liegt.®” Tritt eine Substratspaltung durch das Enzym ein, entfernen sich Donor und Akzeptor
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voneinander und der Akzeptor kann die Fluoreszenz des Donors spatestens ab einem
Abstand von 100 Angstrom!®® nicht mehr langer unterdriicken. Je mehr Substrat gespalten

wird, desto hoher ist dadurch die messbare Fluoreszenz.

Abbildung 1-8: a) FRET-Substrat mit peptidisch verknipftem Donor und Akzeptor (inneres Quenching);
b) nach der Spaltung des FRET-Substrats durch das Enzym erfolgt Fluoreszenz des Donors

Im Vergleich zu den anfangs angewandten HPLC-Assays mit unmarkierten Substraten
ermoglichen markierte Substrate ein kontinuierliches Monitoring der proteolytischen Aktivitéat
und eine sensitivere Detektion. Zusatzlich dazu ist eine Umstellung auf High-Throughput-
Screening-Methoden®***® einfacher realisierbar, was eine zeitsparendere Messung
ermoglicht.

Neben dem am haufigsten fir SARS-CoV-MP verwendeten FRET-Paar Dabcyl/Edans sind
eine Reihe weiterer FRET-Substrate verfligbar (Tabelle 1-2) . Das in SARS-CoV-MP"°-Assays
am zweithaufigsten verwendete Paar Abz/Tyr(NO,) zeigt verglichen mit Dabcyl/Edans eine
hohere Sensitivitat in FRET-basierten Assays.™ Neuere Entwicklungen beinhalten
Fluorophore mit Absorption in anderen Wellenldngenbereichen (AlexaFluor und CAIlFluor
Derivate), die im Gegensatz zu vorher verwendeten FRET-Paaren ein rot-verschobenes
Emissionsmaximum zeigen. Diese sollen eine weniger starke unspezifische Interaktion mit
gefarbten Substanzen ergeben, wodurch falsch-positive Ergebnisse verhindert werden
sollen.® Zusatzlich dazu zeigen AlexaFluor-Kombinationen eine deutlich stérkere

Fluoreszenz als Dabcyl/Edans und Abz/Tyr(NO,).
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FRET-Assays eignen sich besonders fir Enzyme, die aufgrund ihrer Substratspezifitat in
Position P1‘ fur kleine Aminoséuren keine grofden Chromophor-Molekile akzeptieren. Aus
diesem Grund werden bei SARS-CoV-MP"°-Assays hauptsachlich FRET-Substrate an Stelle

von fluorogenen Substraten, die z.B. mit AMC markiert sind, verwendet.

Tabelle 1-2: Verwendete FRET-Paare in Enzymassays an SARS-CoV-MP"°

Donor Akzeptor Aex/Aem [NmM] Literatur
[} N ; [10,31,57,63,71-
Z %) , 330-360/ L5762,
<C HOOC—< >—N:N—< >—N
a ve z ' 490-538 o
L SOsH a
o =
s 355-558/
E O HOOC— )—N:N—< >—N/ [30]
© ?E A 558-581
= o
COOH
= NH,
COOH 8 - COOH
N NH, E, Q 320-340/ [59-60,70,92-94]
< S S 400-440
E OH
COOH N
N " a @ 320-362/ o5
< ( j a NO; 420-440
OH
NO,
< COOH a [96]
O N c 320/405
S (m] NO,
MeO oo oH
o}
> ~
L © > [34,97]
g ® n 490/535
o) g
<C
<) -
= < N
T [34]
9 % 5‘) 595/629
% (€]
oo O,N
> ~ \
— ! N N=N N=N
Lo a - - {} - 584/612 toe]
49 OCE /Ou T o] MeO
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1.3.2 INHIBITOREN DER SARS-CoOV-M°

Bei der Entwicklung von Inhbitoren der SARS-CoV-MP® wurden die zwei generellen
Strategien der peptidbasierten bzw. nicht-peptidbasierten Inhibitoren verfolgt.

Peptidbasierte Inhibitoren ahmen das natlUrliche Substrat des Enzyms nach
(Substratmimetika), = wodurch  die  notwendige  Affinitdt zur  Bildung eines
Assoziationskomplexes zwischen Enzym und Inhibitor gewahrleistet wird. Dieser peptidische
Teil wird ergénzt durch den Anbau einer reaktiven Kopfgruppe (warhead). Diese adressiert in
der Regel eine Bindungstasche des aktiven Zentrums (S1 bzw. S1°), um dort durch die
kovalente Bindung an die katalytisch aktiven Aminosauren eine Deaktivierung der Protease

zu bewirken.

Tabelle 1-3: Auswahl an peptidischen Inhibitoren der SARS-CoV-MP"*

Struktur Ki [uM] ki[10°s™] kang [M7's™] Literatur

° NH
71 w9 oD [96]
Ner QLKL HE Lo on 6.70.4 2.6:0.2 .
o A " o A 0

ooy
Ne 2 I?H i E; 0.058* - - o1
= coz. N\)J\N _~__OEt .

NI iy
o o
Ne 3 cbz\NINNJLN H 0.053* - - (1)
H o H H o

H,N_O
25 o
Ne 4 oy ONgLﬁfNoysﬂ*oa 18.049.0 35417 19004400 021

o
o N_J

Ne 5 g9 W9 21.0+4.3 - - [99]

AN
o
Ne 6 Cbz’n\er\Ij:[(HiN/Eai/} 2.240.8 - _ [99]
2 H g \’_H JS

* Assay mit 20 min Prainkubation von Enzym und Inhibitor
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Viele solcher Inhibitoren basieren auf dem als Leitstruktur vorgeschlagenen HRV-3CP*°-
Inhibitor Ruprintrivir?>?*! (AG7088, Abbildung 1-7 ). Trotz durch Docking vorhergesagter
guter Passgenauigkeit der Verbindung in die Bindetasche der SARS-CoV-MP zeigt AG7088
selbst jedoch keine inhibitorische Aktivitat gegeniiber der SARS-CoV-MP*."®¥ Die bisher
entwickelten Inhibitoren besitzen im peptidischen Teil hauptsachlich das durch die
Substratspezifitat vorgegebene Leu-GIn-Motiv, erganzt durch unterschiedliche reaktive
Kopfgruppen (Tabelle 1-3). Hierfir wurden die fir Protease-Inhibitoren typischen
warheads™® der Michael-Akzeptoren®7379.9697.101-1021 " (No  1.2)  Aldehydel®*®¥ (Ne 3),
Epoxide® (Ne 4), Epoxyketone®® und Halomethylketone % (Ne 5) verwendet, sowie
weitere Carbonylderivate®™ (Ne 6) und Phthalhydrazid-substituierte Keto-Glutamin-

Analoga. 893103

Neben den peptidischen Inhibitoren, die mit ihrer reaktiven Kopfgruppe sowohl reversibel
(z.B. Aldehyde, Ketone) als auch irreversibel (z.B. Michael-Systeme) mit dem Cystein-
Schwefel des aktiven Zentrums reagieren kénnen,”? liegt das Hauptaugenmerk auf der
Entwicklung nicht-kovalenter, nicht-peptidischer Wirkstoffe. Der Grund hierfir liegt in der
meistens geringen Selektivitat der peptidischen Inhibitoren fur die Zielprotease und deren
genereller Aktivitat als elektrophile Agentien, was verstarkt zu Nebenwirkungen flihren
kann."? Aus diesem Grund werden nicht-kovalente Inhibitoren peptidbasierten Inhibitoren
mit warhead vorgezogen v.a. bei der Entwicklung von Therapeutika gegen chronische

Krankheiten.

Eine weitere Strategie zur ldentifizierung von Leitstrukturen fir SARS-CoV-MP*-Inhibitoren
ist das Screening bereits vorhandener Substanzbibliotheken, welche auch bereits bekannte
Wirkstoffe und Naturstoffe enthalten konnen. Dieses Screening kann entweder
computergestutzt mit Hilfe von Rechenmodellen (Virtual Screening) oder experimentell durch
In-vitro-Verfahren in Enzymassays erfolgen. Beim Virtual Screening wird zwischen Ligand-
basiertem und Struktur-basiertem Screening unterschieden. Der Ligand-basierte Ansatz
beruht auf der Identifizierung struktureller Merkmale von Wirkstoffen (z.B.
hydrophobe/hydrophile Gruppen, H-Donoren/-Akzeptoren), die in einer bevorzugten Bindung
an die Zielstruktur resultieren (Pharmakophor-Modell). Anhand der gefundenen Merkmale
kann dann eine Ahnlichkeitssuche in Molekulbibliotheken vorgenommen werden. Der
Struktur-basierte Ansatz betrachtet den Enzym-Inhibitor-Komplex als Ganzes, meist anhand

einer bekannten Kristallstruktur. Mit Hilfe der daraus erhaltenen Information Ulber die
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Geometrie und Bindungseigenschaften der Substratbindungstaschen im aktiven Zentrum
des Enzyms lassen sich detaillierte Wechselwirkungsmodelle ableiten. Struktur-basiertes
virtuelles Screening wurde im Falle von SARS-CoV-MP° mithilfe der erhaltenen
Kristallstrukturen durchgefiihrt,7+76:78:808183.104-113] |,y | eitstrukturen zu finden und dadurch
die Anzahl an potenziellen Kandidaten bereits vor den experimentellen Testungen
einzuschrénken.

Als alleinige oder ergdnzende Methode zum virtuellen Screening erfolgt das experimentelle
Screening der Testkandidaten durch In-vitro-Testsysteme, z.B. fluorimetrische Enzymassays
an der SARS-CoV-MP° oder Zell-Assays an infizierten Vero6-Zellen. Durch die
Automatisierung solcher Testsysteme (HTS = High-Throughput-Screening) konnte ein
deutlich héherer Durchsatz erreicht werden.

Zur Auffindung von SARS-CoV-MP*-Inhibitoren wurden sowohl experimentelle Screening-
Verfahren von Naturstoffbibliotheken,[?#91%1 3|s auch von ,normalen“ chemischen
Bibliotheken!*0:57-59.70.74-75,82,85,87,89-90.93-94 114-118] * gj,rchgefithrt, wobei teilweise anschlieBend
durch Derivatisierung schon eine Optimierung erreicht werden konnte. Das experimentelle
Screening reiner Wirkstoffbibliotheken®®*"® pesitzt den Vorteil, dass der Ruickgriff auf
bereits bekannte Verbindungen die zeitlich aufwandige Ausarbeitung neuer Synthesen
Uberflissig macht. Besonders der Einsatz von bekannten Arzneistoffen ermdglicht dies, da
ein Einsatz gegen SARS-CoV aufgrund bereits vorhandener klinischer Daten Uber diese

Arzneistoffe sehr schnell und kostengiinstig moglich wére.

Tabelle 1-4: Auswahl an nicht-peptidischen oder peptidomimetischen Inhibitoren der SARS-CoV-MP°

Struktur Ki [uM] 1Cs0 [UM] Literatur
H
HO. N 00 o
Ne 1 24 0.05 . (9l
@0/ r1ﬁ:i/u\OH
[}
I
Ne 2 mo - 0.95 f11s]

S
Ne 3 NS Om/@ - 0.5+0.3 trol

v 9 H : (TR
Ne 4 Cbz/NgLﬁN:J\AﬁJINf”m 0.073+0.008 0.8 te2]
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Zu den durch experimentelle Screenings, teilweise kombiniert mit virtuellen
Screeningmethoden, identifizierten Leitstrukturen (Tabelle 1-4) gehoren natirliche
Polyphenole!®, zink- und Quecksilber-konjugierte Verbindungen®"*% (Ne 1), bifunktionelle
Arylborons&uren™!, Chinolincarboxylate®*®, Cinanserin-Derivatel®®®, |satin-Derivate!**® (Ne
2), Chloropyridin-Derivatel’®9-°4117118 (No 3) C,-symmetrische peptidomimetische Diole*8?
(Ne 4), Diarylsulfonel™, Aziridine™**!, Benzotriazole® ! Pyrazolone®”*, Ethacrynsaure-
Derivate®™ und weitere Verbindungen."** Die Hemmdaten (K-Werte) der Inhibitoren
reichen bisher jedoch noch nicht in den unteren nanomolaren Bereich. Zudem wurden noch

keine préklinischen Studien durchgefihrt.

Durch die variierenden Assaybedingungen der forschenden Arbeitsgruppen ergibt sich sehr
oft das Problem der schlechten Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit der publizierten
Hemmdaten. ICso-Werte lassen aufgrund ihrer Abhangigkeit von der eingesetzten
Substratkonzentration in der Regel nur einen Vergleich von Inhibitoren innerhalb einer
Assay-Reihe zu. Dies kann durch die Bestimmung von K-, k-, und k;,q-Werten vermieden
werden, da diese eine Quantifizierung der Enzymhemmung unabhangig von den
Assaybedingungen erméglichen (vgl. Kap 3.1). Weitere Effekte™® konnen ebenfalls zur
falschen Interpretation der erhaltenen Hemmdaten flihren. Dazu zéhlen eine mangelnde
Aufklarung des Inhibitions-Mechanismus (reversibel/irreversibel), Fluoreszenzquenching
(inner filter effect), wie auch die unspezifische Hemmung durch Aggregation (vgl. Kap. 3.1.4).
Neben diesen rein Assay-bezogenen Problemen sollten ebenfalls die Selektivitat einer
Substanz, d.h. die Affinitdt zum Target im Vergleich zu anderen Proteinen, und auch die
Cytotoxizitat betrachtet werden.

Da Publikationen teilweise keine Angaben zu diesen nétigen Informationen enthalten und
sich durch Tests im eigenen Arbeitskreis einige publizierte Hemmdaten nicht bestéatigen
lieen, ist einer uneingeschrankten Verwendung solcher Daten fir z.B. virtuelles Screening

Vorsicht geboten.

1.3.3 INHIBITOREN DER SARS-CoOV-PL™°

Die Analyse der Hemmkonstanten in SARS-CoV-PL”°-Assays erfolgt ebenfalls mithilfe von
markierten Substraten. Hierbei kommen FRET-Substrate zum Einsatz, die die Spaltsequenz
LKGG| und Dabcyl/Edans™" oder Abz/EDDP (N-Ethylendiamin-2,4-dinitrophenylamid)®® als
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FRET-Paare enthalten. Weiterhin werden Substrate mit 7-Amino-4-methylcumarin (AMC) als
fluorogener Gruppe und der Spaltsequenz LRGG| verwendet (LRGG-AMC).*?%124
Verglichen mit der SARS-CoV-MP° sind fir die SARS-CoV-PLP™ bisher nur sehr wenige
Inhibitoren bekannt, was unter anderem auf die relative spate Aufklarung der
Kristallstruktur®! zurtickzufithren ist. Durch fluoreszenzbasiertes High-Througput-Screening
und synthetische Strukturvariation der daraus erhaltenen Leitstrukturen wurden bisher
Purinanaloga™! mit ICs,-Werten im unteren mikromolaren Bereich (ICs, = 4.4 pM) als auch
unterschiedliche  2-Naphthylmethyl-Derivate™**! im oberen nanomolaren Bereich
(ICsp = 0.32 uM) als Inhibitoren der SARS-CoV-PLP* entwickelt.

14 ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit ist es durch interdisziplindre Projekte neue reversible
peptidische als auch nicht-peptidische Inhibitoren der SARS-Coronavirus-Hauptprotease
(SARS-CoV-MP) zu synthetisieren und durch bereits etablierte fluorimetrische Enzymassays
hinsichtlich ihres Inhibitionsmechanismus zu charakterisieren. Dabei wurden drei Teilprojekte

bearbeitet, die auf unterschiedlichen Vorarbeiten basieren:

MORPHOLIN-DERIVATE

Das erste Projekt basiert auf dem bereits im Arbeitskreis synthetisierten peptidischen
Inhibitor AB73. Dieser wurde durch Zufall als Hauptprodukt einer Umlagerungsreaktion im
Rahmen einer Synthese zur Veknipfung von N-alkylierten Aziridincarbonséauren mit Di- und
Tripeptiden erhalten (Schema 1-1). AB73 zeigte in durchgefihrten Enzymassays 40 %
Hemmung (100 uM) der SARS-CoV-MP"°,

1) LIOH*H,0

N

[BNEREN
HN N N
Etozc“A 2) Chg-Val-AlaOBn %\(f)r TN O/\©

DPPA, TEA O 0
AB73

Schema 1-1: Synthese von AB73

Im Rahmen dieses Projektes sollen dem AB73 analoge Tripeptide mit unterschiedlichen

heterocyclischen Bausteinen am N-Terminus synthetisiert werden. Durch den Austausch des
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Morpholin-Restes durch andere Heterocyclen soll eine mit Hilfe von Docking-Rechnungen

postulierte bessere Bindung in die S1 Tasche ermdglicht werden (Abbildung 1-9).

Abbildung 1-9: Uberlagerung von Morpholin-Derivat AB73
mit dem analogen Pyridin-Derivat MH133

Anstelle der bisher verwendeten Aminosdure Cyclohexylglycin soll mit Leucin eine
kostengunstigere Route eingeschlagen werden die trotzdem die gleiche Affinitat zur S2-

Bindetasche aufweist.

Folgende Variationen werden verfolgt:
1 Ersatz des Cyclohexylglycins durch Leucin
2 Variation der Morpholin-Gruppe durch aromatische und nicht-aromatische

Heterocyclen (Pyridin-, Pyrrolidin-und Piperidin-Derivate)

PYRIDYLESSIGSAURE -DERIVATE

Das zweite Projekt greift auf die Strategie des virtuellen Screening zur Identifizierung von
Peptidomimetika zurtick. Auf der Grundlage der Fragmentierung eines cokristallisierten
Liganden N9 (Abbildung 1 -10) wurde eine 3D-Substruktur entwickelt, mit der nach
verwandten Molekilen gesucht wurde. Dies erfolgte auf Basis der Kristallstruktur 2AMD
(pdb-code).
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Abbildung 1-10: Ligand N9

Durch diese scaffold-hopping-Methode wurde das peptidische Pyridylmethylamino-Derivat
des Leucins (THS 194, Abbildung 1-11) als beste Verbindung identifiziert und im
Arbeitskreis synthetisiert und getestet (Hemmung 20 % (20 uM)). Angelehnt an diese
Verbindung wurde im Arbeitskreis bereits eine Serie von Analoga synthetisiert, die an der

SARS-CoV-MP" sowie an SARS-Viren schwach wirksam sind.

Z
\ //
pu)
Iz
(@]
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I

Abbildung 1-11: Pyridylmethylamino-Derivat des Leucins und postulierter Bindemodus

Zielsetzung dieses Projektes ist die Synthese und Testung einer Substanzreihe mit inverser
C-N-VerknlUpfung, d.h. der Leucin-Cyclohexylrest soll an Pyridylessigsaure-Bausteine

anstelle von Pyridylmethylamino-Bausteinen gekuppelt werden (Abbildung 1-12).

Abbildung 1-12: Substanzreihe mit Pyridylmethylamino- (links) und Pyridylessigsaure-
Bausteinen (rechts)
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Geplante Strukturvariationen sind der Ersatz des Cyclohexan-Rings durch ein Dipeptid wie
beispielsweise Valin-Alanin, das die S4-S3-Bindetaschen der SARS-CoV-MP° adressiert.
Weiterhin sollen Substituenten in a-Position des Pyridin-Ringes eingefiihrt werden (=R), um
dadurch die Interaktion mit den bisher nicht adressierten S1‘- und S2'-Bindetaschen zu
erhdéhen. Durch die geplanten Variationen wird eine erhohte Affinitdt zum Enzym durch

Interaktion mit einer groReren Anzahl an Bindetaschen erwartet.

1
2,0
X N N
| A 0 H
%,_/
2
1 Variation des Substituenten R, Variation der C-Kette zwischen Pyridin-Ring und

Saurefunktion in Lange und Doppelbindungscharakter

2 Ersatz des Cyclohexylrestes durch Dipeptide

THIAZOL-DERIVATE

Aufbauend auf den publizierten Literaturwerten des reversibel bindenden Serotonin-
Antagonisten  Cinanserin®  (ICso = 4.92 uM, Abbildung 1-13 ) und der durch
Kooperationspartner entwickelten besten Dockingpose des Cinanserins in die Bindetasche
der Kiristallstruktur 2GZ7 (pdb-code) wurde eine 3D-In-Silico-Suche nach neuen nicht-
kovalent bindenden Substanzen durchgefuhrt. Dabei wurde eine kommerzielle
Substanzbibliothek (SPECS-SC, Stand Aug. 2006) durchsucht und die vorher gefilterten
Ergebnisse geclustert, um mdgliche Strukturklassen fir die Auswahl der Testkandidaten zu
entdecken.

(0]
H
N oA~S

Abbildung 1-13: Cinanserin

Die Testung der kommerziell erworbenen Substanzen eines dieser Strukturcluster lieferte ein
Thiazolamid (Specs08, Abbildung 1-14 ) als maRig aktiven Inhibitor (60-80 %, 100 pM;
Ki =69 + 14 uM). Eine weitere Substruktursuche nach Thiazolen wurde durchgefiihrt und

kommerziell erhaltliche Thiazolamide wurden erworben. Zusammen mit einer kleinen



22 Einleitung

Substanzbibliothek von 32 Thiazolamiden, die bereits durch Vorarbeiten im Arbeitskreis
synthetisiert wurden, erfolgte die Testung an der SARS-CoV-MP".

Diese Testung zeigte, dass eine Variation des vorgeschlagenen 5-Acetyl-4-methylthiazol-
Bausteins keine besseren Hemmkonstanten liefert als die Ausgangsverbindung. Eine
Variation des Saure-Bausteins deutete auf eine verbesserte Hemmung durch Einfihrung
eines Michealsystems und Verwendung von Halogen-Substituenten am Aromaten hin. Die
Verbindungen QY23 (Ki=42.2 + 3.5 uM), QY28 (32.0+ 2.0 uM) und QY31 (37 1.0 uM)

lieferten dabei die besten Hemmkonstanten (Abbildung 1-15) .

0]
N
YTSHJ\AQ
o

Abbildung 1-14: Specs08

Specs08, 69 uM QY23, 42 yM QY28, 32 uM QY31, 37 uM

Abbildung 1-15: Synthetisierte Thiazole mit den bisher besten erreichten Hemmkonstanten (K;)

Durchgefiuihrte massenspektrometrische Untersuchungen bewiesen eine nicht-kovalente
Inhibition der Protease durch QY28, wodurch diese Substanzklasse weiterhin attraktiv

erscheint.

Aufbauend auf diesen erhaltenen Trends soll eine weitere Optimierung der Hemmkonstanten

durch weitere Struktur-Verfeinerungen erreicht werden. Dabei sind folgende Variationen

angestrebt:
o]
N\
0 s
o]
2

Einflhrung anderer Substituenten/Aromaten
Verlangerung/Verkirzung der C-Kette, Einfilhrung von Doppelbindungen

3 Einfihrung von Substituenten am Benzolring
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THIAZOL-DERIVATE DER 2. GENERATION

Durch Enzymassays an im Arbeitskreis synthetisiertem und kommerziell erworbenem
Cinanserin®®! konnte dessen vermeintliche gute Aktivitdt (ICso = 4.92 uM) an der SARS-
CoV-MP™ nicht bestatigt werden. Eine entsprechende Folgepublikation der Arbeitsgruppe, die
den urspringlichen ICso-Wert publiziert hatte, bestatigte dies ebenfalls durch Angabe eines
deutlich hoheren ICs-Wertes (323 uM).®¥  Dadurch basiert die durch unsere
Kooperationspartner durchgefiihrte 3D-In-Silico-Suche bereits auf falschen Annahmen.

Als zweites Problem zeigte sich die Verwendung der Kristallstruktur 2GZ7 (pdb-code) mit
dem vermeintlich reversibel bindenden Liganden Lit1™ fiir Docking-Untersuchungen. Eine
genauere Inspektion der Originaldaten der Rontgenstruktur, sowie MS- und Kinetik-Daten
zeigen, dass die Hemmung der Protease im Gegensatz zur publizierten Interpretation
irreversibel ist. Der Inhibitor Litl reagiert dabei in einer nucleophilen aromatischen
Substitution mit dem Cystein-Rest des aktiven Zentrums unter Abspaltung der 2,4-Dichlor-1-
sulfonyl-phenyl-Gruppe (Schema 1-2).

O/
CI—<E E}—
05N CF3
HN A\ - HN_\+
N H X NH
K( s Litl K( S

(His) 9 (o) <c:ys) NO,

[ _sars-cov-mre {_sArscov-mee |

Schema 1-2: Irreversible Hemmung der SARS-CoV-MP™ durch Litl

el

lipophile Tasche |

4 Il
\ -
VAR — N

Abbildung 1-16: Einflihrung einer Glutamin-ahnlichen Seitenkette bei Thiazol-Derivaten
der 2. Generation, postulierter Bindemodus
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Durch diese fehlerhafte Basis bei der Leitstruktursuche erweist sich der Bindungsmodus der
Thiazolamide als fraglich. Das daraufhin durchgefiihrte Docking/Scoring mit einer anderen
publizierten Kristallstruktur (pdb:2AMD) legt die Einfihrung einer Glutamin-&hnlichen
Seitenkette in ortho-Position des Aromaten nahe (Abbildung 1-16) . Diese soll die S1-
Tasche adressieren und dadurch zu einer héheren Affinitat beitragen. Aus diesem Grund soll
eine zusatzliche Strukturvariation durch Einfihrung einer Glutamin-ahnlichen Seitenkette in

ortho-Position des Aromaten (4) erfolgen.

4
N 9 T
1 WIH“@ .
st

2

TESTUNGEN

Alle synthetisierten Verbindungen werden anschlieRend an den coronaviralen Proteasen
SARS-CoV-MP und SARS-CoV-PLP und ausgewahlte Verbindungen auch an SARS-Viren
getestet. Weiterhin werden Tests an anderen im Arbeitskreis vorhandenen Proteasen
durchgefuhrt, um die Selektivitdt der Inhibitoren zu untersuchen. Im Rahmen des
Sonderforschungsbereiches 630 werden die Aktivitdten der synthetisierten Verbindungen
gegen verschiedene pathogene Organismen (Leishmanien, Trypanosomen) sowie ihre

Cytotoxizitat untersucht.
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2 SYNTHESEN

Die Synthese potentieller SARS-CoV-MP°-Inhibitoren umfasst drei Teilprojekte, die auf

unterschiedlichen Vorarbeiten basieren.

MORPHOLIN-, PYRIDIN-, PYRROLIDIN-UND PIPERIDIN-DERIVATE

Das erste Projekt basiert auf einem synthetisierten peptidischen Inhibitor mit Morpholin-
Grundstruktur, der in Enzymassays 40 % Hemmung (100 uM) zeigte.

Strukturell sind die Morpholin-Derivate aus einer Morpholin-Kopfgruppe und dem Tripeptid
Leu-Val-AlaOBn zusammengesetzt. Die Synthese erfolgt aus diesem Grund uber die
Kupplung der als Saure vorliegenden aromatischen und nicht-aromatischen Heterocyclen
(Pyridin-, Pyrrolidin-und Piperidin-Derivate) mit dem synthetisierten Tripeptid Leu-Val-
AlaOBn (Schema 2-1). Sowohl fur die Synthese des Tripeptids als auch flr seine Kupplung

an die Saure werden Amidkupplungsreagenzien verwendet.

o) AL o)

Schema 2-1: Retrosynthese der Morpholin-Derivate

PYRIDYLESSIGAURE -DERIVATE

In  einem weiteren Projekt wurde durch scaffold-hopping ein peptidisches
Pyridylmethylamino-Derivat des Leucins als giinstige Verbindung identifiziert. Angelehnt an
eine im Arbeitskreis bereits synthetisierte Serie von Analoga soll diese durch eine
Substanzreihe mit inversem Aufbau des Leucin-Cyclohexylrestes ergénzt werden.

Analog zur Synthese der Morpholin-Derivate erfolgt hier die Kupplung von Leucin-
Cyclohexyl-Derivaten bzw. dem Tripeptid Leu-Val-AlaOMe/OBn an Pyridylessigséaure-
Derivate ebenfalls durch Amidkupplungsreagenzien. Die Substitution der Pyridylessigsaure-

Derivate mit Alkylresten in a-Position wird bereits vor der Kupplung mit den Aminosaure-
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Bausteinen Uber die Alkylierung von Lithium-Enolaten mit Halogen-Alkanen durchgefihrt
(Schema 2-2) .

|

A

IN/ 5

OEt

Schema 2-2: Retrosynthese der Pyridylessigsaure-Derivate

THIAZOLAMID -DERIVATE

Die Durchflihrung einer 3D-In-Silico-Suche innerhalb der SPECS-Substanzbibiliothek nach
neuen nicht-kovalenten Inhibitoren lieferte das Thiazolamid SPECS08 als malfig aktive
Verbindung. Aufbauend auf den Ergebnissen einer Kkleinen bereits synthetisierten
Substanzbibliothek von Thiazolamiden soll eine weitere Optimierung der Hemmkonstanten
durch Strukturvariationen erreicht werden.

Die Synthese der Thiazolamide erfolgt ausgehend von kommerziell erhaltlichen
Thiazolaminen durch Kupplung an kommerziell erworbene oder synthetisierte Zimtsaure-
Derivate (Schema 2-3). Hierbei erfolgt die Aktivierung der Carbonsaure sowohl durch

gangige Peptidkupplungsreagenzien, als auch tber die Stufe der Carbonséaurechloride.

0 0
N , N ,
\{I \>_NJ\’/\©R —> \N:[ S—NH, * HO™ ¥ | Ng
S = S P
0 0

Schema 2-3: Retrosynthese der Thiazolamid-Derivate

Im Folgenden werden die einzelnen Syntheseschritte der drei Substanzklassen und die

dadurch erhaltenen Verbindungen detailliert erlautert.
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2.1 VERWENDETE KUPPLUNGSMETHODEN ZUR AUSBILDUNG VON AMIDBINDUNGEN

Der Grofteil der durchgefuhrten Synthesen basiert auf der Kniipfung von Amidbindungen
zwischen Amin- und Carbonséaure-Bausteinen. Zu ihrer Darstellung wurden unterschiedliche

Kupplungsmethoden verwendet, die im Folgenden erlautert werden.

2.1.1 KUPPLUNG MITTELS DICYCLOHEXYLCARBODIIMID (DCC)

Eines der wichtigsten Reagenzien zur In-situ-Aktivierung von Carbonsduren st
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC). Durch Addition der Carbonsdure an die N=C Doppelbindung
von DCC entstehen O-Acylisoharnstoffe (Schema 2-4). Diese reagieren durch Umsetzung
mit guten Nucleophilen direkt zu Carbonsaureamiden. Bei schlechten Nucleophilen verlauft
diese Reaktion jedoch sehr langsam, sodass der O-Acylisoharnstoff zum N-Acylharnstoff
umlagern kann. Dieser kann dann nicht mehr als Acylierungsmittel fungieren und ist daher
ein unerwinschtes Nebenprodukt.

Aus diesem Grund wird bei schlechten Nucleophilen ein Hilfsnucleophil (gutes Nucleophil)
zugesetzt, welches mit der aktivierten Carbonsaure zu einem weiteren Acylierungsmittel
(Aktivester) reagiert. Diese sind weniger reaktiv als die O-Acylisoharnstoffe und fihren
dadurch zu weniger Nebenprodukten. Die verwendeten Aktivester gehéren der Gruppe der
O-Acyl-Derivate an und werden aus Hydroxylaminen gebildet. Dazu gehdéren die Ester von
N-Hydroxysuccinimid (NHS) und 1-Hydroxybenzotriazol (HOBT).*#!

N=C=N +H:C:N '
R~ 'R R N
HO-N" N
DCC R = Cyclohexyl- O-Acylisoharnstoff @

HOBT

- HOBT @ HN
R

Benzotriazolylester

Schema 2-4: Ausbildung einer Amidbindung durch das Kupplungsreagenz DCC/HOBT
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2.1.2 KUPPLUNG MITTELS HBTU

O-Benzotriazolyl-N,N,N*,N‘-tetramethyluronium-hexafluorophosphat  (HBTU) stellt ein
weiteres Aktivierungsreagenz zur Ausbildung von Amidbindungen dar.*?"*?¥ Die Aktivierung
der Saurekomponente mit HBTU verlauft Gber den nucleophilen Angriff des Carboxylats am
Tetramethyluronium-lon (Schema 2-5). Hierbei wird N-Hydroxybenzotriazol (HOBT)
abgespalten und das entstehende Intermediat reagiert anschlieend mit HOBT weiter zum
isolierbaren Benzotriazolyl-Aktivester. Dieser reagiert mit der eingesetzten Aminkomponente
zum gewinschten Amid. Die Vorteile von HBTU als Kupplungsreagenz sind die geringe
Racemisierungstendenz, kurze Reaktionszeiten mit hohen Ausbeuten und die sehr

einfachen Kupplungsbedingungen.

(0] M62N>+—O—N/N°N TEA (0]
on . MeN \%LO + NMe, —
+
PF¢ - HOBT NMe, + HOBT
PF6' 1)
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- EtsNH* PFg

0 }H 0o
%”A HoN %O—N/N“N o
-HOBT @

Schema 2-5: Ausbildung einer Amidbindung durch das Kupplungsreagenz HBTU

2.1.3 KUPPLUNG MITTELS PROPYLPHOSPHONSAUREANHYDRID (PPA)

Die Bildung einer zur Peptidkupplung aktivierten Spezies kann ebenfalls durch die Reaktion

des Propylphosphonsaureanhydridst**

(PPA) mit einem Carboxylat erreicht werden
(Schema 2-6). Der darauffolgende nucleophile Angriff des Amins fuhrt zum Zerfall des
generierten, gemischten  Carbonsdure-Phosphonsaureanhydrids. Es  kommt  zur
Peptidbildung und zur Bildung von Propylpyrophosphonsaure. Freigesetzte Sauregruppen
werden mit Base (NMM) abgepuffert. Vorteile dieser Kupplungsmethode sind die gute
Loslichkeit des Edukts in aprotischen LM, die geringe Racemisierungsrate und im Gegensatz
zu DCC keine vorhandene Allergenitdt. Zusatzlich dazu ist die entstehende

Propylphosphonsaure leicht durch wassrige Aufarbeitung entfernbar.
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A Sy

Schema 2-6: Ausbildung einer Amidbindung durch das Kupplungsreagenz PPA

2.1.4 KUPPLUNG DURCH AKTIVIERUNG ZUM SAURECHLORID

Carbonsaurechloride gehdren zu den am haufigsten eingesetzten Acylierungsmittel. Dabei
werden  Carbonsauren  durch  Thionylchlorid,  Oxalylchlorid, = Phosphortrichlorid,
Phosphoroxychlorid oder Phosphorpentachlorid in ihre Saurechloride umgewandelt.*?%*%!
Die Vorteile in der Nutzung von Thionylchlorid und Oxalylchlorid bestehen dabei in der
ausschlieR3lichen Entstehung von gasférmigen Nebenprodukten (SO, bzw. CO,).

Durch den Angriff des Carbonyl-Sauerstoffs am Schwefel-Atom des Thionylchlorids ensteht
im ersten Schritt ein gemischtes Anhydrid (Schema 2-7). Dieses wird durch den
nucleophilen Angriff des abgespaltenen Chlorid-lons erneut gespalten unter Bildung des
Saurechlorids. Die gebildete Abgangsgruppe (OOSCI) dieses Schrittes ist kurzlebig und
fragmentiert zu SO, und HCI. Die AnschlieRende Umsetzung des S&urechlorids mit einem

nucleophilen Amin fihrt zur Ausbildung des Amids unter Bildung von HCI.
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Schema 2-7: Ausbildung einer Amidbindung Uber eine Saurechloridzwischenstufe mittles Thionylchlorid

Der Nachteile von Saurechloriden liegen in ihrer hohen Reaktivitat, die zur Entstehung von
Nebenprodukten durch intramolekulare Reaktionen und Reaktionen mit schwachen

Nucleophilen, z.B. Wasser (Hydrolyse), filhrt. Aus dem Grund dieser ,Uberaktivierung* und
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der Tendenz zur Racemisierung werden Saurechloride kaum zur Peptidsynthese eingesetzt,

finden jedoch in der Synthese anderer Amidbindungen ihren Einsatz."**
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2.2 SYNTHESE DER PYRIDIN-, PYRROLIDIN-, PIPERIDIN- UND PYRIDYLESSIGSAURE -
DERIVATE

Wie bereits beschrieben erfolgt die Darstellung der Pyridin-, Pyrrolidin-, Piperidin- und
Pyridylessigsaure-Derivate durch Kupplung von zum grof3ten Teil kommerziell erworbenen
Pyridin-Derivaten mit peptidischen Bausteinen Uber die in Kap. 2.1 beschriebenen

Syntheserouten.

2.2.1 SYNTHESE DER PEPTIDISCHEN BAUSTEINE

Die Synthese der Peptide wurde nasschemisch durchgefiihrt, ausgehend vom C-Terminus.
Hierfir wurden kommerziell erworbene Aminosduren mit Benzyl- oder Methylester als
Schutzgruppe fur die C-terminale Carboxylgruppe verwendet. Zur Kupplung wurden
ausschlieBlich Aminosauren mit t-Butyloxycarbonyl-Gruppe als Schutzgruppe fur das N-
terminale Ende verwendet. Zur Aminosdurekupplung wurden die bereits erwdhnten
Kupplungsreagenzien DCC/HOBT, HBTU und PPA eingesetzt (Schema 2-8).

Boc.. aoderc
oc NE\H/OH . HzNé)ko,Me/Bn BOC\H%(N\{U\O’MG/B”
o o}

a) DCC/HOBT, DCM, 24h, RT;
b) HBTU, ACN, 24h, RT;
c) PPA, EtOAc oder DMF, 24h, RT TFA

Boc. OH
0 O H 7 0

N N Me/B o
Boc” N o eEN L . N _Me/Bn
H H3N O
o) aoderb
"/ o)
TFA

Schema 2-8: Synthese des Tripeptids Boc-Leu-Val-AlaOMe/OBn

Die Entschitzung des N-Terminus erfolgte durch Acidolyse mit Trifluoressigsdure (TFA) in
Dichlormethen (Schema 2-9). Durch die Trifluoressigsaure wird eine Spaltung der t-
Butylgruppe bewirkt und eine anschlieBende Decarboxylierung der entstandenen
Carbaminsaure.’®® Die Umsetzung wurde mittels Diinnschichtchromatographie tberpriift
und das Peptid als TFA-Salz wurde anschlieBend nach Freisetzung der Saure durch

Basenzugabe (TEA oder NMM) mit weiteren Aminosauren oder Kopfgruppen verknipft.



32 Synthesen

0

O s TFA Q TFA 0
>Lo .1 A o, PSSRV
i 0~ “CF,

Schema 2-9: Acidolyse des Boc-geschiitzten N-Terminus mittels Trifluoressigsaure (TFA)

Tabelle 2-1: Ubersicht der synthetisierten Peptide

Verbindung Methode Ausbeute [%]
Dipeptide
MH126 Boc-Val-AlaOBn DCC/HOBT 94
MH332 Boc-Val-AlaOMe DCC/HOBT 70
MH328 Boc-Val-(D)AlaOMe PPA 44
MH354 Boc-(D)Val-AlaOMe DCC/HOBT 81
MH355 Boc-(D)Val-(D)AlaOMe DCC/HOBT 79
Tripeptide
MH103 Boc-Leu-Val-AlaOBn HBTU 71
MH336 Boc-Leu-Val-AlaOMe DCC/HOBT 92
MH334 Boc-Leu-Val-(D)AlaOMe DCC/HOBT 63
MH338 Boc-(D)Leu-Val-AlaOMe DCC/HOBT 61
MH357 Boc-(D)Leu-Val-(D)AlaOMe DCC/HOBT 53
MH358 Boc-(D)Leu-(D)Val-AlaOMe DCC/HOBT 51
MH359 Boc-Leu-(D)Val-AlaOMe DCC/HOBT 68
MH360 Boc-(D)Leu-(D)Val-(D)AlaOMe DCC/HOBT 86
MH361 Boc-Leu-(D)Val-(D)AlaOMe DCC/HOBT 89

peptidbasierte Verbindungen

MH368 Boc-Leu-CH,-Cyclohexan DCC/HOBT 74
MH378 Boc-(D)Leu-CH,-Cyclohexan DCC/HOBT 81

Sowohl durch DCC/HOBT, HBTU und PPA hergestellte Di- und Tripeptide, als auch andere
peptidbasierte Verbindungen sind in Tabelle 2-1 aufgelistet. Die Kupplungen ergaben
Ausbeuten von 44-94 %. Hierbei wurde grofitenteils DCC/HOBT zur Kupplung verwendet,
die Verwendung von HBTU zeigte jedoch ebenfalls vergleichbare gute Ausbeuten. PPA als
Kupplungsreagenz lieferte im Vergleich dazu die geringste Ausbeute (44 %) und wurde aus

diesem Grund nicht weiter zur Peptidkupplung verwendet.
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2.2.2 SYNTHESE DER PYRIDIN-, PYRROLIDIN-UND PIPERIDIN-DERIVATE

Zur Darstellung dieser Derivate wurde das synthetisierte Tripeptid Boc-Leu-Val-AlaOBn
zuerst mit TFA entschiitzt und anschlieliend mit kommerziell erworbenen Pyridin-, Piperidin-
und Pyrrolidin-Bausteinen, die entweder als Saure oder als SaurexHCI vorlagen, umgesetzt.
Die Kupplung erfolgte mittels HBTU oder DCC/HOBT (Schema 2-10).

DCC/HOBT
O
DCM 24h, RT
R + H3N \)J\ /'\H/OBH \)J\ /'\H/OBH
HBTU

ACN, 24h, RT

Schema 2-10: Kupplung der Pyridin-, Piperidin- und Pyrrolidin—Bausteinen an das Tripeptid

Die Aufreinigung erfolgte durch anschlieRende Saulenchromatographie. Die Synthese
lieferte sowohl Uber die DCC/HOBT- als auch Uber die HBTU-Route vergleichbare
Ausbeuten von 21-66 %. Die dargestellten Verbindungen sind in Tabelle 2-2 aufgelistet.

Tabelle 2- 2: Ubersicht der synthetisierten Pyridin-, Piperidin- und Pyrrolidin-Derivate

Verbindung R Methode Ausbeute [%]
S
MH133 lN/ HBTU 66
MH134 JN? HBTU 15
MH138 (j/\ HBTU 17
N
MH141 QY\ HBTU 25
éoc [e]
MH153 QY\ DCC/HOBT 33
Boc O
Cl =
MH154 4 HBTU 21
N
MH330 “ DCC/HOBT 60

MH335 ~ ] DCC/HOBT 21
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2.2.3 SYNTHESE DER PYRIDYLESSISAURE-DERIVATE

Zur Strukturvariation der Pyridylessigsaure-Derivate wurde Pyridin-3-essigsaure sowohl an
mehrere nicht-peptidische Reste gekuppelt, als auch an peptidbasierte Leu-Cyclohexyl-
Bausteine unter Verwendung von DCC/HOBT als Kupplungsreagenz (Schema 2-11). Die
nicht-peptidischen Cyclohexylmethyl-, Cyclohexyl- und Benzylamine konnten direkt zur
Amidkupplung eingesetzt werden, wohingegen Leu-CH,-Cyclohexan zuvor durch Boc-

Entschitzung mit TFA aus Boc-Leu-CH,-Cyclohexan freigesetzt werden musste.

H
N OH DCC/HOBT, NMM N

| + H,N-R =
NG o DCM, 24h, RT N o

Schema 2-11: Kupplung der Pyridylessigsaure-Derivate an unterschiedliche Bausteine

Nach der saulenchromatographischen Aufreinigung wurden Uber diese Syntheseroute
Ausbeuten von 50-65 % erhalten. Die synthetisierten Verbindungen sind in Tabelle 2-3

aufgefuhrt.

Tabelle 2-3: Ubersicht der synthetisierten Pyridylessigsaure-Derivate

Verbindung R

Ausbeute [%]

MH369 /\/O
MH370 /\O

MH371 A_Ph

s
MH372 i H
\’7

62

50

64

65

DARSTELLUNG VON PYRIDYLESSIGSAURE-BAUSTEINEN MIT ALKYL-SEITENKETTE

Dartuber hinaus wurden Derivate der Pyridylessigsdure mit einer aliphatischen Seitenkette in
a-Position synthetisiert, die anschlieend in ihrer erhaltenen racemischer Form mit
peptidischen Resten verknipft wurden. Die Einfihrung der Seitenkette erfolgt tber die
Bildung eines Enolates mit nachfolgender Alkylierung. Fir die Enolat-Bildung aus
Pyridylessigsaure wird eine starke Base, bevorzugt Lithiumdiisopropylamin (LDA),

verwendet, die notig ist, um eine quantitative Bildung des Enolats zu gewéhrleisten (Schema
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2-12). Dadurch kann die Selbstkondensation des Enolats mit der nicht-enolisierten
Carbonylverbindung vermieden werden. Dabei werden sehr niedrige Reaktionstemperaturen
(-78 C) verwendet, da die Selbstkondensation bei niedrigeren Temperaturen verlangsamt

ablauft, d.h. weniger Nebenprodukte gebildet werden.*”

iPre_Li Hal
N’ 4\ . Li
iPrHAO - iPr,NH ! oL Rs Hal 4 L0 9
_ / —_— —_—
HH)J\ORQ 78°C j/kORQ RS) K-\%\ORz R3/\)J\OR2
R4 R4 R, R4

Schema 2-12: Alkylierung von Lithium-Enolaten

Die Enol-Bildung kann wie in Schema 2-12 dargestellt ausgehend vom Carbonsaureester
erfolgen, oder ausgehend von der Carbonsaure (Schema 2-13), wofir die Verwendung der

zweifachen Menge an LDA nétig ist.

; 0 > LDA ] OLi
B ———
>HJ\0H 78°C ﬁ%ou
H
R - iPr,NH R

Schema 2-13: Enolat-Bildung aus Carbonséaure

Bei der Einfihrung der Seitenkette wurde von Ethyl-2-pyridinacetat oder 3-(3-
Pyridyl)propionsdure ausgegangen. Ethyl-2-pyridinacetat wurde dabei direkt umgesetzt,
wohingegen 3-(3-Pyridyl)propionsaure zuerst durch Reaktion mit Ethanol und katalytischen
Mengen konz. Schwefelsaure™Y zum entsprechenden Ethylester umgesetzt wurde (Schema
2-14).

EtOH, H2804 konz.

5h, reflux, 86 % |

\

MH379

Schema 2-14: Uberfiihrung von 3-(3-Pyridyl)propionsaure in den
entsprechenden Ethylester

Zur Alkylierung in a-Position wurden die Ethylester mittels kommerziell erworbenem LDA
oder aus n-BuLi und Diisopropylamin in situ erzeugtem LDA in ihre Ester-Enolate
iberfiihrt.™32%34 zur folgenden C-C-Kniipfungsreaktionen dieser Lithium-Enolate wurden

Alkylhalogenide eingesetzt.’*” Die Zugabe des Alkylhalogenids wurde bei sehr niedriger
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Temperatur durchgefuhrt, gefolgt von der Erwarmung der Reaktionsmischung auf
Raumtemperatur um die Geschwindigkeit der Sy2-Reaktion zu beschleunigen. Anschliel3end

erfolgte die alkalische Hydrolyse der Ethylester mit Kaliumhydroxid (Schema 2-15).

0.8-1.3 Aq.LDA
X OEt q N7 om Ny o

| n r.

N THF, 3h, -78 °C N N

\
\
\
Py

n = 0-1 10 Ag. KOH
EtOH oder H,O/THF
24h, RT

Schema 2-15: Einflihrung einer Alkyl-Seitenkette in a-Position

Uber diese Syntheseroute wurden racemische Pyridylessigsaure-Bausteine in Ausbeuten
von 9-52 % erhalten (Tabelle 2-4). Bei einer verlangerten Seitenkette am Pyridyl-Rest um
eine CH,-Gruppe (MH385) wurden deutlich schlechtere Ausbeuten verglichen mit der a-

Alkylierung der Pyridylessigaure-Bausteine (44 % vgl. 17 %) erzielt.

Tabelle 2-4: Ubersicht der a-substituierten Pyridylessigséure-Bausteine

Verbindung R n Ausbeute [%]
MH342 n-Pentyl- kg 0 52
MH344 Cyclopropylmethyl- W 0 20
MH351 n-Propyl- b 0 9
MH352 Crotyl- SIS 0 44
MH385 Crotyl- SIS 1 17

Die Umsetzung von a-substituierten Pyridylessigsaure-Bausteinen mit peptidischen
Derivaten und mit Cyclohexyl-Derivaten wurde nach bereits erwahnter Vorgehensweise
durchgefuhrt. Auch hier erfolgte zuerst eine Boc-Entschitzung der unterschiedlich
konfigurierten Peptide mit TFA, gefolgt von der Umsetzung mit den als freie Saure
vorliegenden Pyridyl-Bausteinen mittels DCC/HOBT. Auch hier konnte Cyclohexylamin direkt
zu Kupplung zu MH374 eingesetzt werden (Schema 2-16).
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(0] . (0]
1.2 Aq. DCC/HOBT, NMM R
| G OH + *H;3N-R, | X H 2
N/ R1 TFA- DCM, 24h, RT N/ R1
n=0-1

Schema 2-16: Umsetzung der a-substituierten Pyridylessigsaure-Bausteinen

Die Aufreinigung erfolgte ebenfalls durch Saulenschromatographie und lieferte Ausbeuten
von 9-52 % (Tabelle 2-5). Die Produkte liegen dabei als Diastereomerengemische vor, was
in  den NMR-Spektren zu doppelten Peak-Satzen fuhrt. Das jeweilige
Diastereomerenverhdaltnis wurde durch LC-Messungen oder Auswertung der Integrale in den
'"H-NMR-Spektren bestimmit.

Tabelle 2-5: Ubersicht der a-substituierten Pyridylessigsaure-Derivate

Verbindung R1 n R> Ausbeute [%]

Leu-Val-AlaOMe

MH345 n-Propyl- 0 L-L-L 9
MH348 (1:0.4)" n-Pentyl- 0 L-L-L 26
MH349 (1:1)# Cyclopropylmethyl- 0 L-L-L 30
MH353 (1:0.2)" Crotyl- 0 L-L-L 23
MH356 (1:0.3)* Crotyl- 0 L-L-D 50
MH362 (1:0.8)" Crotyl- 0 L-D-L 32
MH363 (1:1)" Crotyl- 0 D-L-D 24
MH364 (1:0.5)" Crotyl- 0 L-D-D 52
MH365 (1:0.02)* Crotyl- 0 D-D-L 49
MH366 (1:0.7)" Crotyl- 0 D-L-L 23
MH376 (1:0.4)* Crotyl- 0 D-D-D 26
MH374 Crotyl- 0 Cyclohexyl- 76
MH377 (1:0.9)* Crotyl- 0 -Leu-CH,Cyclohexan 53
MH384 (1:0.2)* Crotyl- 0 -(D)Leu-CH,Cyclohexan 33
MH398 (1:0.9)# Crotyl- 1 -Leu-CH,Cyclohexan 49
MH399 (1:0.9)# Crotyl- 1 -(D)Leu-CH,Cyclohexan 56

* Diastereomerenverhaltniss mittels LC bestimmt
# Diastereomerenverhaltniss mittels "H-NMR bestimmt
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2.3 SYNTHESE DER THIAZOL-DERIVATE
2.3.1 DARSTELLUNG VON CARBONSAURE -DERIVATEN

(2)-2-Ethoxycarbonyl)-3-phenylacrylsaure

Die Kondensation von Malonsaurediethylester mit Benzaldehyd zum Olefin ist eine
Knoevenagel-Kondensation?® (Schema 2-17) . Im neutralen pH-Bereich wird diese Reaktion
durch Piperidiniumacetat, generiert aus Piperidin und Eisessig, katalysiert. Das gebildete
Enolat addiert an die elektrophile Carbonyl-Funktion des Benzaldehyds. Das enstehende
Alkoholat reagiert durch erneute Deprotonierung am a-Kohlenstoff-Atom und nachfolgende
E1-Elininierung zum Produkt. Hierbei wird die Variante nach Cope!**®! angewandt, bei der
das entstehende Wasser durch die Nutzung eines Wasserabscheiders der Reaktion
entzogen wird. Die Reaktion lieferte eine Ausbeute von 53 %.

Die anschlieRende Umsetzung mit 1.05 Aquivalenten Lithiumhydroxid in THF/Wasser fiihrte

selektiv zum Z-Isomer."*! Die Gesamtausbeute betragt 26 %.

0 o)
NH,*
O O C 2 -OJ\ O O H)J\Ph O O
EtOMOEt EtOMOEt EtO%OEt
Toluol, 3h, reflux

53 % Ph

(e
1.05 Aq. LIOHXH,O

H,O/THF, 24h, RT
48 %

o0 O

HO/u\kaEt

Ph

MH204
Schema 2-17: Knoevenagel-Kondensation von Malonséureester und Benzaldehyd

Atropasaure

Die Synthese von Atropasaure erfolgt ausgehend von Tropasaure™*® (Schema 2-18).
Diese wird mit Kaliumhydroxidlésung refluxiert und das Produkt anschlieBend mit Salzséure
ausgefallt. Im Vergleich zur Literatur (Ausbeute 82 %**") konnte nur eine Ausbeute von

60 % erreicht werden.
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0 1) 5 Aq. KOH, H,0, 3h, reflux 0
HO " HO
2) HCI
OH o
60% MH205

Schema 2-18: Darstellung von Atropasaure (MH205) aus Tropasaure

Acylierung von Hydroxyzimtsaure
Die Acylierung unterschiedlich substituierter Hydroxyzimtsaure-Derivate™® wird durchgefiihrt
mit einem Uberschuss an Acetanhydrid bei Raumtemperatur unter Zugabe von Pyridin

(Schema 2-19) . Nach der Zugabe von Phosphorsaure-Lésung wird das Produkt extrahiert.

o O

o 6-12 Aqg. )J\OJ\ o) o

HO / = ,
X Pyridin, 1-2d, RT )

89-93 %

Schema 2-19: Acylierung von Hydroxyzimtsaure mit Acetanhydrid

Es wurden Acyl-Zimtsdureverbindungen mit ortho-, meta- und para-Substitution in
Ausbeuten von 89-93 % dargestellt (Tabelle 2.6) .

Tabelle 2-6: Ubersicht der synthetisierte Acyl-Zimtsaureverbindungen

Verbindung Acyl-Position Aqg. Acetanhydrid Ausbeute [%]
MH230 ortho 12 93
MH282 meta 6 93
MH290 para 9 89

Derivatisierung von Hydroxyzimtsaure

140-141
n[

Zur Darstellung von 3-Hydroxyzimtsaureethern wurden zwei Vorgehensweise I verfolgt

(Schema 2-20):

A Durch Umsetzung der Hydroxyzimtsaure mit 2.5 Ag. Alkylbromid und Kaliumcarbonat
erfolgt sowohl die Veretherung der Hydroxyfunktion als auch die Veresterung der
Saurefunktion. Eine anschlieRende Hydrolyse des entstandenen Alkylesters fihrt zur freien

Carbonséaure.
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B Zuerst wird durch Bildung des entsprechenden Ethylesters MH237%? die
Carbonsaure geschutzt und dieser anschlieRend mit 1-1.5 Ag. Alkylboromid und
Kaliumcarbonat umgesetzt. Durch eine anschliel3ende Hydrolyse des Esters liegt ebenfalls

die freie Carbonsaure vor.

Die 3-Hydroxyzimtsaureether konnten in Ausbeuten von 44-80 % synthetisiert werden
(Tabelle 2-7).

A
0 3 Ag. K,CO4 NaOH,EtOH,
OH DMF, 24h, RT 3h RT
HO =
2.5Aq.
R-Br
EtOH
H2804 konz. o

6h, reflux OR
81 % HO%
DMF 24h RT OR
/\O =

1-15 Aq NaOH,EtOH,
R-Br 3-24h, RT

MH237 B

Schema 2-20: Vorgehensweisen bei der Veretherung von 3-Hydroxyzimtsaure

Tabelle 2-7: Ubersicht der synthetisierten 3-Hydroxyzimtsaureether

Verbindung R-Br Methode Ausbeute [%]
MH259 1-Brom-3-phenylpropan B 54
MH285 Benzylbromid A 44
MH291 1-Brombutan B 80

(E)-4-(Benzylamino)-4-oxobut-2-ensaure

Zur Darstellung von (E)-4-(Benzylamino)-4-oxobut-2-ensaure wird Fumarsduremono-
ethylester mittles Thionylchlorid zum Saurechlorid aktiviert und mit Benzylamin umgesetzt.
Die anschlieBende Hydrolyse der Ethylester-Gruppe mit Natriumhydroxid fihrt zum
erwiinschten Fumarsaure-Derivat (MH306) mit einer Gesamtausbeut von 37 % (Schema 2-
21).
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0 socl, o
% OH — >
EtO)J\/\[( = Cl
- S0y, HCI Eto)w
o}
o}
1.2 Ag. Benzylamin
DCM, TEA, 24h, RT
o H NaOH 0 H
~_N_Ph J\/\WN Ph
HOJ\/\W h H,O/THF EtO h
0 24h, RT 0
MH306

Schema 2-21: Synthese von (E)-4-(Benzylamino)-4-oxobut-2-ensdure

2.3.2 KUPPLUNG VON THIAZOLAMIN -BAUSTEINEN MIT CARBONSAUREN

Zur Kupplung von Thiazol-Derivaten mit S&ure-Derivaten wurden die in Kapitel 2.1

erwadhnten Kopplungsmethoden angewandt, abhangig von der

Reaktionsfreudigkeit der Komponenten.

Amidkupplung mittels HBTU

Loslichkeit und der

Die Umsetzung von 2-Amino-4,5-dimethylthiazolxHCI mit S&urederivaten erfolgte aufgrund

der unproblematischen Léslichkeit des verwendeten Thiazol-Bausteins mittels HBTU in

Acetonitril (Schema 2-22).

0 0

N 12 Aq. HBTU, TEA N
IS\>_NH2 : HO)kR I\fﬁJ\R

ACN, 24h, RT

Schema 2-22: Umsetzung von 2-Amino-4,5-dimethylthiazolxHCI mit
Séaurederivaten mittels HBTU

Nach saulenchromatographischer Aufreinigung wurden Uber diese Syntheseroute folgende

Verbindungen in Ausbeuten von 19-78 % erhalten (Tabelle 2-8):
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Tabelle 2-8: Ubersicht der synthetisierten 2-Amino-4,5-dimethylthiazolamide

Verbindung R Ausbeute [%]
MH158 A Fen 78
MH164 AP 83

MH165 /V/\ch' 18
MH166 /v/j@ 19
F

Amidkupplung tUber eine Saurechlorid-Zwischenstufe

Sowohl 5-Acetyl-2-amino-4-methylthiazol als auch einige weitere verwendete Thiazolamine
zeigen eine sehr schlechte Léslichkeit in allen géngigen Lésemitteln. In diesen Fallen flhrte
der Versuch der Amidkupplung mit HBTU und DCC/HOBT meist nicht zum gewunschten
Endprodukt. Aus diesem Grund wurde die Kupplung in den meisten Fallen Gber die
Aktivierung zum Carbonséurechlorid durchgefuhrt, da nur bei dieser Reaktionsroute gute
Ausbeuten erzielt werden konnten. Hierbei erfolgte die Aufreinigung der Produkte nur
teilweise durch Saulenchromatographie. Da ein Grof3teil der Produkte vollstandig unloslich
war in gangigen organischen Ldsemitteln, konnte diese nicht durchgefiihrt werden.
Stattdessen wurde die Reaktionsmischung mit 2 M HCI versetzt, um nicht vollstéandig
umgesetztes Thiazol-Amin zu l6sen, und das unlésliche Produkt wurde anschlieRend
abfiltriert.

Eine geringe Anzahl an Carbonsaure-Derivaten ist kommerziell als Saurechlorid erhéltlich
und kann direkt mit den Thiazolaminen umgesetzt werden (Schema 2-23). Diese

Umsetzungen flhrten zu Ausbeuten von 15-67 % (Tabelle 2-9).

e} (0]

N Ri~ N
:[S\>—NH2 + CI)J\R3 —_— IS\>—H)LR3

Rz

R1

Rz

Schema 2-23: Umsetzung mit kommerziell erhaltlichen Saurechloriden
zu Thiazolamiden
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Tabelle 2-9: Ubersicht der synthetisierten Thiazolamide aus kommerziell erworbenen Saurechloriden

Verbindung R1 R> Rs beR;?Ztl:?];Se'n Ausbeute [%]
MH168 Me Me A_Ph TEA, ACN, 24h, RT 67
MH175 Me Acyl- A Pyridin, 2h, reflux 73
MH181 Me Acyl- A_Ph Pyridin, 2h, reflux 15
MH182 Me Acyl- Me Pyridin, 2h, reflux 42

Die Aktivierung von Carbonsaure-Derivaten zum Saurechlorid erfolgte mittels Thionylchlorid
oder Phosphorpentachlorid. AnschlieRende Umsetzung mit Thiazolaminen ergab die
Thiazolamide (Tabelle 2-10) in 3-90 % Ausbeute (Schema 2-24).

SOCl,
/ﬁ R1 N
4h, 80°C I\>—NH2
0 o) R,”™ S 0
B M Ris-NC
HO™ "R, Cl” "Rs . I\>—N R,
PCIs 24h, RT, 3-90% Ry S H
D N e
1h, 0 °C

Schema 2-24: Synthese vonThiazolamiden durch Aktivierung zum Carbonsaurechlorid

Tabelle 2-10: Ubersicht der synthetisierten Thiazolamide, erhalten aus Saurechloriden

0
Carbonsaure-Baustein R 3 th

Verbindung Thiazolamin-Baustein Methode Aufreinigung Ausbeute [%]
Br-
MH226 1%:\%@ SOCl, sC 3
(¢}
F
MH231 )@[N\H* socl, Filtration 88
F s A
MH240 @ Slelo Filtration 51

N
MH266 Efomls* N socl, Filtration 52
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N A
\
Thiazolamin-Baustein };IS%H

(o]

Verbindung Carbonsaure-Baustein R 3 Methode Aufreinigung Ausbeute [%]
MH194 S SOCl; sC 16
MH199 A~ F~pn SOCl, Filtration 61
MH202 ~ SOCl Filtration 90
MH207 A socl, sc 26
MH209 pd socl, Filtration 70

o
MH211 A PCls Filtration 41
MH223 a PCls sc 16
MH232 /v/\© SOCl; Filtration 83
MH270 V\@"th soCl sc 12
Y O. . .
MH286B1 T SOCl, Filtration 95
= Ph
MH287 SOCl; sC 35
MH300 V\@("W socl, sc 72

Amidkupplung mittels PPA

Als weiteres Kupplungsreagenz wurde PPA zur Ausbildung der Amidbindung zwischen 5-

Acetyl-2-amino-4-methylthiazol und den Saure-Bausteinen eingesetzt (Schema 2-25). Diese

Umsetzungen lieferten durchschnittlich geringere Ausbeuten von 17-23 % verglichen mit den

Ausbeuten uber die Saurechlorid-Aktivierung. Aus diesem Grund wurden nur wenige

Verbindungen Uber diese Syntheseroute dargestellt (Tabelle 2-11).

N O
\VI?_NHZ ' HO)L

0]

mittels PPA

R

PPA

NMM, 24h, RT
17-34%

0]

T
0]

Schema 2-25: Umsetzung von 5-Acetyl-2-amino-4-methylthiazol mit Saurederivaten
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Tabelle 2-11: Ubersicht der synthetisierten Thiazolamide mittels PPA

Verbindung R Losemittel Ausbeute [%]

MH214 S DMF 17

MH312 A/A@ % EtOAc 27
o
MH313 /\/\W“Q EtOAC 34

2.3.3 DERIVATISIERUNG VON THIAZOLAMIDEN

Im Anschluss an die Amidkupplung zwischen Thiazolamin und Carbons&ure-Derivat wurden

einigen Thiazolamide weiter derivatisiert.

Die alkalische Hydrolyse von Estergruppen bereits dargestellter Thiazolamide wurde mit 3-
10 Ag. Kaliumhydroxid durchgefiihrt. Es wurden dabei sowohl Carbonsaure-Derivate
(Schema 2-26) als auch Hydroxy-Derivate in Ausbeuten von 65-89 % (Schema 2-27,

Tabelle 2-12) erhalten.

o) ) 0
N 3 Aq. KOH N
| \>_H Z “Ph - | >=N">"Ph
S " Aom H,0, 3h, reflux S Ho on
o) o)

89 %

MH209 MH221

o 0

N )]\/\ 10 Ag. KOH N )‘k/\
\>_ >
EtO\[IS H Ph HO\[IS\ H Ph

EtOH, 5h, reflux

MH266 MH272

Schema 2-26: Alkalische Hydrolyse von Carbonsaurestern zur Carbonséaure

Das durch die Verseifung erhaltene ortho-Hydroxy-Derivate MH256 (Schema 2-27) wurde

anschliel3end mit Buttersaureanhydrid erneut verestert (Ausbeute 37 %).
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Tabelle 2-12: Ubersicht der Hydroxyzimtsaurethiazolamide

Verbindung Edukt Hydroxyl-Position Ausbeute [%)]
MH256 MH232 ortho 84
MH286B5 MH286B1 meta 89
MH288 MH256 ortho 37
0] o (0]
N 10 Aq. KOH
= q.
\ N AN
| s>_H | —OJ\
= EtOH, 24h, RT

84-89 %

MH256 (ortho
MH286B5 (meta)

N
N N
=
(0]
( )

Pyridin | 34Ag. o0 O
24h, RT

37 % /\)J\O/U\/\

(0]
N O
=
\F[S%N/U\/\@O)J\/\
=
(0]

MH288 (ortho)

Schema 2-27: Alkalische Hydrolyse von Carbonsdureestern zu Hydroxy-Derivaten und anschlieRende

Veresterung
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3 BIOCHEMISCHE UND BIOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN

3.1 ENZYMASSAYS

3.1.1 ENzYMKINETIK4!

Die Funktion von Enzymen ist die Katalyse biochemischer Reaktionen. Hierbei wird ein
Substrat (S) vom Enzym (E) zum jeweiligen Produkt (P) umgesetzt. Alle Enzymreaktionen
beginnen mit der Bildung eines binaren Komplexes (Michaelis-Komplex, ES) durch das
Zusammentreffen von Enzym mit seinem Substrat (Schema 3-1). Die Entstehung dieses
Komplexes wird fast immer durch nicht-kovalente Interaktionen zwischen dem aktiven
Zentrum und dem Substrat gesteuert. Zu den wichtigsten Wechselwirkungen zéhlen dabei
elektrostatische Wechselwirkungen, Wasserstoff-Briicken, hydrophobe Wechselwirkungen
und Van-der-Waals-Wechselwirkungen. Die Reaktion stellt ein reversibles Gleichgewicht dar,
beschrieben durch die Assoziationskonstante pseudo-erster Ordnung ko, und die

Dissoziationskonstante erster Ordnung Kog.

Kon Kcat
ES —> E+P

E+S
Kott

Schema 3-1: Reaktionsverlauf der Enzymkatalyse

Die Dissoziationskonstante K, ist das Verhdltnis der Reaktandenkonzentration zur
Produktkonzentration (1), die ebenfalls durch die Reaktionskonstanten ko, und K
ausgedrickt werden kann. Sie ist umgekehrt proportional zur Affinitdt des Substrates zum
Enzym. Der Reaktionsverlauf nach Bildung des binaren ES-Komplexes besteht aus einer
Vielzahl von reversiblen Gleichgewichten die zur Produktbildung fuhren, welche zur
Konstante ke (Wechselzahl) zusammengefasst werden. Der geschwindigkeitsbestimmende

Schritt ist hierbei meist die Bildung eines Ubergangszustandes ES”.
Ks = e = 1 (1)

Eine quantitative Beschreibung der Reaktionsgeschwindigkeit enzymatischer Reaktionen in
Abhangigkeit von der vorhandenen Substratkonzentration gibt die Michaelis-Menten-Theorie
(2). Mit steigender Substratkonzentration nahert sich die Geschwindigkeit einem Maximum

Vmax @n, da alle aktiven Zentren mit Substrat gesattigt sind. Die Michaelis-Konstante K, stellt
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die Substratkonzentration dar, die unter steady-state-Bedingungen zur Halfte der Sattigung

der aktiven Zentren des Enzyms fihrt.

Vmax[S]

T Knt 18]

)

3.1.2 CHARAKTERISIERUNG NICHT -ZEITABHANGIGER INHIBITION®*?!

Bewirkt die Inhibition eines Enzyms eine zeitlich konstante Verringerung der Enzymaktivitat,

handelt es sich um eine nicht-zeitabhangige Inhibition. Mechanistisch ist dies einerseits

mdglich durch die Ausbildung einer kovalenten Bindung, die durch die entsprechende

Ruckreaktion wieder gebrochen wird, d.h. einer kovalent-reversiblen Inhibition. Eine zweite

Mdglichkeit ist die Ausbildung eines Enzym-Inhibitor-Assoziationskomplexes EI durch eine

nicht-kovalente reversible Bindung. Die ermittelte Hemmkonstante K; ist in beiden Fallen ein

Mal3 fur die Affinitat des Inhibitors zum Enzym.

Im Fall von reversibler Interaktion zwischen Inhibitor und Enzym kann zwischen der Bindung

des Inhibitors direkt an das freie Enzym (kompetitive Inhibitoren), an den Enzym-Substrat-

Komplex (unkompetitive Inhibitoren) oder an beide Formen (nichtkompetitive Inhibitoren)

unterschieden werden (Schema 3.2).

Km kcat
E+S ES —> E+P
+ +
I I
Km
Ki Kii
Kmm kcat
El ESI Ki [M]
K l
ki [min™]:
E-l

Affinitat des Substrates S zum Enzym E
Geschwindigkeit der Enzymreaktion
Disssoziationskonstante des reversiblen
Enzym-Inhibitorkomplexes; Affinitat

zwischen E und |

Geschwindigkeit 1. Ordnung der Bildung
des inaktivierten Enzyms E-I

Schema 3-2: Reversible und irreversible Inhibition von Enzymen
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3.1.3 ERMITTLUNG VON HEMMKONSTANTEN *!

Die Inhibitionsstarke von Verbindungen kann in Enzymassays ermittelt werden, in denen
vom Normalfall der reversibel-kompetitiven Inhibiton ausgegangen wird. Diese werden
unterschieden in kontinuierliche Assays (z.B. spektroskopische Assays), diskontinuierliche
Assays, die eine Unterbrechung der ablaufenden Reaktion beinhalten, und End-point-
Assays, die oft bei High-Throughput-Verfahren (HTS) verwendet werden.

Im Falle eines kontinuierlichen Assays werden Substrat, Enzym, sowie Inhibitor gemischt
und die Produktzunahme Uber einen festgelegten Zeitraum gemessen. Die Ermittlung der
Hemmwirkung erfolgt meist in zwei Schritten, beginnend mit einem groben Screening und
anschliel3end der Aufnahme von Dosis-Wirkungs-Kurven.

Um einen Anhaltspunkt fir die Starke der Hemmung zu erhalten werden zuerst Assays mit
festgelegten Inhibitorkonzentrationen (Screenings) durchgefiihrt, aus denen die prozentuale
Inhibition im Vergleich zu einer DMSO-Kontrolle nach Gleichung (3) ermittelt wird. Dabei wird

die Initialgeschwindigkeit der Reaktion verwendet.

% Inhibition = 100 (1 - E) (3)

Vo

vi Geschwindigkeit mit Inhibitor
Vo Geschwindigkeit ohne Inhibitor

Zur weiteren Charakterisierung der inhibitorischen Wirkung wird die Hemmung bei
unterschiedlichen Inhibitorkonzentrationen vermessen (Abbildung 3-1) . Die daraus
erhaltenen Dosis-Wirkungs-Kurven (dose-response plots) zeigen die fraktionelle
Geschwindigkeit abhangig von der Inhibitorkonzentration. Ein anschliel3endes nichtlineares
Fitting der Daten wird durchgefiihrt um ICso-Werte zu erhalten, welche die Konzentration des
Inhibitors angeben, bei der die Enzymaktivitat im Vergleich zum Enzym ohne Inhibitorzugabe
auf 50% abgefallen ist. Die fraktionelle Geschwindigkeit als Funktion der
Inhibitorkonzentration zur Bestimmung von ICso-Werten kann an die allgemein gultige

Gleichung (4) gefittet werden.

Vo m (4)

[1] Inhbitorkonzentration
s slope factor
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Abbildung 3-1: a) Vermessung der Enzymaktivitat bei unterschiedlichen Inhibitorkonzentrationen (0-50
KUM); b) Konzentrations-Wirkungs-Kurve

Bei der stéchiometrischen Bindung von Enzym und Inhibitor im Verhaltnis 1:1 spricht man
von idealem Verhalten (s =1). Jedoch kann die Bindung eines Inhibitors an ein aktives
Zentrum, die Affinitdit der anderen aktiven Zentren fir den Liganden verandern
(positive/negative Kooperativitat). Zusatzlich dazu kann die Stéchiometrie vom 1:1-Verhéaltnis
abweichen, wodurch entweder mehr als ein Inhibitor zur Hemmung nétig ist (gréRer 1:1) oder
weniger (kleiner 1:1). Der Einfluss dieses nicht-ideal stGchiometrischen Verhaltens wird
durch den slope factor s (Hill-Koeffizienten h, Steilheit der Kurve) bericksichtigt.

Zur Auswertung der Dosis-Wirkungs-Kurven kénnen unterschiedliche Gleichungen zum
nichtlinearen Fitten verwendet werden. Diese unterscheiden sich in der Anzahl der frei
wahlbaren Parameter.!*2043]

Die 4-Parameter-Gleichung (5) ermdglicht eine freie Wahl der Parameter ymin (y-Achsen-
Minimum), ymax (Y-Achsen Maximum), slope factor s und ICso. Die Abdeckung des Bereichs
fUr Ymin biS Ymax Wére optimalerweise 0-100 %. Da dies nicht immer der Fall ist, fuhrt die
Verwendung dieser Gleichung oft zu fehlerhaften Ergebnissen, und kann deshalb nur nach

genauer visueller Betrachtung der Dosis-Wirkungs-Kurven verwendet werden.

_ Ymax — Ymin

y [dF/min]: Substrathydrolyserate des Enzyms (in Fluoreszenzzunahme dF pro Minute)

Im Gegensatz dazu emdglichen die 3-Parameter- (6) und die 2-Parameter-Gleichung (7)

eine geringere Freiheit der Parameter. Frei wahlbare Parameter sind hierbei slope factor s
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und ICs, (2-Parameter-Gleichung) bzw. zusatzlich der Range (= Ymax-Ymin) (3-Parameter-

Gleichung).
_ Ymax = Ymin y = 100%
ﬂ)s (6) B [\ (7
1+ (1c50 1+ (m)

Weiterhin kann auch die Dixon-Gleichung verwendet werden (8), da bei kompetitiven
Inhibitoren der ICsp-Werte dem K&P-Wert, d.h. der apparenten (scheinbaren)
Dissoziationskonstante des Enzym-Inhibitor-Komplexes, entspricht. Diese entspricht einer 1-

Parametergleichung™ fiir den idealen Fall s = 1 (Gleichung 4).

Vo

e (i) ®

1

Vi =

Die durch Fitting erhaltenen ICs, bzw. K®P-Werte zeigen eine Abhangigkeit von
unterschiedlichen Bedingungen wie Temperatur, lonenstarke und pH. Der am stéarksten
beeinflussende Faktor ist jedoch die Subtratkonzentration, da das Substrat als zweiter
Ligand mit dem Inhibitor um die Bindestelle des Enzyms konkurriert. Daraus ergibt sich, dass
die erhaltenen ICso- bzw. K®P-Werte zwischen unterschiedlichen Laboren nur bei exakt
gleichen Assaybedingungen vergleichbar waren. Zum besseren Vergleich werden deshalb
Ki-Werte bestimmt, die unabhangig von der Substrat-Konzentration sind. Eine von Cheng
und Prusoff™*¥ abgeleitete Gleichung (9) spiegelt den Zusammenhang von ICsy bzw. K**-
Werten und Dissoziationskonstanten wieder. Daflir ist die Kenntnis des K,-Wertes des

Substrats und der Substratkonzentration notig.

ICso = KPP = K; (1 + 1%) )

3.1.4 FEHLERQUELLEN VON FLUORESZENZASSAYS

Wie bereits erwdhnt wird die Enzymaktivitdt Gber die Hydrolyserate eines Substrates
ermittelt. Dabei haben sich besonders fluorimetrische Assays unter Verwendung eines nach
Hydrolyse fluoreszierenden Substrates als effiziente Methode erwiesen um die inhibitorische

Wirkung von Verbindungen gegentber Enzymen zu bestimmen (vgl. Kap. 1.3.1). Stérungen
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dieser sensitiven Assay-Methoden konnen jedoch zu falschen Erbenissen fihren und

missen daher ausgeschlossen werden.

INNER FILTER EFFECT

Ein Problem von Fluoreszenz-basierten Enzymassays ist die nichtlineare Beziehung
zwischen Fluoreszenzemisssion und Konzentration des Fluorophors, da geldste Stoffe in der
Mikrotiterplatte sowohl den Anregungsstrahl als auch die emittierte Fluoreszenz des
gespaltenen Substrats absorbieren kdnnen. Verantwortlich dafiir kann die Absorption durch
den FRET-Akzeptor des intakten Substrats, den bereits abgespaltenen FRET-Akzeptor oder
andere vorliegende Chromophore (z.B. Inhibitor) sein. Dieser inner filter effect®*?! pewirkt
durch die Abschwéchung der Fluoreszenz die Vortduschung einer guten Inhibition trotz
unveranderter Hydrolyserate und muss daher bei Experimenten mit variabler
Substratkonzentration, wie der K,-Wert-Bestimmung, bertcksichtigt werden.

Die Berechnung des K,-Wertes!**! erfolgt durch Bestimmung der Initialgeschwindigkeit der
Enzym-Substrat-Reaktion bei Substratkonzentrationen [S] zwischen 10 und 600 pyM. Zur
Berechnung des Korrekturfaktors®®® iiber Gleichung (10) wird die Fluoreszenz des reinen
Donors mit (F(CponortCsubstrat)) UNd ohne  (F(Cponor)) Zusatz des FRET-Substrates der
entsprechenden Konzentrationen (10 bis 600 uM) bestimmt. Mit dem Produkt aus der
Initialgeschwindigkeit der Enzym-Substrat-Reaktion v,,, und dem ermittelten Korrekturfaktor
forr €rgibt sich die korrigierte Geschwindigkeit vy (11). Auftragung von vy, Uber [S] liefert

mit Hilfe der Michaelis-Menten-Gleichung (2, Kap. 3.1.1) den jeweiligen K,-Wert.

F(CDonor)
f; =
korr(CSubstrat) F(CDonor + CSubstrat) (10)
Vkorr = fcorr (CSubstrat) * Vraw (11)

Da der inner filter effect auch durch andere Chromophore wie beispielsweise die
eingesetzten Inhibitoren bewirkt werden kann, muss auch fir diese ein Korrekturfaktor
bestimmt werden. Dies erfolgt wie bereits fur die K,-Wert-Berechnung gezeigt, durch die
Berechnung aus zwei einzelnen Messungen. Es erfolgt die Bestimmung der Fluoreszenz
F(CoonortCinnibitor)  d€S  Inhibitors mit dem freien Fluoreszenzdonor des Substrats (z.B.
Anthranilsaure) in Puffer, und der des freien Fluoreszenzdonors ohne Inhibitorzugabe

F(Cponor). Aus dem Quotient aus F(Cponor) ZU F(CponortCinnibitor) Wird wie oben beschrieben ein
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Korrekturfaktor (f.or) berechnet, der anschlieRend mit der gemessenen Hydrolyserate des

Inhibitors vy, multipliziert wird und damit die korrigierte Hydrolyserate ergibt.[*?”

AGGREGATION

Durch Bildung von Aggregaten in der GréRenordnung von 30 bis 1000 nm™® kénnen
Enzyme unspezifisch gehemmt werden. Substanzen, die nur aufgrund von Aggregation eine
unspezifische Hemmung ergeben, werden frequent hitters oder promiscuous inhibitors
genannt und wirken als nicht-kompetitive Inhibitoren.*?**%! Ein Hinweis auf Hemmung durch
Aggregation liefert dabei eine nicht selektive Hemmung mehrerer unterschiedlicher Enzyme
durch den Inhibitor. Zusatzlich dazu weist eine nach Zentrifugation der Assaymischung
auftretende Abnahme der Inhibition durch Sedimentation des Aggregats ebenfalls auf
Aggregation hin. Ein weiterer Hinweis auf unspezifische Hemmung liefert ein sehr groRRer
slope-factor s (Hill-Koeffizient h), der eine Aussage macht Uber die Stdchiometrie der
Reaktion. Ein exakter Nachweis der Aggregation kann zusatzlich dazu mittels DLS (dynamic
light scattering) und TEM (transmission electron microscopy) erfolgen.?

Um Aggregation in Enzymassay zu verhindern kénnen nicht-ionische Detergentien (Brij 35,

Triton-X 100) zugegeben werden.[*?”

IRREVERSIBLE INHIBITION

In den meisten Féllen findet die Bindung des Inhibitors an das aktive Zentrum durch
reversible Wechselwirkungen statt. Manche Substanzen binden an das Enzym jedoch in
einer irreversiblen Art, entweder unspezifisch oder an eine spezifische Stelle. Speziell bei der
spezifischen Bindung unterscheidet man zwischen kovalenter Bindung und dem
sogenannten tight-binding (nicht-kovalent).™**!

Im Gegensatz zur reversiblen Hemmung hat bei irreversibler Inhibition auch die
Inkubationszeit von Enzym und Inhibitor vor der Substratzugabe einen Einfluss auf die
GroRRe der ICso-Werte. Durch eine langere Inkubationszeit sinken die ICso-Werte immer
weiter ab, da die Reaktion zwischen Enzym und Inhibitor erst nach einer bestimmten Zeit
vollstdndig abgelaufen ist. Aus diesem Grund haben ICs-Werte bei irreversiblen Inhibitoren

kaum Aussagekraft.t20-43

Da auch Virtual-Screening-Programme kovalent-irreversible
Hemmstoffe nicht als solche bericksichtigen kdnnen, muss geklart werden, welche Art der
Inhibition bei den getesteten Substanzen vorliegt.

Zur Analyse des Hemmmechanismus kdnnen mehrere Verfahren verwendet werden, wobei
die Betrachtung der Struktur und der Vergleich der ICso-Werte mit und ohne Prainkubation

von Enzym und Inhibitor vor der Substratzugabe bereits Hinweise liefern. Irreversible
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Inhibitoren zeigen eine exponentielle Abnahme der Enzymaktivitat mit der Zeit, da immer
mehr Enzymmolekile durch den Inhibitor inaktiviert werden, was als zeitabhangige Inhibition
bezeichnet wird. Im Vergleich dazu binden reversible Inhibitoren Gber eine Zeitperiode mit
einer konstanten Geschwindigkeit, sind also nicht-zeitabhangige Inhibitioren.™* Wenn der
Mechanismus eine kovalente Modifikation des Enzyms beinhaltet, sollte auch keine
Regeneration der Enzymaktivitat nach Dialyse, Gelfiltration, Ultrafiltration oder starker
Verdinnung erkennbar sein. Noch mehr Informationen Uber den Bindungsmechanismus
erhalt man dber Kristallstrukturanalysen und die Untersuchung des Enzym-Inhibitor-
Komplexes uber HPLC und Massenspektrometrie nach eventueller Denaturierung bzw.

Entfaltung.[?”

3.1.5 DURCHFUHRUNG FLUORIMETRISCHER ENZYMASSAYS MIT DER SARS-COV-M°,
SARS-CoV-PL"* UND DENGUE-VIRUS-PROTEASE NS2B-NS3

Zur Ermittlung der Hemmkonstanten der synthetisierten Inhibitoren wird nach dem
kontinuierlichen  Assay-Prinzip verfahren. Die Durchfihrung erfolgt mit einem
Fluoreszenzspektrometer  mit  Mikrotiterplatten-Leseeinheit in  weilRen  96-Well-
Mikrotiterplatten bei 25 T. Verwendete Puffer werd en auf pH-Werte eingestellt, bei denen
das Enzym ein Aktivitatsmaximum besitzt und enthalten EDTA als Komplexbildner um eine
Hemmung des Enzyms durch Schwermetallionen zu verhindern. Der Enzympuffer von
SARS-CoV-MP® und -PLP® enthalt zusatzlich Dithioerythritol (DTT) zur reduktiven Spaltung
vorhandener Disulfidbricken, der Enzympuffer der Dengue-Virus-Protease Ethylenglykol.
Verwendete Substrat- und Inhibitor-Stammldsungen werden in DMSO hergestellt, mit einem
maximalen DMSO-Anteil im Assay von 10%. Alle Versuche werden jeweils in
Doppelbestimmung durchgefihrt inklusive einer Negativ-Kontrolle mit reiner DMSO-LAsung

ohne Inhibitorzusatz.

Tabelle 3-1: Assaybedingungen der durchgefiihrten Enzymassays

Enzym [S] Assaypuffer Enzympuffer pH
SARS-CoV MP° 50 pM 20 mM Tris? 20 mMTris” 75
SARS-CoV PLP® 50 uM 20 mM Tris? 20 mM Tris” 7.5

Dengue-Virus-Protease 100 uM 50 mM Tris® 50 mM Tris® 9.0

40.1 mM EDTA, 200 mM NacCl
0.1 mM EDTA, 200 mM NaCl, 1 mM DTT
¢ 10 % Ethylenglykol
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Zur Durchfiihrung der Assays (Tabelle 3-1) wird das jeweilige Enzym in Tris-Puffer mit dem
Inhibitor oder der Negativ-Kontrolle (DMSO) versetzt. Danach folgt die Zugabe von
fluoreszenzmarkiertem Substrat. Nach Vermischen der Lésungen wird die Enzymaktivitat

durch die Zunahme der Fluoreszenz Uber die Zeit gemessen.

Als Substrate werden fluoreszenzmarkierte Oligopeptide eingesetzt. Im SARS-CoV-MP°-
Assay wird hierfur Abz-Ser-Val-Thr-Leu-GIn-Ser-Gly-(3-NO_)Tyr-(MTS)-Arg-COOH  als
FRET-Substrat genutzt, das als Donor einen 2-Aminobenzoesaure-Rest (Abz) und als
Akzeptor einen 3-Nitrotyrosin-Rest (3-(NO,)Tyr) tragt (Abbildung 3-2) . Eine Spaltung des
Substrates an der fir die SARS-CoV-MP typischen Spaltstelle Leu-GIn|Ser bewirkt eine
Zunahme der Fluoreszenz durch raumliche Entfernung von Donor und Akzeptor, d.h.
Zusammenbruch des inneren Quenchings. Hierbei wird als Anregungswellenlange 325 nm

und als Detektionswellenlange 425 nm verwendet.

NH; O o
NH-Ser—VaI—Thr-Leu—GIn-Ser—GIy-NH\)J\N,Arg(MTS)—CozH
: H
Fluoreszenz-
Donor oH Fluoreszenz-
NO, Akzeptor

Abbildung 3-2: FRET-Substrat des SARS-CoV-MP°-Assays

Bei fluorimetrischen Enzymassays mit der SARS-CoV-PLP™ und der Dengue-Virus-Protease
wird ein Substrat mit einer C-terminalen 7-Amino-4-methylcumarin-Gruppe (AMC)
verwendet. Das als Amid gebundene AMC wird durch die Enzymreaktion vom Peptid
abgespalten und die Fluoreszenz des enstehenden Methylcumarins gemessen. Abhéngig
von der typischen Spaltsequenz der Enzyme unterscheidet sich bei SARS-CoV-PL”® und
Dengue-Virus-Protease das Peptidgerist des Substrates (Abbildung 3-3, Tabelle 3-2) . Fur
beide  Substrate wird eine  Anregungswellenlange von 360nm und eine

Detektionswellenlange von 460 nm verwendet.

a) b)

O//@i O//di
Z-Arg-LeU-Arg-Gly—Gly)LH 0”0 Boc—GIy-Arg-Arg)J\H 0”0

Abbildung 3-3: Fluorogene Substrate mit AMC-Gruppe: a) SARS-CoV-PL"°-Assay;
b) Dengue-Virus-Protease-Assay
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Tabelle 3-2: Enzyme und entsprechende Substrate der durchgefuhrten Enzymassays

Enzym Substrat Km [UM] Aex [NM]  Aem [NM]
SARS-CoV MP® Abz-Ser-Val-Thr-Leu-GIn|Ser-Gly-(3-NO2)Tyr- 190 325 425
Arg(MTS)-OH (TFA-Salz)
SARS-CoV PLP® Z-Arg-Leu-Arg-Gly-Gly |AMC (Acetat-Salz) 850 360 460
Dengue-Virus- Boc-Gly-Arg-Arg | AMC (HCI-Salz) 194 360 460

Protease NS2B-NS3

| markiert die Spaltstelle

3.1.6 ERGEBNISSE DER ENZYMASSAYS MIT SARS-CoV-M™° UND SARS-CoV-PL"®

Um einen Anhaltspunkt fir die Starke der Inhibition zu erhalten wurde zuerst ein Screeening
mit festgelegten Inhibitorkonzentrationen (20 uM oder 100 uM) durchgefiihrt, aus dem Uber
Gleichung (3, Kap. 3.1.3) die prozentuale Inhibition im Vergleich zu einer DMSO-Kontrolle
ermittelt wurde. Die Screeningergebnisse der Pyridin-, Pyrrolidin-, Piperidin- und
Pyridylessigsaure-Derivate und der Thiazolamid-Derivate an den Proteasen SARS-CoV-MP®
und SARS-CoV-PL" sind in den Tabellen 3-3 und 3-4 wiedergegeben.

Zur Vermeidung falsch positiver Ergebnisse im FRET-Assay aufgrund von Absorption von
Fluoreszenzstrahlung im Bereich der Emissionswellenldnge durch den Inhibitor wurde bei
aktiven Substanzen (mindestens 20-40% (20 uM)) die Fluoreszenz des Donors
Anthranilsdure mit und ohne Zusatz von Inhibitor bestimmt. Mit dem daraus erhaltenen
Korrekturfaktor (Gleichungen 10 und 11) wurde die Hydrolyserate korrigiert (Tabelle 3-4) .
Fir Substanzen, die im Screening eine Hemmung von mindestens 20-40 % ([I] = 20 pM)
zeigten, wurden Verdunnungsreihen ([I] =5-100 uM) gemessen (Tabelle 3-5). Durch
Auswertung der Assay-Daten mit dem Enzymkinetik-Programm GraFit® wurden uber die 2-
Parameter-Gleichungen (7) bzw. die Dixon-Gleichung (8, Kap. 3.3.1) ICsy bzw. K#P-Werte
bestimmt, aus denen mit Hilfe der Cheng-Prusoff-Gleichung (9, Kap. 3.3.1) die
Hemmkonstanten K; berechnet wurden. Um Hemmung durch Aggregation auszuschlief3en,

wurden Assays mit Zugabe von Tensid (Triton-X 100) durchgefihrt.
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Tabelle 3-3: Screeningergebnisse der Pyridin-, Piperidin-, Pyrrolidin- und Pyridylessigsaure -Derivate mit
SARS-CoV-M"® und -PL™

Substanz [20 uM] S/:\A%%-g/g]v— SQLRp%)- C[:OZ}/ Substanz [20 pM] S’:‘A%E'g/g]v' SQLRP% C[:OZ}/
MH133 <10* <10* MH363 <10 <10
MH134 <10* <10* MH365 <10 <10
MH138 <10* <10* MH366 <10 <10
MH141 <10* <10* MH367 <10 <10
MH153 <10* <10* MH369 <10 <10
MH154 17* <10* MH370 <10 <10
MH330 <10 <10 MH371 <10 <10
MH335 <10 <10 MH372 <10 <10
MH345 <10 <10 MH374 <10 <10
MH348 12 <10 MH377 20 <10
MH349 19 15 MH384 <10 <10
MH353 22 25 MH398 <10 <10
MH356 <10 <10 MH399 <10 <10
MH362 <10 <10

* Durchfuhrung bei [I] = 100 pM, alle anderen Werte bei [I] = 20 uM
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Tabelle 3-4: Screeningergebnisse der Thiazolamid-Derivate mit SARS-CoV-MP und SARS-CoV-PLP"®
Substanz SARS-CoV- SARS-CoV- Substanz SARS-CoV- SARS-CoV-
[20 uM] MP™ [%] PLP™ [%] [20 uM] MP™ [%] PLP™ [%]
MH158 <10 21 MH223 25 22
MH164 <10 18 MH226 25 17
MH165 <10 20 MH231 <10 <10
MH166 <10 18 MH232 27 19
MH168 <10 <10 MH240 <10 <10
MH175 <10 <10 MH256 10 31
MH181 <10 <10 MH266 21 14
MH182 <10 18 MH270 15 <10
MH188 <10 <10 MH272 <10 <10
MH194 <10 21 MH286B1 18 <10
MH199 26 21 MH286B5 18 14
MH202 16 21 MH287 24 21
MH207 <10 <10 MH288 22 12
MH209 <10 <10 MH300 18 <10
MH211 <10 <10 MH312 18 n.d.
MH214 24 22 MH313 <10 22
MH221 24 25
Tabelle 3-5: Verdiinnungsreihen mit der SARS-CoV-MP"®
Substanz ICs0 [UM] Ki [uM]

MH199 60.3+.7.7 40.1+0.9

MH202 110.0+9.8 87.1+7.8

MH214 189.9+5.8 149.9+5.0

MH221 79.214.8 61.7£3.9

MH223 43.514.8 34.4+£3.8

MH226 84.2+15.6 66.7+£12.3

MH231 110.2+4.4 87.2+3.5

MH232 106.7£7.9 84.516.2

MH240 51.0£3.7 40.4+2.9

MH256 132.9+0.3 105.2+0.3

MH272 93.6£4.5 74.1£3.6

MH313 92.2+23.9 73.0+£18.9
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3.1.7 ERGEBNISSE DER ENZYMASSAYS MIT DER DENGUE-VIRUS-PROTEASE NS2B-NS3

Denguefieber ist eine durch die Infektion mit Dengue-Viren (DENV, RNA-Viren, Flaviviridae)
ausgeloste Krankheit. Diese auRRert sich in grippedhnliche Symptomen, kann aber auch
einen schweren Krankheitsverlauf (Dengue Hamorrhagisches Fieber (DHF), Dengue shock
syndrome (DSS)) nehmen, der bis zum Tod fiihren kann.[**®

Das RNA-Genom von DENV codiert ein Polyprotein, welches durch zellulare und virale
Proteasen in Fragmente gespalten wird, die strukturbildende und nichtstrukturelle Funktionen
besitzen. Die virale Protease NS2B-NS3 ist eine Serinprotease, die nach Bindung eines
Cofaktors (NS2B) dieses Polyprotein spaltet. Aus diesem Grund ist die NS2B-NS3-Protease
essenziell fur die virale Replikation und dadurch ein vielversprechendes Target flr antivirale
Wirkstoffentwicklung.™*"

Die Testung der synthetisierten Verbindungen an der Dengue-Virus-Protease erfolgt analog
zu den Assays an SARS-CoV-MP° und SARS-CoV-PL" beginnend mit dem Screening der

Substanzen. Die erhaltenen Hemmdaten sind in Tabelle 3-6 zusammengefasst.

Tabelle 3-6: Screeningergebnisse der Thiazolamid-Derivate an Dengue-Virus-Protease NS2B-NS3

Substanz Dengue-Virus- Substanz Dengue-Virus- Substanz Dengue-Virus-
[20 uM] Protease [%] [20 uM] Protease [%] [20 uM] Protease [%]
MH158 11* MH202 31* MH256 11*
MH164 <10* MH207 40" MH266 35"
MH165 23" MH209 20* MH270 23+
MH168 13* MH211 <10* MH272 23*
MH175 14* MH214 45" MH286B5 47"
MH182 <10* MH221 31* MH288 44"
MH194 27" MH223 43" MH300 35*
MH199 32+ MH232 29* MH313 47+

* Durchfuihrung bei [I] = 40 uM
* Durchfiihrung bei [I] = 50 pM
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3.2 INFEKTIONSBIOLOGISCHE TESTUNGEN
3.2.1 ANTIVIRALE AKTIVITAT GEGEN SARS-CORONAVIREN

Zur Markierung von Viren ist es mdglich Reportergene wie beispielsweise Sequenzen, die
das green fluorescence protein (GFP) codieren, in den genetischen Code einzubauen.**&*
Dieser Einbau kann bei SARS-Coronaviren zwischen ORF1 (open reading frame, vgl. Kap.
1.1) und N (nucleocapsid) erfolgen. Eine Infektion oder Transfektion von Zellen mit solchen
SARS-CoV-GFP-Viren resultiert in der Expression von GFP, was erwartungsgemal zu
einem Anstieg der Fluoreszenzintensitat fihrt. Die Messung der Fluoreszenz vor und nach
der Wirkstoffzugabe kann deshalb die angestrebte Suppression der viralen Infektion durch
potentielle Inhibitoren quantifizieren und bietet dadurch ein gutes In-vitro-Modell zur
Betrachtung der Replikation und Pathogenese von SARS-Coronaviren.

Die Hemmung der SARS-CoV-GFP vermittelten Infektion durch die synthetisierten
Verbindungen wurde an VeroE6 Zellen durchgefihrt. Hierfir wurden diese in 96-wellplates
mit SARS-CoV-GFP infiziert und nach Inkubation und Fixierung die Kultur durch ein Medium
(Ethanol oder DMSQO) mit unterschiedlichen Inhibitorkonzentrationen (0.02 nM bis 50 puM)
ersetzt. Die GFP-Fluoreszenz wurde aufgezeichnet und durch den Vergleich mit der
durchgefuhrten Negativkontrolle (Medium ohne Inhibitor) das Ausmafd der Inhibition
bestimmt. Verbindungen mit inhibitorischer Wirkung auf SARS-Coronaviren flhrten zu einer

verringerten GFP-Fluoreszenz (Tabelle 3-7).

3.2.2 MTS-ASSAY ZUR BESTIMMUNG DER CYTOTOXIZITAT

Die Lebensfahigkeit und Proliferation (Zellvermehrung) von Saugetier-Zellen kann durch

s511%2) hestimmt werden. Tetrazolium-Derivate

Tetrazolium-basierte colorimetrische Assay
werden hierbei durch eine zellular vermittelte Reduktion in farbige, wasserlésliche Formazan-
Produkte umgewandelt (Schema 3-3) . Diese Reduktion wird hauptsachlich mit Enzymen des
Endoplasmatischen  Retikulums assoziiert, vermittelt durch die pyridinhaltigen
Reduktionsaquivalenten NADH und NADPH. In geringem Ausmald sind auch Succinat-

Dehydrogenasen der Mitochondrien an der Reduktion beteiligt.”*>*!

Die Formazan-Bildung kann durch photometrische Messungen (MTS-Assay: 490 nm)
quantifiziert werden. Dabei ist die Konzentration von durch Reduktion entstandenem

Formazan direkt proportional zur Anzahl lebender Zellen bzw. deren Aktivitat. Dies
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ermdglicht es mit Hilfe von MTT- und MTS-Assays mit und ohne Wirkstoffzugaben die

Cytotoxizitat von Substanzen bzw. die Proliferation oder Aktivierung von Zellen zu

bestimmen.

Ry
N‘N Reduktlon —
NN N N=N

/
s%ﬁ
MTT: Ry=H, Rp=H

MTS: R{=OCH,COOH, R,=SOj3"

Schema 3-3: Colorimetrischer MTT- und MTS-Assay

R2

=N

Die Durchfilhrung des MTS-Assays!**%? erfolgte an nicht-infizierten VeroE6 Zellen, durch

Messung der Zelltoxizitat der Verbindungen nach 18 h Inkubation mit dem entsprechenden

Tetrazolium-Derivat.

Tabelle 3-7: Antivirale Aktivitat und Cytotoxizitat

Hemmung der viralen Infektion von VeroE6 Cytotoxizitét im MTS-Assay [%]
Zellen [%]

Verbindung 50 pM 10 pM 50 uM 10 uM
MH221 75.2 <10 31.6 <10
MH223 57.8 12.0 44.3 <10
MH240 62.9 <10 29.4 <10
MH256 62.3 13.4 45.1 <10
MH266 54.4 <10 43.2 <10
MH272 64.7 <10 50.1 <10
MH287 64.9 <10 48.8 <10

3.2.3 ANTI-TRYPANOSOMALE UND ANTI-LEISHMANIALE AKTIVITAT, CYTOTOXIZITAT AN

MAKROPHAGEN

Die Afrikanische Schlafkrankheit™* (humane Afrikanische Trypanosomiasis, HAT) ist eine

auf das subsaharische Afrika beschrénkte Infektionskrankheit, die besonders stark in der

Demokratischen Republik Kongo, Angola, Sudan und Uganda verbreitet ist. Sie wird durch

Trypanosomen (einzellige Parasiten, Protozoen) verursacht,

die durch den Stich der
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Tsetsefliege (Glossina spp.) mit dem Speichel des Insekts auf den Menschen Ubertragen
werden. Der Erreger der Schlafkrankheit Trypanosoma brucei kommt in drei Unterarten vor,
von denen zwei fir den Menschen pathogen sind. Die Ostafrikanische Schlafkrankheit wird
verursacht durch T. brucei rhodesiense und zeigt ein akutes Krankheitsbild. Die
Westafrikanische Schlafkrankheit, hervorgerufen durch T. brucei gambiense, nimmt im
Gegensatz dazu einen chronischen Verlauf mit einer schleichenden Entwicklung der
Symptome. Beide Formen der Schlafkrankheit fihren unbehandelt immer zum Tod, weshalb
eine frihe Diagnose und Therapie erforderlich sind. Die Infektion verlauft in zwei Stadien,
beginnend mit dem durch wellenférmig verlaufende Fieberschilbbe gekennzeichneten
hamolymphatischen Befall bis zum durch Apathie gepragten enzephalitischen Stadium
(Invasion des Zentralnervensystems).

Leishmaniose!**®

ist eine durch parasitische Protozoen der Gattung Leishmania
hervorgerufenen Infektionskranheit, die in 88 Landern (hauptsachlich Entwicklungslandern)
der Erde verbreitet ist. Die Ubertragung erfolgt durch in tropischen und subtropischen
Regionen der Erde vorkommende Sandmiucken. Hierbei werden promastigote Leishmanien
(begeilRelt) durch den Stich der infizierten weiblichen Sandmicke in die Haut des Wirtes
injiziert. Nach der Aufnahme in Makrophagen durch Phagozytose kommt es zur
Differenzierung zum amastigoten Stadium (unbegeif3elt), Vermehrung und Entlassung aus
der Wirtszelle durch Lyse. Freigesetzte Amastigoten vermehren sich in nicht-infizierten
Makrophagen und kdénnen durch den Stich der Sandmiicke wieder von dieser aufgenommen
werden. Im Insektendarm erfolgt die erneute Differenzierung zum promastigoten
Parasitenstadium. Abhangig von der Leishmanienart auflert sich die Infektion in
verschiedenen Krankheitsbildern, der kutanen, mukokutanen (Schleimhdute des Nasen-
Rachen-Raums betreffenden) und viszeralen (innere Organe betreffenden) Leishmaniose.
Einer der wichtigsten Ausloser der kutanen Leishmaniose ist L. major, der seine Verbreitung

im Nahen und Mittleren Osten, Mittelmeerraum und im Subsahara-Raum findet.

Die anti-trypanosomale und anti-leishmaniale Aktivitat der synthetisierten Verbindungen wird
bestimmt Uber einen Alamar-Blue™-Assay™® unter Verwendung des wasserléslichen
blauen Redox-Farbstoff Resazurin (Alamar Blue™, 7-Hydroxy-3H-phenoxazin-3-on-10-oxid).
Dieser wird durch Dehydrogenasen lebensféahiger Zellen zum pinkfarbenen, fluoreszierenden
Resorufin reduziert (Schema 3-4).

Fur den Alamar-Blue™-Assay wurden Trypanosomen (Trypanosoma brucei brucei, TC 221)

bzw. Leishmania-Promastigoten (Leishmania major, MHOM/IL/81/FE/BNI) in den
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Vertiefungen einer Mikrotiterplatte kultiviert und dort mit verschiedenen Konzentrationen
(I mM bis 100 pM und Leerwert) des Wirkstoffs inkubiert. Nach 24 h wurde der
reduktionssensitive Indikator Resazurin zugegeben und nach weiteren 24-48 h die
Absorption der Zellkultur photometrisch bestimmt. Eine Zunahme der Absorption ist direkt
proportional zur metabolischen Aktivitdit der Zellen. Als Ergebnis wird die
Wirkstoffkonzentration angegeben, bei der 50 % der Zellen in ihrem Metabolismus gehemmt

sind (ICs).**" 58!

?
.
Ny Reduktion AN
—_—
Na* "0 (o) o) Na O 0 o)
Resazurin Resorufin

Schema 3-4: Alamar-Blue™-Assay

Zuséatzlich dazu wurde die Cytotoxizitat der Verbindungen an einer Makrophagenzelllinie
(J774.1, Maus) getestet. Hier findet ebenfalls der Alamar-Blue™-Assay Anwendung, da
dieser durch Nicht-Verfarbung die fehlende metabolische Aktivitéat der Zellen im Vergleich zu
Kontrollpopulation aufzeigen kann. Der Grad an Blaufarbung, detektiert durch Photometrie,

dient dadurch als MafR fiir eine cytotoxische Wirkung der Substanz.**%!

Die anti-trypanosomale und anti-leishmaniale Aktivitdten sowie die Cytotoxizitdt auf

Makrophagen fur alle synthetisierten Verbindungen sind in Tabelle 3-8 zusammengefasst.
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Tabelle 3-8: Anti-leishmaniale und anti-trypanosomale Aktivitat und Cytotoxizitét

ICso [UM]
Substanz L. major T. b-brucei Makroph. | Substanz L. major T. b brucei Makroph.
48h 72h 48h 72h
MH133 >100 2,91 3,23 >100 MH272 >100 >40,00 >40,00 >100
MH134 >100 15,23 17,35 >100 MH286B1 >100 >40,00 >40,00 >100
MH138 >100 22,17 24,68 >100 MH286B5 >100 >40,00 >40,00 >100
MH141 >100 1,03 0,79 77,5 MH287 >100 20,59 30,45 >100
MH153 >100 2,86 3,15 >100 MH288 >100 16.17 20.74 >100
MH154 >100 5,15 4,41 >100 MH300 >100 >40,00 >40,00 >100
MH158 >100 >40,00 >40,00 >100. MH312 >100 >40,00 >40,00 >100
MH164 >100 >40,00 >40,00 >100 MH313 >100 18,10 17,92 31,9
MH165 >100 >40,00 >40,00 >100. MH330 >100 11,07 17,81 >100
MH166 >100 25,15 >40,00 >100. MH335 >100 >40,00 >40,00 >100
MH168 >100 >40,00 >40,00 >100 MH345 >100 15,77 17,80 >100
MH175 >100 6,63 12,76 >100 MH348 >100 3,40 3,74 42,9
MH181 >100 >40,00 >40,00 >100 MH349 >100 11,58 17,38 >100
MH182 >100 >40,00 >40,00 >100. MH353 >100 13,79 17,37 >100
MH194 47,7 11,03 11,60 66,5 MH356 >100 0,96 1,71 >100
MH199 >100 2,24 2,82 23,8 MH362 >100 15,54 18,36 >100
MH202 >100 n.s. n.s. >100 MH363 >100 >40,00 >40,00 >100
MH207 9,7 4,05 3,82 9.5 MH364 >100 26,24 >40,00 >100
MH209 >100 >40,00 >40,00 46,2 MH365 >100 15,84 18,16 >100
MH211 2,3 1,51 0,66 10,3 MH366 >100 17,87 18,27 >100
MH214 >100 n.s. n.s. >100 MH369 >100 >40,00 >40,00 >100
MH221 >100 >40,00 >40,00 >100 MH370 >100 >40,00 >40,00 >100
MH223 >100 18,75 >40,00 >100 MH371 >100 >40,00 >40,00 >100
MH226 >100 13,34 17,73 >100 MH372 >100 >40,00 >40,00 >100
MH231 >100 >40,00 >40,00 >100 MH374 >100 >40,00 >40,00 >100
MH232 >100 1542 2328 >100. MH376 100  >40,00 40,00 100
MH240 >100  >40,00  >40,00  >100 MH377  >100 14.83 16,95 746
MH256 >100  >40,00  >40,00  >100. MH3ga  >100 18.74 18,60 100
MH266 5100 40,00 40,00  >100 MH3es  >100 3.88 3,89 100
MH270 >100 2,62 3,47 >100 MH3oe 100 1387 1571 100

n.d. nicht bestimmt
n.s. nicht léslich
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3.3 MASSENSPEKTROMETRISCHE UNTERSUCHUNGEN EINES ENZYM-INHIBITOR-
KOMPLEXES

Eine Mdglichkeit, Informationen Gber den Bindungsmodus eines Inhibitors zu erhalten, ist die
Untersuchung des Enzym-Inhibitor-Komplexes mittels Massenspektrometrie. Dabei wird bei
nicht-kovalenter Assoziation des Inhibitors ein unverandertes Massenspektrum der mit
Inhibitor inkubierten Protease im Vergleich zur unbehandelten Protease erwartet. Im
Gegensatz dazu sollte eine kovalente Bindung des Inhibitors durch einen neuen
Masse/Ladungs-Peak erkennbar sein.

Zur Untersuchung der Verbindung MH211, die aufgrund ihrer aktivierten Doppelbindung eine
kovalente Bindung vermuten liel3, wurde die Substanz (gelost in DMSO, 1 mg/ml, 45 min) mit
der Protease SARS-CoV-MP" inkubiert. Das molare Verhaltnis Enzym zu Inhibitor entsprach
1:100 mit einer Endkonzentration an DMSO von 5 %. AnschlieRend wurde zentrifugiert, um
nicht gebundenen Inhibitor sowie moglicherweise ausgefallenes Protein abzutrennen. Nach
der vollstandigen Entsalzung des Uberstandes mittels Dialyse erfolgte die Analyse mittels
ESI-MS (flow 2 pl/min, Konz. 0.01-0.1 mg/ml in MeOH/H,O/AcOH [49.5/49.5/1], scans 64,
resolution 256 k).

34 kDa + 2x314 Da

l

34 kDa + 1x314 Da
l 34 kDa + 3x314 Da

l

34 kDa + 4x314 Da

800 1820 1840 1860 188(

Abbildung 3-4: ESI-Massenspektrum der SARS-CoV-MP", inkubiert mit MH211A (schwarzer Pfeil: nicht
komplexierte Protease; graue Pfeile: Enzym-Inhibitor-Komplexe)
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Das durchgefiihrte MS-Experiment des synthetisierten Inhibitors MH211 mit der SARS-CoV-
MP® zeigte nur zu circa 5% die bei nicht-kovalenter Hemmung erwartete Masse der
unmodifizierten Protease (34393 Da). Stattdessen zeigten sich vier Sighale mit hoéheren
Masse/Ladungs-Verhaltnissen, die der Masse der Protease ergénzt durch einmal, zweimal,
dreimal bzw. viermal der Masse des Inhibitors MH211 (314 Da) entsprachen (Abbildung 3-

4). Dabei ist die zweifache Bindung am haufigsten vertreten und die vierfache Bindung nur in
sehr geringem Umfang. Dies zeigt, dass eine bis zu viermalige kovalente Bindung von
MH211A pro Enzym-Monomer stattgefunden hat. Da diese Addition nicht nur einmal
stattfand, wie bei einer kovalenten Bindung an den Cystein-Schwefel des aktiven Zentrums
erwartet, handelt es sich um eine unspezifisch kovalente Bindung an die Protease.

Die Substanz MH211 stellt daher keinen selektiven Inhibitor der Protease dar, sondern eine
hoch-elektrophile Substanz, die unspezifisch an mehrere Stellen der Protease bindet.

Dadurch ist MH211 als Leitstruktur fir reversible, nicht-peptidische Inhibitoren uninteressant.
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4 DISKUSSION DER ERGEBNISSE

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war die Synthese selektiver Inhibitoren der SARS-
Coronavirus-Hauptprotease. Daflr wurden Strukturvarianten von peptidischen Pyridin-,
Pyrrolidin-, Piperidin- und Pyridylessigsaure-Derivaten und nicht-peptidischen Thiazol-
Derivaten synthetisiert und getestet. Die systematische Analyse der ermittelten
Screeningergebnisse der Verbindungen an der SARS-CoV-MP° ermdglichte dabei das
Aufzeigen von generellen Trends. Hierfur werden die Verbindungen in sechs

unterschiedliche Strukturklassen eingeteilt.

Gesamtzahl der

Strukturklasse Struktur )
Verbindungen
H
1 Pyridin-, Pyrrolidin, Piperidin- und Pyridylessigsaure- Ry B X\H/N\Rz 9
Derivate ohne Seitenkette N ©
0
2 Pyridylessigsaure-Derivate mit Seitenkette in a-Position | NS H‘R2 16
voooR
ofe
3 Thiazolamid-Derivate mit variierendem Thiazol-Baustein R‘IN%NJKXQRZ 10
R S H R
v 9
4 5-Acetyl-4-methylthiazolamid-Derivate ohne \H:[ \>—HJ\R 3
Doppelbindung I S
N
5-Acetyl-4-methylthiazolamid-Derivate mit Doppelbindung g H

o}
v 9 Ry
R;
6 5-Acetyl-4-methylthiazolamid-Derivate mit Seitenkette \PI?_NJm ’ 11
Rs
0

DarUber hinaus wurden die Aktivitdten der Verbindungen im Screening an der SARS-CoV-
PLP™ und der Dengue-Virus-Protease NS2B-NS3 ermittelt und auch direkt an SARS-Viren

auf antivirale Aktivitdt getestet. Es wurden ebenfalls die anti-trypanosomale und anti-

leishmaniale Aktivitat sowie die Cytotoxizitdt an Makrophagen bestimmt.
Bei der Analyse der Hemmwirkung der Verbindungen wurden nur Aktivitaten grofRer 10 %
(bei 20 uM) berticksichtigt.
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4.1 HEMMUNG DER SARS-C0OV-M""° IN ENZYMATISCHEN ASSAYS
4.1.1 PYRIDIN-, PYRROLIDIN-, PIPERIDIN- UND PYRIDYLESSIGSAURE -DERIVATE

Die synthetisierten Pyridin-, Pyrrolidin- und Piperidin-Derivate wurden im Screening mit einer
Inhibitorkonzentration von 100 uM getestet, wodurch Ld&slichkeitsprobleme auftraten. Aus
diesem Grund wurde bei der Testung der Pyridylessigsaure-Derivate eine niedrigere
Konzentration von 20 uM verwendet. Dadurch sind diese beiden Substanzreihen nicht direkt
miteinander vergleichbar, es lassen sich jedoch Einfllisse der einzelnen Strukturfragmente

auf die Hemmwirkung erkennen.

EINFLUSS DER PYRIDIN-, PIPERIDIN-, PYRROLIDIN- UND PYRIDYLESSIGSAURE-BAUSTEINE
(STRUKTURKLASSE 1)

Bei Verbindungen der Strukturklasse 1 handelt es sich um Derivate, bei denen das Tripeptid
uber die 3-Position mit dem Pyridinbaustein verknupft ist. Keine der Verbindungen zeigte,
unabhé&nigg von der Spacer-Lange zwischen Pyridin und Peptid eine Hemmung grof3er 10 %
bei 20 pM. Zusatzlich dazu wurden auch kirzere Aminkomponenten statt des Tripeptids
eingesetzt, wie Cyclohexyl- (MH369, MH370), Benzyl- (MH371) und Leu-Cyclohexyl-Derivate
(MH372), die jedoch ebenfalls keine Aktivitat im Screening zeigten (Tabelle 4-1) .

Tabelle 4-1: Pyridin-, Piperidin-, Pyrrolidin- und Pyridylessigsaure -Derivate mit meta-stéandiger

Séaurefunktion
R X__N.
Strukturklasse 1 | Y R
N )

Verbindung X R1 R> ZOHEI\T/ngiae[i%]
MH134 CH2 - -Leu-Val-AlaOBn n.d./n.i.
MH138 - - -Leu-Val-AlaOBn n.d./n.i.
MH154 - Cl -Leu-Val-AlaOBn n.d./17
MH330 CH2CH> - -Leu-Val-AlaOBn n.i./n.d.
MH335 CH=CH - -Leu-Val-AlaOBn n.i./n.d.
MH369 CH2 - -CH:Cyclohexan n.i./n.d.
MH370 CHz - -Cyclohexyl n.i./n.d.
MH371 CH> - -Bn n.i./n.d.
MH372 CH - -Leu-CH,Cyclohexan n.i./n.d.

n.d. nicht bestimmt
n.i. keine Hemmung >10 %
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Auch die Variation des heterozyklischen Bausteins (ortho-substituierte Pyridin- (MH133),
Piperidin- (MH141) und Pyrrolidin-Bausteine (MH153)) fuhrte nicht zu einer nennenswerten
Hemmung der SARS-CoV-M"° (Abbildung 4-1) .

| X
NT R N R Q\H/R R = Leu-Val-AlaOBn
0]

Boc O Boc O
MH133 MH141 MH153

Abbildung 4-1: Pyridin-, Piperidin- und Pyrrolidin-Derivate mit ortho-standiger Saurefunktion

EINFLUSS DER SEITENKETTEN (STRUKTURKLASSE 2)

Zur Erh6éhung der Affinitdt des Inhibitors zur S1‘- bzw. S2'-Bindetasche des Enzyms wurde
bei Pyridylessigsaure-Derivaten eine aliphatische Seitenkette in a-Position zur
Carboxylfunktion eingefihrt (Tabelle 4-2). Daraus gingen mit den n-Pentyl- (MH348),
Cyclopropylmethyl- (MH349) und Crotyl-Derivaten (MH353) Verbindungen hervor, die eine
schwache Hemmung zeigten. Verbindungen mit kiirzeren aliphatischen Seitenketten wie n-
Propyl (MH345) weisen dabei wie auch die unsubstituierten Verbindungen keine Aktivitat auf.
Ausgehend von der am besten hemmenden Verbindung MH353, die eine Crotylseitenkette
enthalt, wurde das Tripeptid in LLL-Konfiguration durch stereocisomere Tripeptide ersetzt
(MH356, MH362, MH363, MH364, MH365, MH366, MH376). Da keine dieser synthetisierten
Verbindungen mehr eine Hemmung zeigt, scheint hier die LLL-Konfiguration die optimalste
zu sein.

Ebenfalls ausgehend von der Verbindung MH353 wurde anstatt des Tripeptides Leu-Val-
AlaOMe ein verklrzter Leu-Methylcyclohexyl-Baustein eingebaut (MH377), der zu einer
Hemmung von 20 % fihrt. Die entsprechende Variante in veranderter Konfiguration ((D)Leu-
Methylcyclohexyl (MH384)) besitzt im Gegensatz dazu keine Aktivitat.

Auch die Einfihrung einer zusatzlichen CH,-Gruppe als Spacer zwischen dem Heterozyklus
und der Seitenkette bei den Verbindungen MH398 und MH399, die ebenfalls einen (L/D)Leu-

Methylcyclohexyl-Baustein enthalten, fihrte nicht zur Verbesserung der Hemmung.
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Tabelle 4-2: Pyridylessigsaure-Derivate mit Seitenkette in a-Position

0]
Strukturklasse 2 X N2
L TR A
N
Verbindung R1 n R, Hemmung bei
20 uM [%]
Leu-Val-AlaOMe
MH345 n-Propyl- 0 L-L-L n.i.
MH348 n-Pentyl- 0 L-L-L 12+2
MH349 Cyclopropylmethyl- 0 L-L-L 19+6
MH353 Crotyl- 0 L-L-L 22+4
MH356 Crotyl- 0 L-L-D n.i.
MH362 Crotyl- 0 L-D-L n.i.
MH363 Crotyl- 0 D-L-D n.i.
MH364 Crotyl- 0 L-D-D n.i.
MH365 Crotyl- 0 D-D-L n.i.
MH366 Crotyl- 0 D-L-L n.i.
MH376 Crotyl- 0 D-D-D n.i.
MH374 Crotyl- 0 Cyclohexyl- n.i.
MH377 Crotyl- 0 -Leu-CH,Cyclohexan 2018
MH384 Crotyl- 0 -(D)Leu-CH:Cyclohexan n.i.
MH398 Crotyl- 1 -Leu-CH,Cyclohexan n.i.
MH399 Crotyl- 1 -(D)Leu-CH:Cyclohexan n.i.

Da die Aktivitaten der Verbindungen an der SARS-CoV-MP® bisher nur sehr gering sind,
lassen sich keine Struktur-Wirkungsbeziehungen ableiten. Die Einflihrung einer Seitenkette
in a-Position zwischen Pyridin-Baustein und peptidischem Baustein scheint jedoch einen
positiven Einfluss zu haben. Verglichen mit den bisher im Arbeitskreis synthetisierten
Pyridylmethylamino-Derivaten, die als Ausgangsverbindungen dienten, zeigen die
synthetisierten Verbindungen tendenziell schlechtere Hemmwerte. Die Uber einen inversen
Aufbau verfigenden Pyridylmethylamino-Derivate weisen Aktivitdten bis 30 % auf (Tabelle
4-3).
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Tabelle 4-3: Pyridylmethylamino-Derivate mit inverser Verknlpfung der Bausteine

(ﬁimﬁ

Verbindung Hemmung bei 20 pM [%]
TS174 Crotyl- 26
TS175 Cyclopropylmethyl- 29
TS203 n-Pentyl- 30

4.1.2 THIAZOLAMID -DERIVATE

Die synthetisierten Thiazolamide wurden einheitlich in der Konzentration 20 uM vermessen
und sind aus diesem Grund miteinander vergleichbar. Bei den Testungen an den SARS-
CoV-Proteasen wurden fur die Thiazolamid-Derivate zusatzliche Korrekturmessungen
durchgefuhrt, da viele der Substanzen die Fluoreszenz des Produktes der Substrathydrolyse
quenchen und daher zu falsch positiven Werten fuhren (inner filter effect).

Eine vorrausgegangene Arbeit Uber Thiazolamide zeigte, dass Derivate mit anderen
Thiazolamin-Bausteinen als dem in Specs08 vorhandenen 5-Acetyl-4-methylthiazol-Baustein
sich als inaktiv bzw. weniger aktiv erwiesen. Die Beibehaltung dieses Thiazolamins und
zusatzlich dazu die Verwendung von Carbonsaure-Bausteinen mit einer Doppelbindung
lieferten in dieser vorausgegangenen Arbeit die aktivsten Verbindungen. Diese Tendenz

sollte durch die neu synthetisierten Verbindungen weiter untersucht werden.

EINFLUSS DER THIAZOLAMIN -BAUSTEINE (STRUKTURKLASSE 3)

Zur Uberprifung des Einflusses der Thiazolamin-Fragmente wurden Amide mit
unterschiedlichen Thiazolamin-Bausteinen dargestellt (Tabelle 4-4). Dabei erwiesen sich
Verbindungen, die einen 4,5-Dimethylthiazol-Bausteine enthalten (MH158, MH164, MH165,
MH166, MH168) als ebenso inaktiv wie Verbindungen mit variierenden anderen Thiazol-
Substituenten (MH231, MH240, MH272). Einzig die Verbindung MH226 (25 %;
Ki = 66.7+£12.3 uM), die eine 4-Bromophenyl-ethoxycarbonyl-thiazol tragt und die Verbindung
MH266 (21 %), die ein Methyl-ethoxycarbonyl-thiazol besitzt, zeigten eine geringe Hemmung

an der Protease.
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Tabelle 4-4: Thiazolamid-Derivate mit variierendem Thiazol-Baustein

R
R o
Strukturklasse 3 4:[N\>—NJ\X -
2
Ry~ S il Ry

Verbindung X R R2 Rs R4 Rs Hemmung bei
20 pM [%)]
MH158 CH=CH - - - -CHs -CHs n.i.
MH164 CH2CH,CH, - - - -CHs -CHs n.i.
MH165 CH=CH Cl Cl - -CHs -CHs n.i.
MH166 CH=CH F - F -CHs -CHs n.i.
MH168 CHa - - - -CHs -CHs n.i.
MH226 CH=CH - - - Bro‘rfir:r‘lzol -COOEt 2546
MH231 CH=CH - - - C[:H n.i.
F
— N H
MH240 CH=CH F/@SH n.i.
MH266 CH=CH - - - -CHs -COOEt 2145
MH272 CH=CH - - - -CHs -COOH n.i.

EINFLUSS DES 5-ACETYL-4-METHYLTHIAZOL -BAUSTEINS (STRUKTURKLASSEN 4 UND 5)

Weiterhin ist zu erkennen, dass wie bereits vermutet ein Michael-System die Aktivitaten
verbessern kann (Tabelle 4-5). Die Verbindungen mit 5-Acetyl-4-methyl-thiazolaminen ohne
Doppelbindung (Strukturklasse 4: MH181, MH182, MH194) erwiesen sich alle als inaktiv an
der Protease. Ebenfalls inaktiv sind die Verbindungen MH175, MH207, MH211 und MH313.
Die Verbindungen MH199, MH202, MH214 und MH223 weisen im Gegensatz dazu eine
leicht erhéhte Hemmung auf (max. 25 %). Diese Verbindungen besitzen alle eine

Doppelbindung und ebenfalls ein daran verknipftes aromatisches System.
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Tabelle 4-5: Thiazolamid-Derivate mit variierendem Saure-Baustein

0]

WESTn

o)

Verbindung R Hemmung bei 20 pM [%]

Strukturklasse 4: ohne Doppelbindung

MH181 -Bn- n.i.
MH182 -CHs3 n.i.
MH194 -CH,CH=CHPh n.i.

Strukturklasse 5: mit Doppelbindung

MH175 -CH=CHCHs n.i.
MH199 -CH=CHCH=CHPh 264
MH202 -CH=CHCsHuN 1643
MH207 -C(=CHy)Ph n.i.
MH211 --CH=CHCOPh n.i.
MH214 -CH=CH-Naphthyl 24+1
MH223 -C(CHs)=CHPh 2542
MH313 -CH=CHCONHBn n.i.

EINFLUSS EINER SEITENKETTE (STRUKTURKLASSE 6)

Die bisher diskutierten Thiazolamide basieren auf einer Leitstruktursuche ausgehend von
Cinanserin und der Kristallstruktur 2GZ7. Da sich diese Basis als fehlerhaft herausgestellt
hatte (vgl. Kap. 1.4), ist auch der Bindungsmodus der Thiazolamide fraglich. Dies kdnnte die
relativ schlechte Aktivitat der Verbindungen erklaren.

Das Docking und Scoring mit einer neuen Kristallstruktur (pdb:2AMD) legte die Einfihrung
einer Glutamin-ahnlichen Seitenkette in ortho-Postition des Aromaten nahe (Thiazolamide 2.
Generation, Tabelle 4-6). Aufbauend auf diesen Vorgaben wurden Verbindungen mit
acylischen und aliphatischen Seitenketten in ortho-, meta- und para-Position synthetisiert.
Die Einfuhrung dieser Seitenkette am Aromaten flihrte zu vergleichsweise besseren
Aktivitditen. Dabei zeigte sich jedoch durch die begrenzte Anzahl an synthetisierten
Verbindungen keine generelle Tendenz, welche Position oder Struktur der Seitenkette am
besten ist. Sowohl die ortho-substituierten (MH232, MH288), die meta-substituierten
(MH270, MH286B1, MH286B5, MH287, MH300) als auch die para-substituierten
Verbindungen (MH312) zeigen vergleichbare Hemmungen bis 27 %. Weiterhin fuhrt auch die
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EinflUhrung einer carboxylischen Seitenkette an der Doppelbindung (MH221) zu einer

moderaten Hemmung.

Tabelle 4-6: Thiazolamid-Derivate mit Seitenketten am Aromat oder an der Doppelbindung

0]
N R
Strukturklasse 6 \’;[ \>_ﬂ = ?
S R, R
o) 3
Verbindung R1 R2 R3 R4 Hemmung bei 20 uM
(%]
Substitution an der Doppelbindung
MH209 - - - -COOEt n.i.
MH221 - - - -COOH 242
ortho-Substitution
MH232 -OCOCH3s - - - 273
MH256 -OH - - - n.i.
MH288 -OCQ"Propyl - - - 22+2
meta-Substitution
MH286B1 - -OCOCH3 - - 18+4
MH286B5 - -OH - - 18+4
MH270 - -OCH,CH,CH,Ph - - 15+0
MH287 - -OBn - - 24+1
MH300 - -O"Butyl - - 18+4
para-Substitution
MH312 - - -OCOCH3 - 18+2
4.1.3 ZUSAMMENFASSUNG

Im Screening konnten fiir die synthetisierten Verbindungen Enzymhemmungen von maximal

30 % festgestellt werden. Struktur-Wirkungsbeziehungen lassen sich aus den erhaltenen

Testergebnissen jedoch nicht ableiten, da die Verbindungen dafur eine zu geringe Aktivitat

zeigen. Aus der Gegenuberstellung der Messwerte der Strukturklassen lassen sich jedoch

gewisse Trends ablesen. Die Strukturklassen 1 und 4 sind vollstandig inaktiv gegenuber der

Hauptprotease (Abbildung 4-2a) . In den Strukturklassen 2, 3 und 5 zeigen hingegen 20-

50 % der Verbindungen eine Hemmung gréRer 10 % (20 uM). Unter den Thiazolamiden der

2. Generation (Verbindungsklasse 6), die auf dem Docking mit der neuen Kristallstruktur

2GZ7 basieren, liegt der Anteil aktiver Verbindungen bereits bei 82 %. Bei der Analyse der
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Starke der Hemmung (Abbildung 4-2b) zeigen sich jedoch keine deutlichen Unterschiede
zwischen den Strukturklassen. Klassen 2, 3, 5 und 6 zeigen alle eine maximale Hemmung
von 20-30 %. Trotzdem bietet die Strukturklasse 6 das bisher grofte Potential fur eine

Weiterentwicklung, v.a. durch Einfihrung einer Glutamin-ahnlichen Seitenkette.

a) b)
100+ 40-
.= 80 — 30
G): §. 0
£ 9 601 > o BB
C (u] o
©5 S5 20 g O
T T g 5
L2 40 £ 5 &
<2 o o
[} T 10-
> 20
0+— . . : . . 04— : : : : :
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

Abbildung 4-2: SARS-CoV-MP" a) Analyse der Anzahl aktiver Verbindung (>10 % bei 20 uM) innerhalb
der Strukturklassen 1 bis 6; b) Analyse der Hemmstéarke der Verbindungen innerhalb der Strukturklassen
1 bis 6
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4.2 HEMMUNG DER SARS-CoOV-PL"° IN ENZYMATISCHEN ASSAYS
4.2.1 PYRIDIN-, PIPERIDIN-, PYRROLIDIN- UND PYRIDYLESSIGSAURE -DERIVATE

Die Testungen der Pyridin-, Piperidin-, Pyrrolidin- und Pyridylessigsaure-Derivate an der
SARS-CoV-PL”™ ergaben ebenfalls nur eine geringe Hemmung des Enzyms. Nur die
Verbindungen MH349 (15 %) und MH353 (25 %) weisen eine geringe Aktivitat auf. Beide
Substanzen enthalten eine Seitenkette in a-Position. Diese besitzt demnach offensichtlich

auch einen positiven Einfluss auf die Hemmung der SARS-CoV-PL".

4.2.2 THIAZOLAMID -DERIVATE

Im Fall der synthetisierten Thiazolamid-Derivate lasst sich beziglich der Hemmung der
SARS-CoV-PL” kein eindeutiger Trend feststellen. Auch Verbindungen mit anderen
Thiazolaminen als dem fur SARS-CoV-MP° bevorzugten 5-Acetyl-4-methylthiazol bewirken
eine schwache Hemmung (Substanzklasse 1: MH158 (21 %), MH164 (18 %), MH165
(20 %), MH166 (18 %), MH226 (17 %), MH266 (14 %)). Dartber hinaus fiihren auch die
Verbindungen mit 5-Acetyl-4-methylthiazol ohne Doppelbindung (Substanzklasse 4: MH182
(18 %), MH194 (21 %)) und mit Doppelbindung (Substanzklasse 5: MH199 (21 %), MH202
(21 %), MH214 (22 %), MH223 (22 %), MH313 (22 %)) zu einer schwachen Hemmung.
Zusatzlich dazu sind Verbindungen mit einer Seitenkette (Substanzklasse 6) an der
Doppelbindung (MH221 (25 %)) oder auch in ortho- (MH232 (19 %), MH256 (31 %), MH288
(12 %)) und meta-Position (MH286B5 (14 %), MH287 (21 %)) des Aromaten schwach aktiv.

4.2.3 ZUSAMMENFASSUNG

Analysiert man die Ergebnisse an der SARS-CoV-PL"® basierend auf der Einteilung in die
Strukturklassen 1 bis 6 ergibt sich folgendes Bild. In den Strukturklassen 3, 4, 5 und 6
bewirken jeweils Uber 60 % der Verbindungen eine Hemmung grofRer 10 % (Abbildung 4-
3a), obwohl diese urspringlich nicht fur die SARS-CoV-PLP® entwickelt wurden. Diese
Substanzklassen bestehen ausschliellich aus Thiazolamid-Derivaten. Die Analyse der
Aktivitaten der Verbindungen (Abbildung 4-3b) ergab eine sehr enge Verteilung in den
Strukturklassen 3 bis 5 mit einer maximalen Hemmung von 22 %. Die Klasse 6 zeigt

dagegen eine breitere Verteilung von 12-31 %.
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Abbildung 4-3: SARS-CoV-PLP” a) Analyse der Anzahl aktiver Verbindung (>10 % bei 20 pM) innerhalb
der Strukturklassen 1 bis 6; b) Analyse der Hemmstéarke der Verbindungen innerhalb der Strukturklassen

1 bis 6
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4.3 HEMMUNG DER DENGUE-VIRUS-PROTEASE NS2B-NS3 IN ENZYMATISCHEN
ASSAYS

Die Thiazolamide der Strukturklassen 3 bis 6 wurden exemplarisch auch auf ihre Aktivitat an
der Dengue-Virus-Protease NS2B-NS3 untersucht. Hierbei ist kein exakter Vergleich der
Hemmdaten mdglich, da bei den Konzentrationen 40 uM bzw. 50 UM getestet wurde
(Tabelle 4-7) . Sowohl die Strukturklasse 3 mit variierendem Thiazol-Baustein, als auch die 5-
Acetyl-4-methylthiazolamid-Derivate der Klassen 4 bis 6 zeigen Aktivitaten von 11-47 % bei
40 uM und 13-47 % bei 50 puM. Es ergeben sich daher keine klaren Trends bezuglich einer

optimalen Strukturvariation zur Optimierung der Hemmung.

Tabelle 4- 7: Hemmung der Dengue-Virus-Protease NS2B-NS3 durch die Strukturklassen 3 bis 6

Strukturklasse Verbindung Hemmung [%] Verbindung Hemmung [%]

MH158 11* MH168 13

3 MH164 n.i. MH266 35"
MH165 23"

4 MH194 27"
MH175 14* MH211 -
MH199 32x MH214 45"

> MH202 42+ MH223 43"
MH207 40" MH313 47*
MH209 20* MH288 44"
MH221 31" MH286B5 47"

° MH232 29* MH270 23*
MH256 11* MH300 35*

* Durchfuhrung bei 40 uM
# Durchfiihrung bei 50 uM
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4.4 ANTIVIRALE AKTIVITAT UND CYTOTOXIZITAT IM MTS-ASSAY

Eine Auswahl an potentiellen Inhibitoren der SARS-CoV-Proteasen wurde in vitro auf ihre
antivirale Aktivitdit an SARS-CoV-GFP-Viren getestet. Dabei zeigte keine der getesteten
Verbindungen (MH221, MH223, MH240, MH256, MH266, MH272, MH287) im niedrigen
mikromolaren Bereich eine Hemmung der Infektion von VeroE6-Zellen durch SARS-Viren.
Ein ebenfalls durchgefihrter MTS-Assay ergab keine Cytotoxizitdt der getesteten
Verbindungen bei 10 pM.

4.5 TESTUNGEN AN L. MAJOR, T. B. BRUCEI UND BESTIMMUNG DER CYTOTOXIZITAT

Leishmania major

Bei den Testungen aller synthetisierter Verbindungen an Leishmania major erwiesen sich nur
zwei Verbindungen aktiv, mit einem ICso-Wert kleiner 10 uM. Die Substanzen MH207
(ICs0=9.7puM) und MH211 (ICs =2.3 uM) stellten sich aber im anschlielRend
durchgefihrten Cytotoxizitatstests an Makrophagen als stark cytotoxisch heraus (ICs, = 9.5
und 10.3 uM). Besonders auffallend ist hier die Verbindung MH211, die bereits als hoch-

elektrophiler irreversibler Inhibitor in den Protease-Assays aufgedeckt wurde.

Trypanosoma brucei brucei

Im Vergleich zu L. major wurden bei den Testungen an T. b. brucei deutlich bessere I1Cgq-
Werte erhalten, die teilweise im einstelligen mikromolaren Bereich liegen (Tabelle 4-8).
Dabei weisen vor allem die Verbindungen MH133, MH141, MH153, MH154 der
Strukturklassen 1 und MH348, MH356, MH398 der Strukturklasse 2 eine hohe Aktivitat
zwischen 0.96 und 5.15 puM auf. Die Cytotoxizitat der Verbindungen ist relativ gering
(ICso > 77 uM).

Im Vergleich zu diesen Pyridin-Derivaten bewirkten in der Gruppe der Thiazolamid-Derivate
eine geringere Anzahl Verbindungen eine &hnlich gute Hemmung. Die Verbindungen der
Strukturklasse 3, 4 und 6 weisen die geringste Aktivitat auf mit ausschlielich 1Cso-Werte
groRer 11 pM. Nur die Verbindung MH270 der Substanzklasse 6 zeigt einen ICso-Wert von
2.62 uM ohne cytotoxische Aktivitat. Die Verbindungen MH175, MH199, MH207, MH211 der
Strukturklasse 5 besitzen eine Hemmung kleiner 7 uM, die Verbindungen MH207 und

MH211 sind jedoch wie bereits erwahnt stark cytotoxisch.
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Tabelle 4-8: Anti-trypanosomale Aktivitat und Cytotoxizitat der Substanzklassen 1 bis 6

T. b. brucei
Strukturklasse Verbindung Struktur 1Cs0 [UM] ':AC? kr[oup')\;l].
48h 72h >0
| X
MH133 N R 2.91 3.23 >100
(0]
1
MH141 Q\WR 1.03 0.79 77.5
Elloc (0]
R = Leu-Val-
AlaOBn MH153 N 2.86 3.15 >100
Boc O
(o]
MH154 “ NOR 5.15 4.41 >100
N/
(o] (0]
-+ H H
MH348 | S NfJLNX(N:@Lo/ 3.40 3.74 42.9
v 0 T o ¢
v
2 R+S H o H 9
MH356 MN%NS Njn)Lo/ 0.96 171 >100
:OH
= [¢] [¢]
N w—
MH398 S NS 3.88 3.89 >100
N/ | o
N
MH175 HIQ_H Z 6.63 12.76 >100
(0]
> (0]
N P
MH199 gg—fw Ph 224 2.82 23.8
[¢]
N (0]
% 0] Ph
6 MH270 gs?—uk/\@ T 2.62 3.47 >100
(6]
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5 13C- UND ®*N-MARKIERTE AZIRIDIN-2,3-DICARBONSAURE -DERIVATE
5.1  AZIRIDINE ALS IRREVERSIBLE CYSTEINPROTEASE-INHIBITOREN

Epoxid- und Aziridin-basierte Peptide und Peptidomimetika sind bekannt als irreversible
Cysteinprotease-Inhibitoren.® Sie sind Derivate des natiirlich vorkommenden irreversiblen
Cysteinprotease-Inhibitors E-64, einem Epoxysuccinylpeptid, isoliert aus Aspergillus

japonicus (Abbildung 5-1) .

SN
HO “‘\J\N N N NH,
Ho § H
o)

Abbildung 5-1: Epoxysuccinylpeptid E64

Die Inhibition der Cysteinproteasen durch Aziridine und Epoxide erfolgt durch den
nucleophilen Angriff des Cystein-Thiolats im aktiven Zentrum des Enzyms an einem der
elektrophilen Ring-Atome. Die resultierende Ring6ffnung fihrt zu einer irreversiblen Inhibition

der Cysteinprotease. (Schema 5-1).

& HX
HN\_\\N+H ‘2_ HN\_\\N \_\S
| I |
(Hlis) (C?/s) (Hlls) (C?ls)
( Enzym ] EEE— [ Enzym ]
X =0, NH, NRy

Schema 5-1: Mechanismus der irreversiblen Hemmung von Cysteinproteasen
durch nucleophilen Angriff des Cystein-Thiolats auf Epoxide und Aziridine

Im Fall von unsymmetrisch substituierten Aziridinen als auch Epoxiden stellt sich die Frage
nach dem detaillierten Inhibitionsmechanismus, da beide Ring-Kohlenstoffatome nucleophil
von der Protease angegriffen werden kénnen, was zu unterschiedlichen
Alkylierungsprodukten fiihrt (Schema 5-2). Diese Fragestellung kann einerseits durch die
Analyse von Kristallstrukturen von Enzym-Inhibitor-Komplexen geklart werden, oder durch

eine NMR-spektroskopische Verfolgung der Umsetzung von Enzym und Inhibitor.™"
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Schema 5-2: Nucleophiler Angriff der Cysteinprotease auf unsymmetrisch substituierte Aziridine

5.2 NMR-SPEKTROSKOPIE ZUR AUFKLARUNG DES INHIBITIONSMECHANISMUS

Die Aufklarung des Hemmmechanismus kann durch NMR-Spektroskopie verfolgt werden, da
die Bindung eines Liganden an ein Protein oder Enzym sowohl die chemische Verschiebung
der Atome des Liganden als auch des Proteins (v.a. im Bereich des aktiven Zentrums)
beeinflusst. Das hauptséchliche Problem liegt dabei in der Uberlappung der NMR-Signale
von Protein und Ligand, welche zu Signalen fihren, die nicht zuzuordnen sind. Dieses
Problem kann durch Erhéhung der Empfindlichkeit der Messung durch Anreicherung bzw.
Markierung der Verbindungen mit stabilen Isotopen, deren natirliche Haufigkeit ansonsten
zu gering ist, z.B. *C und N gelést werden. Es ist dabei méglich, entweder durch die
Synthese mit entsprechend angereicherten Edukten einen markierten Ligand zu erhalten,
oder das Protein selbst zu markieren, was durch Produktion von rekombinanten Proteinen in

Hefen und Bakterien erméglicht wird.[*6*162

Zur ldentifizierung des elektrophilen Kohlenstoffatoms, das selektiv vom Cystein-Thiolat des
aktiven Zentrums des Enzyms angegriffen wird, kann eine Vorgehensweise nach Yabel*®®!
und Albeck™¥ angewandt werden. Dabei erfolgte die Markierung der Peptidyl-Epoxid-
Liganden durch die Synthese ausgehend von einem *C-markierten Edukt. Zur Umsetzung
dieses Liganden wurde Papain, isoliert aus Carica papaya, als Modellenzym fir
Cysteinproteasen verwendet. Dieses wurde in Phosphatpuffer durch Zugaben von
Dithioerythritol (DTT) aktiviert und die anschlieBende Versetzung mit dem synthetisierten
Epoxid fuhrte zur Ring6ffnung und Inaktivierung von Papain. Nach Dialyse zur Entfernung

des Uberschusses an Inhibitor und DTT, erfolgte die NMR-spektroskopische Untersuchung.
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Da kommerziell erworbenes Papain zu grof3en Teilen aus inaktivem bzw. nicht aktivierbarem
Enzym besteht, sollte vor der Umsetzung mit dem Liganden eine Aufreinigung durch
Affinitatschromatographie  durchgefiihrt ~ werden.’®™  Als  stationare Phase der
Affinitatschromatographie wird Sepharose verwendet, welche mit Cyanogenbromid aktiviert
und anschlieBRend mit dem Papain-Inhibitor Gly-Gly-Tyr(Bzl)-Arg derivatisiert wird.
Kommerziell erworbenes Papain wird in Puffer aktiviert, auf die Chromatographiesaule
aufgetragen und inaktives Enzym durch einen weiteren Puffer eluiert. Das gebundene aktive
Papain wird mit Wasser niedriger Salzkonzentration anschlie3end eluiert und zur NMR-

spektroskopischen Untersuchung eingesetzt.

5.3 VORARBEITEN UND ZIELSETZUNG

Peptidische Derivate der trans-Aziridin-2,3-dicarbonséure sind bereits als irreversible und
selektive Inhibitoren der Cysteinproteasen Papain, Cathepsins B, L, and H bekannt.%**¢¢]
Zur Klarung des Angriffspunktes des Cystein-Thiolats des verwendeten Modellenzyms
Papain an Aziridin-2,3-dicarbonséuren wurden im Arbeitskreis bereits drei markierte Aziridin-
Derivate™” synthetisiert (Abbildung 5-2) und mit aktiviertem Papain umgesetzt. Dabei
ergaben sich liganden- als auch messungsbedingte Schwierigkeiten. Probleme bei bisher
schon synthetisierten Verbindungen waren die Instabilitat des N-acylierten Aziridins 1 und
die zu geringe inhibitorische Wirksamkeit des Aziridin-Ethylesters 2.'%® Bei Verbindung 3

konnte durch NMR-spektroskopische Messungen nur das Peptidgertst identifiziert werden.

H\*//O l/*
| O 0 o 7 .
N N N T
Eto\*,/—\;‘“ “OEt Eto__ . /—" "Leu-ProOBn Ho_, =" TN \I/
Il H .
o) ! ! 07" 0Bn

1 2 3

Abbildung 5-2: Bereits synthetisierte markierte Aziridin-2,3-dicarboxylat-Derivate

Ausgehend von den bereits synthetisierten Strukturen sollten die aufgetretenen Probleme
durch die Entwicklung eines neuen Liganden verhindert werden. Das geplante N-
unsubstituierte Aziridin (Abbildung 5-3) enthédlt sowohl zur besseren Ldslichkeit im
wassrigen Medium als auch zur Steigerung der inhibitorischen Aktivitat eine freie
Carboxylgruppe. Zusétzlich zum 4-fach '*C-markierten Fumarséuregrundgeriist soll die

Einfuhrung eines *N-markierten Stickstoffatoms erfolgen. Weiterhin ist analog zur bereits



84 Bc- und ®N-markierte Aziridin-2,3-dicarbonséure-Derivate

synthetisierten Verbindung 2 die Einfuhrung der peptidischen Sequenz Leu-ProOBn geplant.
Dies soll aufgrund der kostspieligen Edukte und der verhaltnisméRig geringen Ausbeuten

jedoch erst nach erfolgreicher Vermessung der ersten Substanz erfolgen.

o
Eto_ -+ OH

I
0]

Abbildung 5-3: **C- und *°N-markiertes Zielmolekiil

Durch die Umsetzung des markierten Aziridins mit Papain und der daraus resultierenden
Ringoffnung wird eine Anderung der chemischen Verschiebung & [ppm] der Ring-
Kohlenstoffatome im NMR-Spektrum erwartet. Die Aziridin-Kohlenstoffatome weisen eine
Verschiebung von 34-38 ppm auf, wohingegen eine Ringdffnung eine Tieffeldverschiebung
zu Werten von ca. 50-60 ppm™® bewirken sollte. Fir das nucleophil vom Enzym
angegriffene Kohlenstoffatom wird dabei eine geringere Tieffeldverschiebung erwartet als fur
das mit dem Stickstoff verkniipfte. Durch Messung von **C- als auch *N-Spektren soll die

Analyse des Angriffspunktes ermdglicht werden.

54 SYNTHESEN

Die urspriinglich geplante Syntheseroute!’®®"” basiert auf der kommerziell erworbenen
vierfach *C-markierten Fumarsaure, die im ersten Schritt verestert wird und anschlieRend
mit Diphenylsulfimin (DPSI) unter Michael-Addition zum Diethylaziridin-2,3-dicarboxylat
umgesetzt wird. Eine anschlieRende Verseifung eines Ethylesters fihrt zum gewiinschten
Produkt (Schema 5-3).

15N’H
)
S.
H o H o Ph”” Ph
(VI 1Byl DPSI ﬁ ﬁ
B0~ O =) go_ A"TOB ) Eo,_.= ot T HO\ﬁ/*Z/*\OH
[ | I
0] (0] o} (0]
Fumarséure

Schema 5-3: Retrosynthese des **C- und **N-markierten Aziridin-2,3-dicarboxylats mittels DPSI
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Durch Einsatz des *N-markierten Dipenylsulfimin (DPSI) soll iber diesen Syntheseweg
zusatzlich zu der **C-Markierung eine weitere Markierung erfolgen. DPSI soll ausgehend von
p-Toluolsulfonséurechlorid durch Umsetzung mit **N-markiertem Ammoniumchlorid zu
Chloramin-T dargestellt werden. Die anschlie@ende Reaktion mit Diphenylsulfid und

Schwefelsaure soll zum N-markierte Diphenylsulfimin filhren (Schema 5-4)..

1°NH,CI
H,SO 4
H 2504 /©/ SPh, O\(I?@/ N O\Q@/
15\~ 15N ~S =S

Ph~S>ph Ph~>>Ph Nat  Cl Ca(OCl),

DPSI Chloramin-T

Schema 5-4: Retrosynthese des N-markierten Diphenylsulfimin (DPSI)

Da die Synthese des DPSI in dem relativ kleinen Mal3stab jedoch nicht erfolgreich war,
wurde nach anderen moglichen Syntheserouten gesucht.

Daraufhin wurde eine direkte Einfiihrung der >N-Markierung tiber Ammoniumchlorid durch
die Cromwell-Synthese,*’" eine Cyclokondensation von 2,3-Dibromsuccinaten mit
Ammoniak, gewahlt (Schema 5-5) . Im ersten Schritt erfolgt die Veresterung der Fumarsaure

mit Ethanol, gefolgt von einer Bromierung der Doppelbindung.[*"?

15E 7 —> 152 i —> NH
AN R AN (RSN 15NH,CI
Eto,, " OH Eto_ ./~ OFt EtO__ \— OFt N
I I I
o 0o 0
0 0
I I
Et0” S=.{ “OEt
Br
EtOH IfTEA
ﬁ pTSS (I? Br, ﬁ
*~ *~ B WH
HO\ﬁ/*:/ on {3 Eo__.=-"ort < Eto\t>*_*‘\\BrOEt
I I
(e} le} o)
Fumarsaure

Schema 5-5: Retrosynthese des **C- und **N-markierten Aziridin-2,3-dicarboxylats iiber Cromwell-
Synthese

Nach Eliminierung von Bromwasserstoff, initiert durch Triethylamin, addiert das *°N-

markierte Ammoniumchlorid durch eine Michaeladdition an den Fumarsaurediethylester,
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angelehnt an die Reaktion mit Ammoniak nach Bucciarelli®™ und Berlin.*" Durch

intramolekulare nucleophile Substitution erfolgt anschlieend der Ringschluss zum Aziridin.

Zur Darstellung des markierten Aziridins wurde die Synthese zuerst mit den unmarkierten
Edukten in kleinem Maf3stab (10 mmol bis 250 uM) optimiert, um diese anschlieBend mit den

13C- und *N-markierten Reagenzien durchzufiihren.

O

EtO\H/:)L OEt

K+

12 Aq Br, \I
Eto%;oa —
DCM, 24h, RT I
80 %
1.5 Aq. NH,CI, TEA
DMSO, 6h, 60 °C
19 %
0.98 Aq. KOH H fj’\
= EtO “NOpt -
EtOH, 24h, RT
94 % o)

Schema 5-6: Aziridin-2,3-dicarboxylat-Synthese ausgehend von unmarkiertem Fumarsaurediethylester

Bei der

Umsetzung der

unmarkierten Edukte wurde von Fumarsaurediethylester

ausgegangen, der im ersten Schritt mit 1.2 Aq. Brom zur Dibromoverbindung umgesetzt

wurde. AnschlielBend erfolgte mittels Base (TEA) die Abspaltung von Bromwasserstoff und

die Umsetzung des entstandenen substituierten Michael-Systems mit der Amin-Komponente

Ammoniumchlorid. Der gebildete Aziridindiethylester wurde mit 0.98 Aq. Kaliumhydroxid zum

Halbester hydrolysiert. Die Gesamtausbeute Uber alle Stufen betrug 14 % (Schema 5-6).

)
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0 - (0]
EtOH, p-TSS I 1.2 Aqg. Bry Br \
HO._ /*=./*\OH —> EtO_ /*=*/*\0Et E—— EtO\*>«—*‘§ B;OEt
i 18h, reflux i DCM, 10d, RT I
80 % o 65 %

1.5 Ag. 5NH,CI, TEA
DMSO, 14d, 55 °C

8%
H ] H
oy 0.98 Ag. KOH oy
AN EtO._/—""OEt
BO -~ © EtOH, 4d, RT ~
o 84 % o)

K+

Schema 5-7: Aziridin-2,3-dicarboxylat-Synthese ausgehend von BC-markierter Fumarsaure
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Im Fall der markierten Verbindungen wurde von Fumarsaure ausgegangen (Schema 5-7),
die zuerst mit Ethanol unter Katalyse mit p-Toluolsulfonsdure zum Diethylfumarat umgesetzt
wurde. Weitere Schritte erfolgten analog zur Route der unmarkierten Verbindung. Trotz
langerer Reaktionszeiten der einzelnen Synthesestufen wurden bei der Route mit den
markierten Edukten deutlich geringere Ausbeuten erzielt. Die Gesamtausbeute Uber alle

Schritte betrug 5 %.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Das durch eine Infektion mit humanen SARS-Coronaviren verursachte Schwere Akute
Atemwegssyndrom (SARS) léste 2002/2003 eine weltweite Epidemie aus. Trotz intensiver
Forschung sind bisher noch keine Arzneistoffe zur Therapie oder Prophylaxe dieser
Infektionskrankheit bekannt, die bei einem erneuten Auftreten des SARS-Coronavirus
einsetzbar sind. Einen moglichen Ansatzpunkt fir eine antivirale Therapie bildet die
Hemmung der Cysteinproteasen SARS-CoV-MP® und SARS-CoV-PL” des SARS-
Coronavirus. Sie Ubernehmen die Polyprotein-Spaltung wahrend der Virusreplikation und
sind damit essentiell fir das Uberleben und die Verbreitung des Virus. Dies macht sie zu
herausragenden Targets fir die Entwicklung antiviraler Wirkstoffe.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden potentielle Inhibitoren der SARS-CoV-MP* synthetisiert, die
Pyridin-, Piperidin-, Pyrrolidin-, Pyridylessigsdure- und Thiazol-Derivate als Grundbausteine
enthalten. Durch Strukturmodifikationen wurde eine Serie neuer Verbindungen erhalten,
deren inhibitorische Aktivitaten in fluorimetrischen Assays an den Enzymen SARS-CoV-MP°
und SARS-CoV-PL™ untersucht wurden. Die synthetisierten Verbindungen lassen sich in

sechs Strukturklassen einteilen (Tabelle 6-1).

Tabelle 6-1: Strukturklassen der synthetisierten Verbindungen

Strukturklasse 1 Pyridin-, Pyrrolidin-, Piperidin- und Pyridylessigséure-Derivate ohne Seitenkette
Strukturklasse 2 Pyridylessigsaure-Derivate mit Seitenkette in a-Position

Strukturklasse 3 Thiazolamid-Derivate mit variierendem Thiazol-Baustein

Strukturklasse 4 5-Acetyl-4-methylthiazolamid-Derivate ohne Doppelbindung

Strukturklasse 5 5-Acetyl-4-methylthiazolamid-Derivate mit Doppelbindung

Strukturklasse 6 5-Acetyl-4-methylthiazolamid-Derivate mit Seitenkette

Strukturklasse 1 enthdalt Pyridin-, Piperidin-, Pyrrolidin- und Pyridylessigsaure-Derivate ohne
Seitenkette in a-Position (Abbildung 6-1) . Diese bestehen aus einem Carbonsaure-
Fragment mit N-Heterozyklus, welches durch DCC/HOBT- oder HBTU-Kupplung mit
verschiedenen Tripeptiden bzw. anderen peptidbasierten Fragmenten in die gewlnschten
Amide tberfuhrt wurde (Schema 6-1).
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Strukturklasse 1
(9 Verbindungen)
Py
-
o
[¢]
20
=

Abbildung 6-1: Pyridin-, Piperidin-, Pyrrolidin- und Pyridylessigsaure-Derivate ohne Seitenkette
(Strukturklasse 1)

Die Strukturklasse 2 bilden Pyridylessigséure-Derivate mit einer zusatzlichen aliphatischen
Seitenkette in a-Position zur Carboxylfunktion (Abbildung 6-2) . Die Seitenkette sollte durch
Adressierung der S1- bzw. S2‘-Bindetasche der SARS-CoV-MP° die Affinitat zum Enzym
erhohen. lhre Einfihrung erfolgte vor der Amidkupplung udber die Alkylierung von

Pyridylessigsaureethylester mit den jeweiligen Alkylhalogeniden (Schema 6-1).

40 L O ;
B : N\)J\N N\AOMe/BnE
— \ E:\ H O z i

! R o :
i /%\/ /YJ\ P YLH Leu-Val-AlaOMe
i o) R Lo i

I R= = b LLL, LLD, LDD, LDL,
| n-Propyl, n-Pentyl, CH,CH=CHCH, | ! DLL, DDL, DLD, DDD :

CH,Cyclopropyl, b '
| CHCH=CHCHj b :

Strukturklasse 2
(16 Verbindungen)

Abbildung 6-2: Pyridylessigsaure-Derivate mit Seitenkette in a-Position (Strukturklasse 2)
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| N OH Amidkupplung | N H\Leu-VaI-AIaOMe

N o) N o)

Strukturklasse 1
Veresterung
J i
| A OFEt SI(Eaii:ﬁEh?Ltltr?g- | AN OFt 1) Hydrolyse | A “\Leu-VaI-AIaOMe
- =, - -
N © N/ © 2) Amidkupplung N/ ©

Strukturklasse 2

Schema 6-1: Syntheseroute der Pyridin-, Pyrrolidin-, Piperidin- und Pyridylessigsadure-Derivate der
Strukturklassen 1 und 2 an ausgewéhlten Beispielen

In den Strukturklassen 3 bis 6 bilden Thiazolamide das bestimmende Strukturelement. Zur
Darstellung der jeweiligen Derivate wurden kommerziell erworbene Thiazolamine mit Hilfe
der Kupplungsreagenzien HBTU oder PPA bzw. Uber die Zwischenstufe der

Carbonsaurchloride an verschiedene Carbonsauren gekuppelt (Schema 6-2) .

o) (0]

0 O)k (0] O)J\
N Amidkupplung N _
[N+ g N e o
S s H
0] 0]
1) Acylierung Strukturklasse 6
2) Reaktion zum Séaurechlorid

Schema 6-2: Syntheseroute der Thiazolamide an einem ausgewahlten Beispiel

In der Strukturklasse 3 kamen dabei unterschiedlich substituierte aromatische Carbonséuren
zum Einsatz, die mit einer Reihe 4,5-substituierter Thiazolamine verknipft wurden
(Abbildung 6-3) . In den Ubrigen Stoffklassen, in denen ausschlie3lich 5-Acetyl-4-
methylthiazolamin als Amin-Fragment diente, wurde der Einfluss von Saure-Bausteinen ohne
Michael-System (Strukturklasse 4) bzw. mit Michael-System (Strukturklasse 5), sowie die
Einfihrung einer Seitenkette am Benzolring oder am Michael-System (Strukturklasse 6)
untersucht (Abbildung 6-4) .



Zusammenfassung 91

(10 Verbindungen)
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Strukturklasse 4
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Strukturklasse 5
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pdas

©D OR E
o2 i
@2 N Z = OR = o |
E§ : I\@ \/\©/ \/\@\ )J\ |
T§ 107 OR ¢ E
£3 R= R= :
g< i R=HEty H, COCHg, H, COCHg, CH,Ph, 5
n T

COCH,CH,CH;  n-Butyl, CH,CH,CH,Ph ;

.................................................................................

Abbildung 6-4: 5-Acetyl-4-methylthiazolamid-Derivate ohne/mit Michael-System (Strukturklassen 5/4)
und mit Seitenkette (Strukturklasse 6)

Bei den durchgefiihrten Enzymassays an der SARS-CoV-MP® zeigten die synthetisierten
Verbindungen insgesamt nur eine geringe Hemmung der Protease (<30 %, 20 uM). Daher
lassen sich aus den erhaltenen Ergebnissen keine Struktur-Wirkungsbeziehungen ableiten.
Dennoch sind in den Ergebnissen Trends erkennbar. Alle aktiven Verbindungen (Hemmung
>10% bei 20 pM) der Pyridin-, Pyrrolidin-, Piperidin- und Pyridylessigsaure-Derivate
enthielten als Strukturmerkmal gro3ere Seitenketten wie n-Pentyl, Cyclopropylmethyl und
Crotyl (Strukturklasse 2). Die Einfihrung eines Michael-Systems in der Strukturklasse 5
fuhrte zu etwas aktiveren Verbindungen. Den grof3ten Einfluss auf die Aktivitat zeigte jedoch

die Einfihrung einer Seitenkette in a-Postion zur Carboxylgruppe (Strukturklasse 6), da in
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dieser Klasse ein Grofteil der Verbindungen eine Hemmung der Protease bewirkt. In den

Strukturklassen 3 und 4 erwiesen sich nur sehr wenige Verbindungen als aktiv.

Die synthetisierten Verbindungen wurden ebenfalls an der zweiten viralen Protease SARS-
CoV-PL"™® getestet. Dabei zeigten die Verbindungen der Strukturklasse 1 und 2 kaum
Aktivitdt an der Protease. Bei den Verbindungen der Strukturklassen 3 bis 6 bewirkten
jeweils ca. 60 % der Thiazolamide eine Hemmung, wobei keine bestimmte Selektivitat

abhangig vom Substitutionsmusters festgestellt werden konnte.

Eine kleine Auswahl an Verbindungen wurde ebenfalls invitro an SARS-Coronaviren

getestet. Dabei wies jedoch keine der Verbindungen antivirale Aktivitat auf.

Im Rahmen des Sonderforschungsbereichs (SFB) 630 wurden mit den synthetisierten
Verbindungen weitere Testungen an den Protozoen Leishmania major und Typanosoma
brucei brucei sowie an Makrophagen durchgefuhrt. Dabei wirkten nur zwei Thiazol-Derivate
anti-leishmanial, zeigten jedoch auch eine starke Cytotoxizitat an Makrophagen. Die Testung
an Trypanosomen ergab mehrere aktive Verbindungen der Substanzklassen 1 und 2
(MH133, MH141, MH153, MH154, MH348, MH356, MH398), von denen zwei ICs,-Werte
<1 uM bei gleichzeitiger geringer Cytotoxizitat erreichen (Tabelle 6-2) . Im Vergleich dazu ist
die anti-trypanosomale Aktivitdt der Substanzen aus den Strukturklassen 3 bis 6 geringer.
Ausschliel3lich die Verbindungen MH175, MH199 und MH270 weisen ICs-Werte <7 uM bei

niedriger Cytotoxizitat auf.

Tabelle 6-2: Testergebnisse der aktivsten Verbindungen an Trypanosoma brucei brucei

(o] (] J/ 0] (0]
i%b@%b%@ @J\Oﬁ@lﬁ%&

MH141 MH356
ICs0 [UM] ICs0 [UM]
T. b. brucei 1.03 0.96

Makrophagen 77.5 >100
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Ein weiteres Projekt der vorliegenden Arbeit war die Synthese eines **C- und **N-markierten
Aziridin-2,3-dicarboxylats. Aziridine sind bekannt als irreversible Cysteinprotease-Inhibitoren,
die mit dem nucleophilen Cystein-Schwefel-Atom im aktiven Zentrum unter Ringoffnung

reagieren. Dies fuhrt zu einer irreversiblen Inaktivierung der Protease (Schema 6-3) .

H
HN &'\ HN—, H2N
\_\\N+H ! \_\\N \_\S
(He) (C%/s) (H) (c;ys)
[ Enzym ] EEE—— [ Enzym ]

Schema 6-3: Mechanismus der irreversiblen Hemmung von Cysteinproteasen
durch nucleophilen Angriff des Cystein-Thiolats auf Aziridine

Der Angriffspunkte des Cystein-Schwefel-Atoms an unsymmetrisch substituierten Aziridinen
kann durch NMR-spektroskopische Verfolgung der Umsetzung von Enzym und Inhibitor
geklart werden. Eine Erhéhung der Empfindlichkeit einer solchen NMR-Messung kann durch
den Einsatz von Isotopen-markierten Inhibitoren erreicht werden. Zu diesem Zweck wurde
das 3-(Ethoxycarbonyl)aziridin-2-carboxylat (Abbildung 6-6) durch Synthese ausgehend von

vierfach *C-markierter Fumarsaure und *>N-markiertem Ammoniumchlorid dargestellt.

Abbildung 6-5: **C- und *°N-markiertes
3-(Ethoxycarbonyl)aziridin-2-carboxylat
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7 SUMMARY

In 2002/2003 the Severe Respiratory Syndrome (SARS) which is caused by human SARS-
coronavirus gave rise to a worldwide epidemic. Despite intensive research in the fields of
therapy and prophylaxis against recurring SARS-infections no drug has been licenced so far.
Potential targets in antiviral therapy against SARS are the viral cysteine proteases SARS-
CoV-MP® and SARS-CoV-PLP® which are essential enzymes for the viability and the
propagation of the virus. These are outstanding targets for the development of new protease
inhibitors as antiviral drugs due to the cleavage of the polyprotein encoded by the viral RNA.

The main goal of this work was the synthesis of potential inhibitors of SARS-CoV-M"* which
are comprised of pyridine-, piperidine-, pyrrolidine-, pyridyl acetic acid- and thiazole-building
blocks. By structural modifications, series of new chemical entities have been synthesized
and tested in fluorometric enzyme assays for inhibition of SARS-CoV-M"° and SARS-CoV-

PLP. These compounds can be subdivided into six structural classes (Table 7-1).

Table 7-1: Structural classes and compounds

class 1 Pyridine-, pyrrolidine-, piperidine- and pyridyl acetic acid-derivatives without side chain
class 2 Pyridyl acetic acid-derivatives with side chain in a-position

class 3 Thiazolamide-derivate with varying thiazole building blocks

class 4 5-Acetyl-4-methylthiazolamide-derivates without double bond

class 5 5-Acetyl-4-methylthiazolamide-derivates with double bond

class 6 5-Acetyl-4-methylthiazolamide-derivates with side chain

The class 1 contains pyridine-, pyrrolidine-, piperidine- and pyridyl acetic acid-derivatives
without a side chain in the a-position (Figure 7-1) . They consist of a carboxylic acid fragment
attached to a N-heterocycle. The acids are coupled to tripeptides and other peptide based
fragments to yield the corresponding amides by the use of DCC/HOBT- or HBTU-coupling
reagents. (Scheme 7-1).
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class 1
(9 compounds)
Py
-
[]
o
o

Figure 7-1: Pyridine-, pyrrolidine-, piperidine- and pyridyl acetic acid-derivatives without side chain
(class 1)

Class 2 compounds are pyridyl acetic acid-derivatives containing an additional aliphatic side
chain in a-position to the carboxylic function (Figure 7-2) . Introduction of this side chain was
supposed to enhance the affinity of the compound to the enzyme by addressing the S1'-/S2'-
binding pockets of SARS-CoV-MP®. The alkylation of pyridyl acetic acid ester with respective

alkyl halides and subsequent amide coupling lead to the desired products (Scheme 7-1).

i R o) A :

g /Kﬂ/ /Yk P YLLN Leu-Val-AlaOMe :
NS I H i
0 O ! (@] R ' ' !
SE | R= R= P LLL, LLD, LDD, LDL, :
G (g . n-propyl, n-pentyl, CH,CH=CHCH; ! ' Dund L DLL, DDL, DLD, DDD .
T | CHacyclopropyl, o |

\ CHQCH=CHCH3 H ' 3

Figure 7- 2: Pyridyl acetic acid-derivates with side chain in a-position (class 2)
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Scheme 7-1: Synthesis of pyridine-, pyrrolidine-, piperidine- and pyridyl acetic acid-derivatives of
classes 1 and 2

In classes 3-6 thiazole amides are the essential structural element. The synthesis of
derivatives is based on coupling of commercially available thiazole amines with carboxylic
acids using the coupling reagents HBTU or PPA, or carboxylic acid chlorides as an

intermediate step (Scheme 7-2).

9 O
\ o N
| \>—NH . _ amide couphng
2 Cl
S

0]

2) activation to carbonic structural class 6

acid chloride

Scheme 7-2: Preparation of thiazole amides

T 1) acylation

Class 3 comprises thiazole amides with varying aromatic carboxylic acids linked to 4,5-
substituted thiazole amines (Figure 7-3). The classes 4-6 contain 5-acetyl-4-
methylthiazolamine as amine fragment with acetic acid building blocks without double bond
(class 4), with double bond (class 5) as well as building blocks with an additional side chain

attached to the aromatic system or the double bond (class 6, Figure 7-4).
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Figure 7-4: 5-Acetyl-4-methylthiazole amide derivates with/without double bond (classes 5/4) and with
side chain (class 6)

In general, all compounds showed only poor inhibition in enzyme assays with SARS-CoV-
MP® (<30 %, 20 uM). For this reason no clear structure-activity-relationship (SAR) can be
deduced, nevertheless the results show some trends. All active compounds (inhibition >10 %
at 20 uM) of pyridine-, pyrrolidine-, piperidine- and pyridyl acetic acid-derivatives comprise
longer side chains like n-pentyl, cyclopropylmethyl and crotyl (class 2). Examining the
thiazole amides of classes 3-6 the introduction of a double bond (class 5) lead to slightly
more active compounds. However, the highest influence on protease activity is found with
compounds containing a side chain in a-postion to the carboxylic function (class 6). Within

classes 3 and 4 only few compounds are active.
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Additional enzyme assays with the second viral protease SARS-CoV-PL" did not show
superior activity of the compounds compared to SARS-CoV-MP° (<30 %, 20 uM). The
compounds of classes 1 and 2 exhibit only weak activity while in the classes 3-6
approximately 60 % of the compounds show inhibitory effects (>10 % at 20 uM), but no

structural selectivity could be found.

Some selected compounds were also examined in in vitro tests with SARS-coronavirus. For

these compounds no antiviral activity has been detected.

Within the framework of the SFB 630, the compounds were also tested against the protozoa
Leishmania major and Typanosoma brucei brucei. Only two thiazole amides show anti-
leishmanial activity but also display strong cytotoxic effects against macrophages. In
contrast, growth of trypanosoma is inhibited by compounds of classes 1 and 2 (MH133,
MH141, MH153, MH154, MH348, MH356, MH398) with ICs, values <1 pM as well as low
cytotoxicity (Table 7-2). Anti-trypanosomal activity of classes 3-6 is comparatively lower
whith only three compounds (MH175, MH199, MH270) showing ICs, values < 7 uM and low

cytotoxicity.

Table 7-2: Test results of the most active compounds towards Trypanosoma brucei brucei

(] (o] J/ (0] (0]
i%b@%b%@ @J\Oﬁ@lﬁ%&

MH141 MH356

ICs0 [UM] ICs0 [UM]
T. b. brucei 1.03 0.96
macrophages 77.5 >100

One further project of this work was the synthesis of the *C- and **N-labeled aziridine-2,3-
dicarboxylate. Aziridines are well-known irreversible cysteine protease inhibitors, which react
with the nucleophilic cysteine sulfur in the active site of the enzyme. The resulting ring

opening reaction leads to an irreversible inactivation of the protease (Scheme 7-3).
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Scheme 7-3: Mechanism of the irreversible inactivation of cysteine
proteases through nucleophilic attack of cysteine thiolate on aziridines

In the case of unsymmetrically substituted aziridines, the position of the nucleophilic attack
can be clarified by NMR-spectroscopic tracking of enzyme-inhibitor-reactions. The
application of isotope-labeled inhibitors has the advantage of increasing the sensitivity of
these NMR-measurements. For this purpose 3-(ethoxycarbonyl)aziridine-2-carboxylic acid

(Figure 7-6) was synthesized starting from *C-labeled fumaric acid and °N-labeled

ammonium chloride.

o
o
Eto., —~" OH
I
0]
Figure 7-5: **C- and *°N-labeled
3-(ethoxycarbonyl)aziridine-2-carboxylic acid
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8 EXPERIMENTELLER TEIL

8.1 VERWENDETE MESSGERATE, ANALYTISCHE UND CHROMATOGRAPHISCHE
METHODEN

Schmelzpunktbestimmung (Smp)
Die Schmelzpunkte wurden in einem Schmelzpunktgerat melting point SMP3 der Fa. Stuart

in offener Kapillare bestimmt und sind unkorrigiert.

Spezifische Drehwerte
Die spezifischen Drehwerte [a]"{,emp- wurden an einem Perkin-Elmer 241 Polarimeter ermittelt

(Nap-Linie, A =589 nm).

Dunnschichtchromatographie (DC)

Zur Dunnschichtchromatographie wurden DC-Aluminiumfolien mit Kieselgel 60 F,s4 der Fa.
Meck KGaA verwendet. Detektion erfolgte durch Fluoreszenzléschung bei 254 nm,
Eigenfluoreszenz bei 365 nm oder Sprihreagenzien (Ehrlichs-Reagenz, Ninhydrin-

Reagenz).

Saulenchromatographie (SC)
Es wurde Kieselgel 60 (0.063-0.2 nm) der Firmen Merck und Fluka als Fullmaterial
verwendet. Die FlieBmittelzusammensetzung ist in Volumenprozent angegeben. Die Saulen

wurden nass befiillt.

Infrarotspektroskopie (IR)
Die IR-Spektren wurden unverdunnt (neat) an einem JASCO FTIR 4100-Spektrometer

mittels ATR-Einheit aufgenommen. Die angegebenen Werte sind in Wellenzahlen V' [cm™].

Kernresonanzspektroskopie (‘H-, *C-NMR)

Die NMR-Spektren wurden mit einem AVANCE 400 MHz Spektrometer der Fa. Bruker
Biospin GmbH bei 300 K aufgenommen. Die chemische Verschiebung & ist in ppm, die
Kopplungskonstante J in Hz angegeben. Als Referenz dienten die Signale der Restprotonen
der eingesetzten deuterierten Lésemitteln (& (CDCls) = 7.25/77.0 ppm, & (DMSO-
de) = 2.49/39.5 ppm, & (D,O) =4.79 ppm). Die Multiplizitat der Signale wird wie folgt
angegeben: s (Singulett), d (Dublett), t (Triplett), g (Quartett), quin (Quintett), sext (Sextett),
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dd (Dublett von Dublett), dt (Dublett von Triplett), m (Multiplett). Die Zuordnung der Signale
erfolgte lber zweidimensionale 'H/™C- bzw. 'H/*H-Korrelationsspektren und Dept135-

Spektren.

Massenspektrometrie (LC-ESI-MS)

Die Aufnahmen der ESI-Massenspektren und der LC-MS-Spektren erfolgte an einer Agilent
1100 LC/MSD-Trap ausgerustet mit einem HPLC-System von Agilent. Detektion erfolgte bei
215 nm und 254 nm mittels UV-Detektor. Die Kapillarspannung betrug standardgemaf® 2.6
kV und als Trockengas diente N,. Die Verbindungen wurden im positiven Modus gemessen.
Die Reinheit der Verbindungen in Prozent wurde Uber die Flache aller auftretenden Peaks im
UV-Spektrum (254 nm) bestimmt.

Verwendete FlieRmittel waren: A = Milliporewasser + 0.1 % Ameisensaure

B = Acetonitril + 0.1 % Ameisensaure

Methode | Methode I Methode Il Methode IV Methode V
Saule Phenomenex Phenomenex Phenomenex Phenomenex Phenomenex
Jupiter* Gemini” Jupiter* Gemini” Gemini”
Flow [ml/min] 0.6 0.4 0.3 0.3 0.3
Pmax [bar] 350 250 250 250 250
t[min] B [%] t[min] B [%)] t[min] B [%] t[min] B [%] t[min] B [%]
25 95 5 95 4 100 10 100 7 100
45 95 7 95 9 100 13 100 10 100

*Phenomenex Jupiter 4y Proteo 90A RP C-18 Saule (150 mm x 4.6 mm)
*Phenomenex Gemini 5u C18 110 (150 mm x 2.0 mm)

8.2 REAGENZIEN UND ARBEITSMETHODEN

Alle verwendeten Ldsemittel wurden vor Verwendung durch Destillation gereinigt und
getrocknet (Kaliumhydroxid, Molekularsieb 4A). Absolute L&semittel wurden durch
mehrstiindiges Refluxieren Uber gangigen Trockenmitteln (Natrium, Calciumchlorid,
Calciumhydroxid, Phosphorpentoxid) hergestellt und anschlieRend tiber Molekularsieb 4A

aufbewahrt. Als Schutzgase wurden Stickstoff und Argon verwendet.



102 Experimenteller Teil

Chemikalien

ES;E}E,rlSgggg:ﬁgiaefﬁgeﬁésemittel ABCR, Acros, Alfa Aesar, AllessaChemie, Sigma-Aldrich
5 N-Ammoniumchlorid Cambridge Isotope Laboratories Inc., Andover (MA), USA
13¢c,-Fumarsaure Cambridge Isotope Laboratories Inc., Andover (MA), USA
Aminosauren Bachem, Novabiochem, IRISBiotech

Die verwendeten Aminosauren/Peptide werden im 3-Buchstabencode abgekirzt und
besitzen L-Konfiguration, wenn nicht explizit als D-konfiguriert benannt. Als C-terminale
Schutzgruppen kamen Benzyl- und Methylester zum Einsatz. Als N-terminale Schutzgruppe
wurde t-Butyloxycarbonyl (Boc) verwendet.

Spruhreagenzien

Ehrlichs-Reagenz 1 g 4-(Dimethylamino)benzaldehyd, 75 ml MeOH, 25 ml konz. Salzséure;
Detektion durch Erhitzen auf ca. 130 T

Ninhydrin-Reagenz 0.3 g Ninhydrin, 100 ml Butanol/Isopropanol, 3 ml Eisessig;
Detektion durch Erhitzen auf ca. 130 T

Enzyme

Prof. C. Kisker, Lehrstuhl fir Strukturbiologie am Rudolf-
Virchow-Zentrum fir Experimentelle Biomedizin,
Universitat Wiirzburg

Prof. C. Kisker, Lehrstuhl flir Strukturbiologie am Rudolf-
Virchow-Zentrum fir Experimentelle Biomedizin,
Universitat Wirzburg

SARS-CoV-MP"°

SARS-CoV-PLP®

Dengue-Virus-Protease NS2B-NS3 Dr. J. Bodem, Institut fur Virologie und Immunbiologie,
Universitat Wirzburg

Substrate

Abz-Ser-Val-Thr-Leu-GIn-Ser-Gly-[3- synthetisiert von Dr. R. Vicik, Institut fir Pharmazie und

Lebensmittelchemie, Universitat Wiirzburg
(NO2)Tyr]-Arg(MTS)-OH (TFA-Salz) bzw. GenScript Corp., Piscataway (NJ), USA

Z-Arg-Leu-Arg-Gly-Gly-AMC (Acetat-Salz) Bachem

Boc-Gly-Arg-Arg-AMC (HCI-Salz) Bachem
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8.3 ENZYMASSAYS

Fluorimetrische Enzymassay wurden an einem Cary Eclipse Fluorimeter der Fa. Varian
GmbH mit einer Mikrotiterplatten-Leseeinheit durchgefihrt. Hierfir wurden weil3e 96-Well-

Mikrotiterplatten der Fa. Nunc GmbH verwendet.

Das Screening der Substanzen erfolgte entweder bei 20 oder 100 puM. Die
Verdinnungsreihen wurden mit Konzentrationen zwischen 10 und 100 uM durchgefihrt. Alle
Versuche wurden jeweils in Doppelbestimmung durchgefuhrt. Die angegebenen
Konzentrationen sind Endkonzentrationen. Es werden folgende Abklrzungen verwendet:
E = Enzym, P = Puffer, | = Inhibitor, S = Substrat.

SARS-CoV-MP®

Enzympuffer | 20 mM Tris-Puffer pH 7.5 mit 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT und 200 mM NacCl
Assaypuffer | sh. Enzympuffer, ohne DTT

Abz-Ser-Val-Thr-Leu-GIn-Ser-Gly-(3-NO2) Tyr-Arg(MTS)-OH (TFA-Salz)
M, = 1416,55; Endkonzentration S=50 puM

Km | 190 pM
Anregung [A] | 325 nm
Detektion [A] | 425 nm

Temperatur | 25 T

Substrat

170 ul P, 10 pl Ea, 10 pl DMSO bzw. | (400 uM Stammlésung), 10 pl Sso,

Screening (200 p) Endkonzentration | = 20 uM

185 pl P, 10 pl DMSO oder | (400 uM Stammldsung), 5 pl Anthranilsaure (50 pM

Korrekturmessung (200 ul) Stammlésung), Endkonzentration Abz = 1.25 pM

Verdinnungsreihe (200 pl) | 175 ul P, 10 pl Ea, 5 pl DMSO bzw. | (4 mM Stammldsung), 10 ul Sso
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SARS-CoV-PLP®

Enzympuffer

Assaypuffer

Substrat

Km

Anregung [A]

Detektion [A]

Temperatur

Screening (200 ul)
Korrekturmessung (200 pl)

Verdinnungsreihe (200 pl)

20 mM Tris-Puffer pH 7.5 mit 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT und 200 mM NacCl
sh. Enzympuffer, ohne DTT

Z-Arg-Leu-Arg-Gly-Gly-AMC (Acetat-Salz)
M, = 848.96; Endkonzentration S=50 uM

850 uM
360 nm
460 nm
25T

170 ul P, 10 pl Ea, 10 pl DMSO bzw. | (400 uM Stammlésung), 10 pl Sso,
Endkonzentration | = 20 uM

185 pl P, 10 pl DMSO oder | (400 uM Stammldsung), 5 pl AMC (40 pM Stammlésung)

175 pl P, 10 pl Ea, 5 pl DMSO bzw. | (4 mM Stammldsung), 10 pl Sso

Dengue-Virus-Protease NS2B-NS3

Enzympuffer

Assaypuffer

Substrat

Km

Anregung [A]

Detektion [A]

Temperatur

Screening (200 ul)
Korrekturmessung (200 pl)

Verdinnungsreihe (200 pl)

50 mM Tris-Puffer pH 9.0 mit 10 % Ethylenglykol
sh. Enzympuffer

Boc-Gly-Arg-Arg-AMC ( HCI-Salz)
M; = 644.73; Endkonzentration S=100 uM

194 pM
360 nm
460 nm
25T

180 pl P, 5 pl Ea, 10 pl DMSO bzw. | (400 pM Stammldsung), 5 pl Sioo,
Endkonzentration | = 20 uM

185 pl P, 10 pl DMSO oder | (400 uM Stammldsung), 5 pl AMC (40 pM Stammldsung)

185 pl P, 5 pl Ea, 5 pl DMSO bzw. | (4 mM Stammlésung), 5 pl Si00




Experimenteller Teil 105

8.4 ALLGEMEINE SYNTHESEVORSCHRIFTEN

Methode A:  Darstellung von Peptiden aus Benzyl- oder Methyl-ge  schitzten

Aminosduren und N-Boc-geschitzten Aminosauren

Al: Amidkupplung mit DCC/HOBT

1 Ag. Benzyl- oder Methyl-geschiitzte Aminosaure wird mit 1 Ag. Boc-geschiitzter
Aminosaure, 1 Ag. NMM und 1 Agq. HOBTxH,O in trockenem Dichlormethan vorgelegt und
im Eisbad gekiihlt. 1.1 Ag. DCC werden portionsweise zugegeben und das
Reaktionsgemisch 24 h geriihrt. Die Reaktionsmischung wird vom entstandenen weil3en
Feststoff (Harnstoffderivat) abfiltriert und mit Wasser und Ethylacetat extrahiert. Die
organische Phase wird tiber Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel unter vermindertem
Druck entfernt. Das Produkt wird anschlieRend sédulenchromatographisch gereinigt.

A2: Amidkupplung mit HBTU

1 Ag. Benzyl- oder Methyl-geschiitzte Aminosaure wird mit 1 Ag. Boc-geschiitzter
Aminosadure in Acetonitril vorgelegt und 2.2 Aqg TEA werden zugegeben. AnschlieRend
werden 1.1 Aq. HBTU zugegeben und 24 h bei RT geriihrt. Das Loésemittel wird unter
vermindertem Druck entfernt und der Rickstand mit Ethylacetat und Wasser extrahiert. Die
organische Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel unter vermindertem
Druck entfernt. Das Produkt wird anschlieRend saulenchromatographisch gereinigt.

A3: Amidkupplung mit PPA

1 Ag. Benzyl- oder Methyl-geschiitzte Aminosaure wird mit 1 Ag. Boc-geschiitzter
Aminosaure in Ethylacetat oder DMF vorgelegt, 2.2 Aq TEA und mindestens 5-10 ml PPA
(50 % in Ethylacetat oder DMF) werden zugegeben und 24 h bei RT geruhrt. Die
Reaktionsmischung wird mit Wasser und Ethylacetat extrahiert, die organische Phase wird
Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt. Das

Produkt wird anschlieRend sdulenchromatographisch gereinigt.

Methode B: TFA-Entschitzung von N-Boc-geschitzten Verbindungen

1 Ag. der N-Boc-geschiitzten Verbindung wird in Dichlormethan vorgelegt, mit 10 Aq. TFA
versetzt und 4 h bei RT geriihrt. Die Umsetzung wird mittels DC kontrolliert. Anschlie3end
wird das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt. Um Utberschissige TFA zu entfernen
wird der Rickstand mehrfach in Dichlormethan aufgenommen und das Loésemittel unter

vermindertem Druck entfernt. Das Produkt wird ohne Aufreinigung weiter umgesetzt.
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Methode C: Darstellung von Amiden

C1: Amidkupplung mit DCC/HOBT

1 Ag. Amin/AminxHCI/TFA, 1 Aq. Saure-Derivat, 1.2 Aq. HOBTxH,O und 1.2 - 3.6 Ag. NMM
werden in Dichlormethan gelost und im Eisbad gekuhlt. 1.2 Aq. DCC werden portionsweise
zugegeben und die Reaktionsmischung unter Erwarmung auf RT 24 h gerthrt. Die
Reaktionsmischung wird mit Wasser und Ethylacetat extrahiert, die organische Phase wird
Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt. Das
Produkt wird anschlieRend sdulenchromatographisch gereinigt.

C2: Amidkupplung mit HBTU

1 Ag. Amin/AminxHCI/TFA, 1.2 Aq. Saure-Derivat und 1.2 Aq. HBTU werden in Acetonitril
gelost, 1.2 - 2.4 Aq. TEA zugegeben und die Reaktionsmischung 24 h bei RT geriihrt. Die
Reaktionsmischung wird mit Wasser und Ethylacetat extrahiert, die organische Phase wird
Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt. Das
Produkt wird anschlieRend sdulenchromatographisch gereinigt.

C3: Amidkupplung durch Aktivierung mit Thionylchlorid

1.1-1.3 Ag. Séaure-Derivat wird mit einem Uberschuss Thionylchlorid 2-4 h bei 100 T
erwarmt, bis keine Gasentwicklung mehr zu erkennen ist. Danach wird Uberschissiges
Thionylchlorid unter vermindertem Druck entfernt. Das hergestellte Saurechlorid wird in
Dichlormethan gelost, 1 Ag. Amin/AminxHCI und 0.5-1 ml Pyridin werden zugegeben und die
Reaktionsmischung 1-3 d bei RT gerihrt.

C3a: Entstandener nicht loslicher Feststoff wird abfiltriert, mit Ethylacetat, 2 M HCI und
Wasser gewaschen und tber Silicagel getrocknet.

C3Db: Falls der entstandene Feststoff im Wassrigen l6slich ist, wird die Reaktionsmischung
mit Wasser, 2 M HCI und Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wird Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt
wird anschliel3end saulenchromatographisch gereinigt.

C4: Amidkupplung mit PPA

1.1-1.5 Aq. Séaure-Derivat werden mit 1 Agq. Amin/AminxHCI in Ethylacetat oder DMF
vorgelegt, 1.5-1.8 Ag NMM und 3 Agq. PPA (50 % in Ethylacetat oder DMF) werden
zugegeben und 1-5 d bei RT gerihrt. Entstandener nicht l6slicher Feststoff wird abfiltriert, mit

Wasser, 2 M HCI und Ethylacetat gewaschen und tber Silicagel getrocknet.
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Methode D: Alkylierung von Carbons&ureestern in a-Position und anschliel3ende

Hydrolyse zur Carbonséaure

D1: Unter Argon wird 1 Ag. Carbonséureethylester in THF geldst und im Eisbad auf 0 C
gekiihlt. 1.3 Ag. LDA (1.8 M in THF) werden langsam zugetropft und die Reaktionsmischung
1 h im Eisbad gerihrt. Die Reaktionsmischung wird im Aceton-Trockeneisbad auf -78 C
gekiihlt und 1 Ag. Bromalkan zugetropft. Die Reaktionsmsichung wird 3 h bei -78 T geriihrt
und unter Erwarmen auf RT Uber Nacht gerihrt. Nach Zugabe von Wasser wird die
Reaktionsmischung mit THF extrahiert, die organische Phase wird Uber Natriumsulfat
getrocknet und das Losemittel unter verminderten Druck entfernt. Das Produkt wird
saulenchromatographisch gereinigt.

D2: Unter Argon wird 1 Ag. Diisopropylamin in THF vorgelegt und im Aceton-Trockeneisbad
auf -78 T gekiihlt. Nach Zugabe von 1 Ag. N-Butyllithium (2.0 M in Cyclohexan) wird die
Reaktionsmischung 15 min bei 0 € gerihrt. Die Reak tionsmischung wird erneut im Aceton-
Trockeneisbad auf -78 T gekiihlt und 1.3 Ag. Bromal kan zugetropft. Die Reaktionsmischung
wird 3 h bei -78 C gerihrt und unter Erwarmen auf RT Uber Nacht gerihrt. Nach Zugabe
von Wasser wird die Reaktionsmischung mit THF extrahiert, die organische Phase wird Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Lésemittel unter verminderten Druck entfernt. Das Produkt

wird saulenchromatographisch gereinigt.

Das Produkt aus D1 oder D2 wird mit 10 Aq. Kaliumhydroxid in THF/Wasser oder Ethanol
1d bei RT gerthrt. Die Reaktionsmischung wird mit Ethylacetat extrahiert und die
organische Phase verworfen. Die wassrige Phase wird mit 2 M HCI auf pH 6 gebracht und
anschlieend mit Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wird Uber Natriumsulfat

getrocknet und das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt

Methode E: Acylierung von aromatischen Hydroxygrupp en mit Anhydriden

1 Ag. Hydroxylierter Aromat, 6-12 Aq. Anhydrid und 0.1-1.5 ml Pyridin werden 1-2 d bei RT
gerihrt. AnschlieRend wird 1 M H3PO4-LOsung zugegeben und 1 h weiter gertihrt. Die
Reaktionsmischung wird mit Wasser und Ethylacetat extrahiert, die organische Phase wird

Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt.
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Methode F: Verseifung von Carbonsaureestern

F1: 1 Ag. Carbonsaureester und 10 Aq. Kaliumhydroxid werden in THF/Wasser oder Ethanol
geldst und 1-2 d bei RT gerthrt. Anschlielend wird das Losemittel unter vermindertem Druck
entfernt und die Reaktionsmischung mit Wasser und Ethylacetat extrahiert. Die wassrige
Phase wird mit 2 M HCI angeséauert und mit Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase
wird Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt.

F2: 1 Ag. Carbonsaureester und 10 Ag. Kaliumhydroxid werden in Ethanol 5 h refluxiert.
AnschlieBend wird das Ldsemittel unter vermindertem Druck entfernt und die
Reaktionsmischung mit Wasser, 5 %-KOH-LOsung und Ethylacetat ausgeschdittelt. Die
Wassrige Phase wird mit HCI auf pH 1 angesduert und mit Ethylacetat extrahiert. Die
organische Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel unter vermindertem

Druck entfernt.
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8.5 SYNTHESEN
8.5.1 SYNTHESE DER PEPTIDISCHEN BAUSTEINE

Boc-Val-Ala-OBn (MH126)

>L 0 y O
O)LHjS:WN\f)j\O/\Q

o :
Methode Al: 3.38g (9.63 mmol) Ala-OBn, 2.09g (9.63 mmol) Boc-Val-OH, 1.48¢g
(9.63 mmol) HOBTxH,O, 1.06 ml (9.63 mmol) NMM, 2.19g (10.6 mmol) DCC, 100 ml
Acetonitril; Reaktionsdauer: 24 h (RT)
Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [1/4]); R: 0.71 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/3])
Ausbeute: 3.43 g (9.07 mmol, 94 %), farbloser Feststoff; M = 378.47 g/mol; C,oH3oN20s
Smp.: 83C; Lit*"¥: 82-83 TC; a}? = -44.8 (c = 0.94, Methanol)
'"H-NMR (400.13 MHz, CDCls): & = 0.92 (dd, 6H, J = 19.2 Hz, J = 6.9 Hz, Val-CHs), 1.40 (s,
3H, Ala-CHs), 1.43 (s, 9H, Boc-CHj), 2.08-2.13 (m, 1H, Val-CH), 3.90 (t, 1H, J = 9.6 Hz,
Val-CH), 4.63 (quin, 1H, J=7.3 Hz, Ala-CH), 5.02 (bs, 1H, Val-NH), 5.12-5.20 (m, 2H,
OCH,Ph), 6.36 (bs, 1H, Ala-NH), 7.30-7.38 (m, 5H, Ar-H).
¥C-NMR (100.62 MHz, CDCl): & = 17.67, 18.31, 19.17 (Ala-CH;, Val-CH;), 28.28
(Boc-CH3), 30.98 (Val-CH), 48.08 (Ala-CH), 59.78 (Val-CH), 67.17 (OCH,Ph), 79.89
(Boc-Cy), 128.17, 128.44, 128.60 (Ar-C), 135.26 (Ar-C), 155.81 (Boc-CO), 171.10, 172.50
(CO).

Boc-Val-Ala-OMe (MH332)
>|\ o] h O
OJ\N s N\:S)J\o/
H™ L

Methode Al: 3.10g (22.2 mmol) Ala-OMexHCI, 4.82 g (22.2 mmol) Boc-Val-OH, 4.08 g
(26.6 mmol) HOBTxH,O, 7.30 ml (66.6 mmol) NMM, 5.49 g (26.6 mmol) DCC, 100 ml
Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [2/1]); Rs: 0.45 (Cyclohexan/Ethylacetat [2/1])
Ausbeute: 4.69 mg (15.5 mmol, 70 %), farbloser Feststoff; M = 302.37 g/mol; C14H26N,0s
Smp.:138 TC; Lit""™: 133-134 T; af?=-43.9 (c=1.12, Methanol); Lit"™: -47.9 (c=1,
Methanol)

'H-NMR (400.13 MHz, CDCls): & = 0.92 (d, 3H, J = 6.9 Hz, Val-CHj), 0.97 (d, 3H, J = 6.8 Hz,
Val-CHs), 1.41 (d, 3H, J=7.2Hz, Ala-CH3), 1.44 (s, 9H, Boc-CHz), 2.10-2.15 (m, 1H,
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Val-CH), 3.74 (s, 3H, OCHs), 3.89-3.92 (m, 1H, Val-CH), 4.58 (quin, 1H, J = 7.2 Hz, Ala-CH),
4.98-5.06 (m, 1H, NH), 6.32—6.39 (d, 1H, J = 6.8 Hz, NH).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCly): & = 17.67, 18.36, 19.17 (Ala-CHs;, Val-CH;), 28.29
(Boc-CHs), 30.95 (Val-CH), 47.99 (Ala-CH), 52.44 (OCHs), 59.84 (Val-CH), 79.93 (Boc-C,),
155.81 (Boc-CO), 171.06 (Val-CO), 173.13 (Ala-CO).

Boc-Val-(D)Ala-OMe (MH328)

SR T w
0" "N \‘)ko/
o)

Methode A3: 1.02 g (7.28 mmol) (D)Ala-OMexHCI, 1.44 g (6.62 mmol) Boc-Val-OH, 5 ml
PPA (50 % in DMF), 2.32 ml (16.5 mmol) TEA, 50 ml DMF; Reaktionsdauer: 24 h (RT)
Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [2/1]); Ry: 0.46 (Cyclohexan/Ethylacetat [2/1])
Ausbeute: 882 mg (2.92 mmol, 44 %), farbloser Feststoff; M = 302.37 g/mol; C14H26N,05
Smp.: 93 C; Lit ™™ 91-92 C; a3? = 11.2 (c = 0.95, Methanol); Lit*"®: 8.0 (c = 1, Methanol)
'"H-NMR (400.13 MHz, CDCl;): & = 0.90 (d, 3H, J = 6.8 Hz, Val-CHj), 0.96 (d, 3H, J = 6.8 Hz,
Val-CH;), 1.41 (d, 3H, J=7.2Hz, Ala-CHg), 1.44 (s, 9H, Boc-CHj), 2.14-2.23 (m, 1H,
Val-CH), 3.74 (s, 3H, OCHj3), 3.92-3.97 (m, 1H, Val-CH), 4.58 (quin, 1H, J = 7.3 Hz, Ala-CH),
4.95-5.01 (m, 1H, NH), 6.45 (d, 1H, J = 6.8 Hz, NH).

C-NMR (100.62 MHz, CDCly): & = 17.47, 18.35, 19.25 (Ala-CHs;, Val-CHj), 28.29
(Boc-CHjs), 30.70 (Val-CH), 47.98 (Ala-CH), 52.48 (OCHg), 59.74 (Val-CH), 80.01 (Boc-C,),
155.84 (Boc-CO), 170.99 (Val-CO), 173.19 (Ala-CO).

Boc-(D)Val-Ala-OMe (MH354)
J4 8Lt
= N P
0 H/,ﬁo( o)

Methode Al: 1.37 g (9.85 mmol) Ala-OMe, 2.14g (9.85 mmol) Boc-(D)Val-OH, 1.81¢g
(11.8 mmol) HOBTxH,O, 2.60 ml (23.6 mmol) NMM, 1.81g (11.8 mmol) DCC, 100 ml
Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [2/1]); Ry: 0.43 (Cyclohexan/Ethylacetat [2/1])
Ausbeute: 2.43 g (8.02 mmol, 81 %), farbloser Feststoff; M = 302.37 g/mol; C14H26N,0s
Smp.: 96 T; Lit*"®: 98-99 T; a2? =-10.2 (c = 0.98, Methanol); Lit""®: -8.1 (c = 1, Methanol)
'H-NMR (400.13 MHz, CDCls): & = 0.90 (d, 3H, J = 6.8 Hz, Val-CHj), 0.96 (d, 3H, J = 6.8 Hz,
Val-CHs), 1.41 (d, 3H, J=7.2Hz, Ala-CH3), 1.44 (s, 9H, Boc-CHz), 2.15-2.23 (m, 1H,
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Val-CH), 3.74 (s, 3H, OCHs), 3.92-3.97 (m, 1H, Val-CH), 4.58 (quin, 1H, J = 7.1 Hz, Ala-CH),
4.95-4.99 (m, 1H, NH), 6.45 (d, 1H, J = 7.1 Hz, NH).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCl,): d = 18.36, 19.25 (Ala-CHj, Val-CHs), 28.29 (Boc-CHjg), 30.70
(Val-CH), 47.99 (Ala-CH), 52.49 (OCHs), 59.76 (Val-CH), 80.71 (Boc-C,), 155.30 (Boc-CO),
170.99 (Val-CO), 173.19 (Ala-CO).

Boc-(D)Val-(D)Ala-OMe (MH355)

o, o

XOKH%N?&O/
Methode Al: 944 mg (6.76 mmol) (D)Ala-OMexHCI, 1.47 g (8.11 mmol) Boc-(D)Val-OH,
1.24 g (8.11 mmol) HOBTxH,0, 1.78 ml (16.2 mmol) NMM, 1.67 g (8.11 mmol) DCC, 100 ml
Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h (RT)
Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [2/1]); Ry 0.45 (Cyclohexan/Ethylacetat [2/1])
Ausbeute: 1.61 g (5.31 mmol, 79 %), farbloser Feststoff; M = 302.37 g/mol; C14H26N,0s
Smp.: 147 C; Lit""®: 141-142 C; a3?=-58.2 (c=0.99, Methanol); Lit*™: -52.3 (c=1,
Methanol)
'H-NMR (400.13 MHz, CDCl,): & = 0.92 (d, 3H, J = 6.8 Hz, Val-CH3), 0.97 (d, 3H, J = 6.9 Hz,
Val-CHs), 1.41 (d, 3H, J=7.2Hz, Ala-CH3), 1.44 (s, 9H, Boc-CH3), 2.09-2.17 (m, 1H,
Val-CH), 3.74 (s, 3H, OCHj3), 3.89-3.92 (m, 1H, Val-CH), 4.58 (quin, 1H, J = 7.2 Hz, Ala-CH),
5.02-5.03 (m, 1H, NH), 6.34-6.36 (m, 1H, NH).
3C-NMR (100.62 MHz, CDCly): & = 17.68, 18.39, 19.18 (Ala-CHs;, Val-CHj), 28.29
(Boc-CHg), 30.95 (Val-CH), 48.00 (Ala-CH), 52.45 (OCHjs), 59.85 (Val-CH), 81.70 (Boc-C,),
155.13 (Boc-CO), 171.05 (Val-CO), 173.13 (Ala-CO).

Boc-Leu-Val-Ala-OBn (MH103)

y © y O
X"wr“%uzr”%oﬁ@
o] ﬁi o =

Methode B: 534 mg (1.41 mmol) Boc-Val-Ala-OBn (MH126) 1.09 ml (14.1 mmol) TFA, 30 ml
Dichlormethan; Reaktionsdauer: 4 h (RT)

Das Produkt wird direkt weiter umgesetzt.

Methode A2: 553 mg (1.41 mmol) TFAxH,N-Val-Ala-OBn, 352 mg (1.41 mmol) Boc-Leu-
OHxH,O, 588 mg (1.55mmol) HBTU, 0.44ml (3.10 mmol) TEA, 30 ml Acetonitril;
Reaktionsdauer: 24 h (RT)
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Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [1/4]); Rs: 0.54 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/3])
Ausbeute: 490 mg (1.00 mmol, 71 %), farbloser Feststoff; M = 491.63 g/mol; CosH41N3O6

a3? = -61.5 (c = 1.02, Methanol)

LOOP-ESI-MS: berechnet fuir Cp6 Hs1N3Og: 491, gefunden: 492.3 [M+H]"

LC-MS: R; = 21.6 min, Reinheit: >99 % (Methode I).

'H-NMR (400.13 MHz, CDCl;): & = 0.87-0.91 (m, 12H, Val-CHs, Leu-CHs), 1.38 (d, 3H,
J =7.3 Hz, Ala-CHj3), 1.40 (s, 9H, Boc-CHz), 1.44-1.51 (m, 1H, Leu-CH) 1.54-1.69 (m, 2H,
Leu-CHy), 2.07-2.12 (m, 1H, Val-CH), 4.07-4.17 (m, 1H, Leu-CH), 4.30-4.34 (m, 1H,
Val-CH), 4.58 (quin, 1H, J = 7.4 Hz, Ala-CH), 5.09-5.21 (m, 3H, OCH,Ph, NH), 6.89 (bs, 1H,
NH), 7.04 (bs, 1H, NH), 7.29-7.33 (m, 5H, Ar-H).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCl;): 5 = 17.87, 19.05, 21.89, 22.90 (Ala-CHs, Val-CHg, Leu-CHy),
24.67 (Leu-CH), 28.24 (Boc-CHg), 30.93 (Val-CH), 40.82 (Leu-CH,), 48.06 (Ala-CH), 53.30
(Leu-CH), 58.22 (Val-CH), 67.04 (OCH,Ph), 79.96 (Boc-C,), 128.14, 128.19, 128.52 (Ar-C),
135.31 (Ar-C), 155.74 (Boc-CO), 170.71 (Val-CO), 172.44, 172.83 (CO).

Boc-Leu-Val-(D)Ala-OMe (MH334)
o] o]
H H
OTN\S)L,;ng\T)LO/
>( o "o

Methode B: 883 mg (2.92 mmol) Boc-Val-(D)Ala-OMe (MH328), 2.25 ml (29.2 mmol) TFA,
30 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 4 h (RT)

Das Produkt wird direkt weiter umgesetzt.

Methode Al: 1.92 mg (2.92 mmol) TFAxH,N-Val-(D)Ala-OMe, 675 mg (2.92 mmol) Boc-Leu-
OH, 536 mg (3.50 mmol) HOBTxH,0, 1.60 ml (14.6 mmol) NMM, 722 mg (3.50 mmol) DCC,
100 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [2/1]); Ry: 0.43 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1])
Ausbeute: 761 mg (1.83 mmol, 63 %), farbloser Feststoff; M = 415.53 g/mol; C,oH37N306

a3? =-21.6 (c = 0.99, Methanol)

'"H-NMR (400.13 MHz, CDCly): & = 0.92-0.95 (m, 12H, Val-CHs, Leu-CHs), 1.41 (d, 3H,
J =7.2 Hz, Ala-CHj3), 1.43 (s, 9H, Boc-CHj3), 1.45-1.53 (m, 1H, Leu-CH) 1.65-1.72 (m, 2H,
Leu-CH,), 2.30 (bs, 1H, Val-CH), 3.71 (s, 3H, OCHys), 4.03-4.08 (m, 1H, Leu-CH), 4.29 (dd,
1H, J=8.6 Hz, J=5.3 Hz, Val-CH), 4.53 (quin, 1H, J=7.2 Hz, Ala-CH), 4.87 (bs, 1H,
Leu-NH), 6.57 (d, 1H, Val-NH), 6.78 (bs, 1H, Ala-NH).
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3C-NMR (100.62 MHz, CDCly): & = 17.12, 17.73, 19.30, 21.80, 22.95 (Ala-CHj, Val-CHg,
Leu-CH3), 24.84 (Leu-CH), 28.26 (Boc-CHj), 30.12 (Val-CH), 40.58 (Leu-CH)), 48.13
(Ala-CH), 52.30 (OCHs), 53.87 (Leu-CH), 58.11 (Val-CH), 80.71 (Boc-C,), 170.48 (Val-CO),
171.51, 172.48, 173.08 (CO).

Boc-Leu-Val-Ala-OMe (MH336)
y O y ©
Xo\n/ N \S)L N S N \%O/
B :
o < o -

Methode B: 2.67 g (8.84 mmol) Boc-Val-Ala-OMe (MH332), 4.30 ml (80.8 mmol) TFA, 100 ml
Dichlormethan; Reaktionsdauer: 4 h (RT)

Das Produkt wird direkt weiter umgesetzt.

Methode Al: 2.80 g (8.84 mmol) TFAxH,N-Val-Ala-OMe, 2.04 g (8.84 mmol) Boc-Leu-OH,
1.63 g (10.6 mmol) HOBTxH,0, 2.33 ml (21.2 mmol) NMM, 2.19 g (10.6 mmol) DCC, 100 ml
Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [2/1]); Ry: 0.42 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1])
Ausbeute: 3.39 g (8.16 mmol, 92 %), farbloser Feststoff; M = 415.53 g/mol; C,oH37N30¢

a3? = -61.5 (c = 1.22, Methanol)

'"H-NMR (400.13 MHz, CDCls): & = 0.77-0.88 (m, 12H, Val-CHs, Leu-CHs), 1.28-1.31 (m,
12H, Ala-CHj, Boc-CHs), 1.45-1.55 (m, 3H, Leu-CH, Leu-CH,), 1.94-1.97 (m, 1H, Val-CH),
3.61 (s, 3H, OCHj3), 4.22-4.24 (m, 1H, Leu-CH), 4.36-4.40 (m, 2H, Ala-CH, Val-CH), 5.69
(bs, 1H, NH), 7.47 (bs, 1H, NH), 7.73 (bs, 1H, NH).

C-NMR (100.62 MHz, CDCly): & = 17.33, 18.21, 18.76, 21.90, 22.73 (Ala-CHs, Val-CH,
Leu-CH3), 24.40 (Leu-CH), 28.13 (Boc-CHg), 30.98 (Val-CH), 41.19 (Leu-CH,), 47.81
(Ala-CH), 51.92 (OCHjs), 52.88 (Leu-CH), 58.11 (Val-CH), 79.09 (Boc-Cg), 155.54 (Boc-CO),
171.17 (Val-CO), 172.97 (2xCO).

Boc-(D)Leu-Val-Ala-OMe (MH338A)
o] o]
H H
XOTNtQ\/S(WN\S)kO/
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Methode B: 931 mg (3.08 mmol) Boc-Val-Ala-OMe (MH332), 2.36 ml (30.8 mmol) TFA, 30 ml

Dichlormethan; Reaktionsdauer: 4 h (RT)

Das Produkt wird direkt weiter umgesetzt.
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Methode Al: 974 mg (3.08 mmol) TFAxH,N-Val-Ala-OMe 768 mg (3.08 mmol) Boc-(D)Leu-
OHxH,0, 499 mg (3.69 mmol) HOBTxH,0O, 0.81 ml (7.38 mmol) NMM, 763 mg (3.69 mmol)
DCC, 100 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [2/1]); Ry: 0.43 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1])
Ausbeute: 775 mg (1.87 mmol, 61 %), farbloser Feststoff; M = 415.53 g/mol; C,H37N306

a3? =-22.4 (c = 1.00, Methanol)

'H-NMR (400.13 MHz, CDCl;): & = 0.90-0.96 (m, 12H, Val-CHs, Leu-CHs), 1.39 (d, 3H,
J=7.2 Hz, Ala-CHj3), 1.42 (s, 9H, Boc-CHz3), 1.45-1.51 (m, 1H, Leu-CH) 1.66-1.71 (m, 2H,
Leu-CH,), 2.14-2.21 (m, 1H, Val-CH), 3.72 (s, 3H, OCHy), 4.06—4.09 (m, 1H, Leu-CH), 4.29
(dd, 1H, J=8.9 Hz, J = 6.2 Hz, Val-CH), 4.53 (quin, 1H, J=7.3 Hz, Ala-CH), 4.92-4.93 (m,
1H, Leu-NH), 6.65-6.68 (m, 2H, NH).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCl;): & = 17.56, 18.02, 19.96, 21.86, 22.86 (Ala-CHj, Val-CHg,
Leu-CH3), 24.64 (Leu-CH), 28.17 (Boc-CHj), 30.95 (Val-CH), 41.58 (Leu-CH,), 47.87
(Ala-CH), 52.08 (OCHj3), 53.30 (Leu-CH), 57.96 (Val-CH), 79.60 (Boc-C), 155.43 (Boc-CO),
170.87 (Val-CO), 172.96, 173.02 (CO).

Boc-(D)Leu-Val-(D)Ala-OMe (MH357)
SOyl 1»0/
o Hoo

Methode B: 635 mg (2.1 mmol) Boc-Val-(D)Ala-OMe (MH327), 1.62 ml (21.0 mmol) TFA,
30 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 4 h (RT)

Das Produkt wird direkt weiter umgesetzt.

Methode Al: 664 mg (2.10 mmol) TFAxH,N-Val-(D)Ala-OMe 486 mg (2.10 mmol) Boc-
(D)Leu-OHxH,0, 386 mg (2.52 mmol) HOBTxH,O, 0.56 ml (5.04 mmol) NMM, 520 mg
(2.52 mmol) DCC, 100 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [2/1]); Ry: 0.40 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1])
Ausbeute: 460 mg (1.11 mmol, 53 %), farbloser Feststoff; M = 415.53 g/mol; C,oH37N306

a3? = 13.8 (c = 0.94, Methanol)

'"H-NMR (400.13 MHz, CDCly): & = 0.89-0.95 (m, 12H, Val-CHs, Leu-CHs), 1.40 (d, 3H,
J =7.3 Hz, Ala-CHj3), 1.42 (s, 9H, Boc-CHj3), 1.48-1.52 (m, 1H, Leu-CH) 1.64-1.71 (m, 2H,
Leu-CHy), 2.29-2.30 (m, 1H, Val-CH), 3.72 (s, 3H, OCHj3), 4.04-4.08 (m, 1H, Leu-CH), 4.33
(dd, 1H, J =8.8 Hz, J = 5.6 Hz, Val-CH), 4.53 (quin, 1H, J = 7.3 Hz, Ala-CH), 4.93-4.94 (m,
1H, Leu-NH), 6.62 (d, 1H, J = 8.5 Hz, NH), 6.87 (s, 1H, NH).
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3C-NMR (100.62 MHz, CDCly): & = 17.41, 17.94, 19.32, 22.02, 22.78 (Ala-CH3, Val-CHg,
Leu-CH3), 24.77 (Leu-CH), 28.26 (Boc-CHj), 30.13 (Val-CH), 40.88 (Leu-CH,), 48.14
(Ala-CH), 52.38 (OCHj3), 53.79 (Leu-CH), 58.00 (Val-CH), 80.27 (Boc-C), 155.77 (Boc-CO),
170.56 (Val-CO), 172.80, 173.16 (CO).

Boc-(D)Leu-(D)Val-Ala-OMe (MH358)
o Y~ o)
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Methode B: 1.21 g (4.00 mmol) Boc-(D)Val-Ala-OMe (MH354), 3.09 ml (40.1 mmol) TFA,
30 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 4 h (RT)

Das Produkt wird direkt weiter umgesetzt.

Methode Al: 1.27g (4.00 mmol) TFAxH,;N-(D)Val-Ala-OMe, 925 mg (4.00 mmol) Boc-
(D)Leu-OHxH,0O, 735 mg (4.80 mmol) HOBTxH,O, 1.06 ml (9.60 mmol) NMM, 990 mg
(4.90 mmol) DCC, 100 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [2/1]); Ry: 0.43 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1])
Ausbeute: 842 mg (2.03 mmol, 51 %), farbloser Feststoff; M = 415.53 g/mol; C,oH37N306

a3? = 25.5 (c = 1.10, Methanol)

'"H-NMR (400.13 MHz, CDCly): & = 0.89-0.93 (m, 12H, Val-CHs, Leu-CHs), 1.40 (d, 3H,
J =7.4 Hz, Ala-CHj3), 1.42 (s, 9H, Boc-CHj3), 1.48-1.52 (m, 1H, Leu-CH) 1.62-1.71 (m, 2H,
Leu-CH,), 2.25-2.27 (m, 1H, Val-CH), 3.69 (s, 3H, OCHy), 4.07-4.09 (m, 1H, Leu-CH), 4.31
(dd, 1H, J=8.7 Hz, J = 5.6 Hz, Val-CH), 4.53 (quin, 1H, J=7.3 Hz, Ala-CH), 5.02 (d, 1H,
J =4.9 Hz, Leu-NH), 6.67 (d, 1H, J = 8.5 Hz, NH), 6.65-6.68 (m, 1H, J = 6.5 Hz, NH).
¥C-NMR (100.62 MHz, CDCly): & = 17.23, 17.75, 19.24, 21.80, 22.92 (Ala-CHs, Val-CH,
Leu-CH3), 24.79 (Leu-CH), 28.28 (Boc-CHj;), 30.24 (Val-CH), 40.64 (Leu-CH,), 48.08
(Ala-CH), 52.28 (OCHjs), 53.77 (Leu-CH), 58.12 (Val-CH), 80.54 (Boc-C), 156.02 (Boc-CO),
170.59 (Val-CO), 172.62, 173.08 (CO).

Boc-Leu-(D)Val-Ala-OMe (MH359)
W O Y 4 O
O _Ns ~ N
Methode B: 1.21 g (4.00 mmol) Boc-(D)Val-Ala-OMe (MH354), 3.09 ml (40.1 mmol) TFA,
30 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 4 h (RT)
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Das Produkt wird direkt weiter umgesetzt.

Methode Al: 1.27 g (4.00 mmol) TFAxH,N-(D)Val-Ala-OMe, 925 mg (4.00 mmol) Boc-Leu-
OHxH,0, 735 mg (4.80 mmol) HOBTxH,0O, 1.06 ml (9.60 mmol) NMM, 990 mg (4.90 mmol)
DCC, 100 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [2/1]); Ry 0.45 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1])
Ausbeute: 1.14 g (2.74 mmol, 68 %), farbloser Feststoff; M = 415.53 g/mol; C,oH37N30¢

a3? =-12.9 (c = 1.01, Methanol)

'H-NMR (400.13 MHz, CDCl;): & = 0.89-0.94 (m, 12H, Val-CHs, Leu-CHs), 1.40 (d, 3H,
J=7.2 Hz, Ala-CH3), 1.41 (s, 9H, Boc-CHg), 1.46-1.52 (m, 1H, Leu-CH) 1.63-1.71 (m, 2H,
Leu-CH,), 2.27 (bs, 1H, Val-CH), 3.71 (s, 3H, OCHys), 4.03-4.08 (m, 1H, Leu-CH), 4.33 (dd,
1H, J=8.8 Hz, J=5.7 Hz, Val-CH), 4.53 (quin, 1H, J=7.2 Hz, Ala-CH), 4.99 (d, 1H,
J =7.1Hz, Leu-NH), 6.65 (d, 1H, J = 8.4 Hz, NH), 6.91 (bs, 1H, NH).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCly): & = 17.44, 17.91, 19.30, 22.01, 22.79 (Ala-CHj, Val-CHg,
Leu-CH3), 24.76 (Leu-CH), 28.25 (Boc-CHj), 30.19 (Val-CH), 40.90 (Leu-CH)), 48.13
(Ala-CH), 52.36 (OCHj3), 53.79 (Leu-CH), 58.00 (Val-CH), 80.23 (Boc-Cg), 155.73 (Boc-CO),
170.57 (Val-CO), 172.82, 173.11 (CO).

Boc-(D)Leu-(D)Val-(D)Ala-OMe (MH360)
Y f(ruﬁr j*o/
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Methode B: 803 mg (2.66 mmol) Boc-(D)Val-(D)Ala-OMe (MH355), 2.05 ml (26.6 mmol)
TFA, 30 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 4 h (RT)

Das Produkt wird direkt weiter umgesetzt.

Methode Al: 841 mg (2.66 mmol) TFAxH,N-(D)Val-(D)Ala-OMe, 663 mg (2.66 mmol) Boc-
(D)Leu-OHxH,0, 489 mg (3.19 mmol) HOBTxH,O, 0.70 ml (6.38 mmol) NMM, 659 mg
(3.19 mmol) DCC, 100 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [2/1]); Ry: 0.40 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1])
Ausbeute: 807 mg (1.94 mmol, 86 %), farbloser Feststoff; M = 415.53 g/mol; C,oH37N306

a3? = 66.9 (c = 1.03, Methanol)

'"H-NMR (400.13 MHz, CDCly): 8 = 0.90-0.95 (m, 12H, Val-CHs, Leu-CHs), 1.39 (d, 3H,
J =7.2 Hz, Ala-CHj3), 1.42 (s, 9H, Boc-CHj3), 1.45-1.52 (m, 1H, Leu-CH) 1.61-1.70 (m, 2H,
Leu-CHy), 2.11-2.17 (m, 1H, Val-CH), 3.72 (s, 3H, OCHj3), 4.04-4.16 (m, 1H, Leu-CH), 4.28
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(dd, 1H, J=8.7 Hz, J = 6.5 Hz, Val-CH), 4.53 (quin, 1H, J = 7.2 Hz, Ala-CH), 4.97 (d, 1H,
J = 7.8 Hz, Leu-NH), 6.67—6.72 (m, 2H, NH).
3C-NMR (100.62 MHz, CDCl;): & = 17.14, 18.08, 19.10, 21.96, 22.92 (Ala-CHj, Val-CHg,
Leu-CH3), 24.74 (Leu-CH), 28.27 (Boc-CHj3), 30.83 (Val-CH), 40.77 (Leu-CH,), 48.01
(Ala-CH), 52.38 (OCHj3), 53.33 (Leu-CH), 58.24 (Val-CH), 80.18 (Boc-C), 155.76 (Boc-CO),
170.50 (Val-CO), 172.62 (CO), 173.02 (CO).

Boc-Leu-(D)Val-(D)Ala-OMe (MH361)
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Methode B: 803 mg (2.66 mmol) Boc-(D)Val-(D)Ala-OMe (MH355), 2.05 ml (26.6 mmol)
TFA, 30 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer:4 h (RT)
Das Produkt wird direkt weiter umgesetzt.
Methode Al: 841 g (2.66 mmol) TFAxH,N-(D)Val-(D)Ala-OMe, 663 mg (2.66 mmol) Boc-
Leu-OHxH,O, 489 mg (3.19 mmol) HOBTxH,O, 0.70ml (6.38 mmol) NMM, 659 mg
(3.19 mmol) DCC, 100 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h (RT)
Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [2/1]); Ry: 0.43 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1])
Ausbeute: 979 mg (2.36 mmol, 89 %), farbloser Feststoff; M = 415.53 g/mol; C,oH37N306
a3? = 24.7 (c = 0.96, Methanol)
'"H-NMR (400.13 MHz, CDCly): & = 0.90-0.96 (m, 12H, Val-CHs, Leu-CHs), 1.40 (d, 3H,
J =7.4 Hz, Ala-CHj3), 1.42 (s, 9H, Boc-CHj3), 1.44-1.49 (m, 1H, Leu-CH) 1.63-1.71 (m, 2H,
Leu-CHy), 2.13-2.19 (m, 1H, Val-CH), 3.72 (s, 3H, OCH3), 4.10 (bs, 1H, Leu-CH), 4.27-4.31
(m, 1H, Val-CH), 4.53 (quin, 1H, J = 7.3 Hz, Ala-CH), 4.95 (bs, 1H, Leu-NH), 6.67 (bs, 2H,
NH).
C-NMR (100.62 MHz, CDCly): & = 17.66, 17.97, 19.02, 21.87, 22.87 (Ala-CHs, Val-CHs,
Leu-CH3), 24.70 (Leu-CH), 28.20 (Boc-CHs), 30.93 (Val-CH), 41.54 (Leu-CH,), 47.91
(Ala-CH), 52.16 (OCHs), 53.36 (Leu-CH), 57.99 (Val-CH), 79.74 (Boc-C,), 155.47 (Boc-CO),
170.80 (Val-CO), 172.98 (2xCO).
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(S)-(1-(Cyclohexylmethyl)amino-4-methyl-1-oxopentan-2-yl)  -tert-butyl-carbamat
(MH368)

y O

PO
Methode Al: 511 g (4.51 mmol) Aminomethylcyclohexan, 1.04 g (4.51 mmol) Boc-Leu-OH,
830 mg (5.42 mmol) HOBTxH,O, 1.19 ml (10.8 mmol) NMM, 1.12 mg (5.42 mmol) DCC,
100 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h (RT)
Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [4/1]); Ry: 0.26 (Cyclohexan/Ethylacetat [4/1])
Ausbeute: 1.08 g (3.32 mmol, 74 %), farbloser Feststoff; M = 326.48 g/mol; C1gH34N,03
a3? =-25.0 (c = 1.00, Methanol)
'H-NMR (400.13 MHz, CDCls): = 0.85-0.93 (m, 8H, Leu-CHs, Cy-CH,), 1.07-1.27 (m, 3H,
Cy-CH,), 1.38-1.49 (m, 11H, Boc-CHs;, Leu-CH, Cy-CH), 1.65-1.70 (m, 7H, Leu-CH,,
Cy-CHy,), 3.02-3.13 (m, 2H, NHCH,Cy), 4.00-4.03 (m, 1H, Leu-CH), 4.84 (bs, 1H, NH), 6.16
(bs, 1H, NH).
3C-NMR (100.62 MHz, CDCl,): & = 22.07, 22.86 (Leu-CH,), 24.75 (Leu-CH), 25.77, 26.34
(Cy-CHy), 28.27 (Boc-CH3), 30.70 (Cy-CH,), 37.87 (Cy-CH), 41.00 (Leu-CH,), 45.58
(NHCH,Cy), 53.15 (Leu-CH), 79.98 (Boc-C,), 155.76 (Boc-CO), 172.42 (CO).

(R)-(1-(Cyclohexylmethyl)amino-4-methyl-1-oxopentan-2-yl)  -tert-butyl-carbamat
(MH378)

o Nl

TP 0
Methode Al: 0.55 ml (4.22 mmol) Aminomethylcyclohexan, 1.05 g (4.22 mmol) Boc-(D)Leu-
OHxH,0O, 776 mg (5.07 mmol) HOBTxH,0O, 1.11 ml (10.0 mmol) NMM, 1.05 mg (5.07 mmol)
DCC, 100 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h (RT)
Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [4/1]); Ry: 0.32 (Cyclohexan/Ethylacetat [4/1])
Ausbeute: 1.11 g (3.40 mmol, 81 %), farbloser Feststoff; M = 326.48 g/mol; C1gH34N,03
a3? = 23.2 (c = 1.09, Methanol)
'"H-NMR (400.13 MHz, CDCls): & = 0.86-0.94 (m, 8H, Leu-CHs;, Cy-CH,), 1.08-1.27 (m, 3H,
Cy-CH,), 1.39-1.49 (m, 11H, Boc-CHs;, Leu-CH, Cy-CH), 1.62-1.72 (m, 7H, Leu-CH,,
Cy-CH,), 3.07-3.09 (m, 2H, NHCH_Cy), 4.00-4.02 (m, 1H, Leu-CH), 4.84 (bs, 1H, NH), 6.15
(bs, 1H, NH).
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3C-NMR (100.62 MHz, CDCl,): & = 22.11, 22.87 (Leu-CH,), 24.77 (Leu-CH), 25.79, 26.35
(Cy-CH,), 28.28 (Boc-CHj), 30.71 (Cy-CH,), 37.89 (Cy-CH), 40.97 (Leu-CH,), 45.60
(NHCH.Cy), 53.20 (Leu-CH), 80.08 (Boc-C,), 155.76 (Boc-CO), 172.38 (CO).

8.5.2 SYNTHESE DER PYRIDIN-BAUSTEINE

2-(Pyridin-3-yl)heptansaure (MH342)

Methode D1: 471 mg (2.85 mmol) Ethyl-3-pyridinacetat, 2.06 ml (3.71 mmol) LDA (1.8 M in
THF), 431 mg (2.85 mmol) 1-Brompentan, 20 ml THF, 1.60 g (28.5 mmol) Kaliumhydroxid;
Reaktionsdauer: 1 h (0 ), 3 h (-78 ), 24 h (RT) , 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [4/1]); Ry 0.25 (Cyclohexan/Ethylacetat [4/1])
Ausbeute: 309 mg (1.49 mmol, 52 %), farbloses Ol; M = 207.27 g/mol; C1,H;7NO,

'H-NMR (400.13 MHz, CDCl5): & = 0.82-0.85 (m, 3H, CHs), 1.24-1.27 (m, 6H, CH,), 1.72—
1.81 und 2.08-2.16 (m, 2H, CHy), 3.59 (t, 1H, J=7.8 Hz, CH), 7.34 (dd, 1H, J=8.0 Hz,
J=5.0Hz, Pyr-H), 7.81 (d, 1H, J=7.9 Hz, Pyr-H), 8.50 (d, 1H, J = 4.8 Hz, Pyr-H), 8.57 (s,
1H, Pyr-H).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCls): & = 13.90 (CHs), 22.35, 27.08, 31.37, 33.40 (CH,), 49.22
(CH), 123.52 (Pyr-C), 135.02 (Pyr-C,), 135.25, 148.46, 149.55 (Pyr-C), 173.37 (CO).

3-Cyclopropyl-2-(pyridin-3-yl)propansaure (MH344)

Methode D1: 552 mg (3.34 mmol) Ethyl-3-pyridinacetat, 2.41 ml (4.34 mmol) LDA (1.8 M in
THF), 451 mg (3.34 mmol) 1-(Bromomethyl)cyclopropan, 20 ml THF, 1.87 g (33.4 mmol)
Kaliumhydroxid; Reaktionsdauer: 1 h (0 C), 3 h (-7 8 ), 24 h (RT), 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [4/1]); Rs: 0.20 (Cyclohexan/Ethylacetat [4/1])
Ausbeute: 130 mg (0.68 mmol, 20 %), gelbes Ol; M = 191.23 g/mol; C1;H15NO,
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'H-NMR (400.13 MHz, CDCl;): 8 = -0.04-0.13 (m, 2H, Cy-CH,), 0.35-0.45 (m, 2H, Cy-CH,),
0.56-0.66 (m, 1H, Cy-CH), 1.72-1.79 (m, 1H, CH,), 1.92-2.00 (m, 1H, CH,), 3.73 (t, 1H,
J=7.6Hz, CH), 7.34 (dd, 1H, J=7.7Hz, J=5.0Hz, Pyr-H), 7.86 (td, 1H, J =8.0 Hz,
J=1.9Hz, Pyr-H), 850 (dd, 1H, J=5.0 Hz, J = 1.6 Hz, Pyr-H), 8.59 (d, 1H, J = 1.8 Hz,
Pyr-H), 12.00 (bs, 1H, OH).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCl;): & = 4.37, 4.73 (Cy-CH,), 9.14 (Cy-CH), 38.47 (CH,), 49.97
(CH), 124.09 (Pyr-C), 13.49 (Pyr-C,), 137.50, 146.18, 147.61 (Pyr-C), 176.52 (CO).

2-(Pyridin-3-yl)pentansaure (MH351)

Methode D1: 714 mg (4.11 mmol) Ethyl-3-pyridinacetat, 6.83 ml (12.3 mmol) LDA (1.8 M in
THF), 0.73 ml (4.11 mmol) 1-Brompropan, 20 ml THF, 2.30 g (41.1 mmol) Kaliumhydroxid,;
Reaktionsdauer: 1 h (0 C), 3 h (-78 ), 24 h (RT) , 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethanol [5/1]); Ry: 0.39 (Cyclohexan/Ethanol [5/1])

Ausbeute: 67.0 mg (0.37 mmol, 9 %), gelber Feststoff; M = 179.22 g/mol; C1H13NO,
'H-NMR (400.13 MHz, CDCl5): & = 0.90 (t, 3H, J = 7.4 Hz, CH3), 1.22-1.38 (m, 2H, CH,),
1.70-1.80 (m, 1H, CH,), 2.07-2.15 (m, 1H, CH,), 3.61 (t, 1H, J = 7.7 Hz, CH), 7.34 (m, 1H,
Pyr-H), 7.82 (td, 1H, J=7.9 Hz, J= 1.9 Hz, Pyr-H), 8.50 (dd, 1H, J=5.0 Hz, J= 1.4 Hz,
Pyr-H), 8.57 (d, 1H, J = 2.0 Hz, Pyr-H), 11.51 (bs, 1H, OH).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCly): & = 13.74 (CHs), 26.90, 35.47 (CH,), 49.56 (CH), 123.99
(Pyr-C), 136.54 (Pyr-C,), 137.20, 146.44, 147.91 (Pyr-C), 176.78 (CO).

(E)-2-(Pyridin-3-yl)hex-4-ensaure (MH352)

Methode D2: 1.41 g (8.54 mmol) Ethyl-3-pyridinacetat, 4.74 ml (11.1 mmol) LDA (1.8 M in
THF), 1.159g (8.54 mmol) Crotylbromid, 80 ml THF, 4.78 g (85.4 mmol) Kaliumhydroxid;
Reaktionsdauer: 15 min (-78C), 15 min (0<C), 3h (- 78<C), 24 h (RT), 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [4/1]); Ry: 0.26 (Cyclohexan/Ethylacetat [4/1])
Ausbeute: 714 mg (3.73 mmol, 44 %), gelbes Ol; M = 191.23 g/mol; C;,H13NO,
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'H-NMR (400.13 MHz, CDCl5): & = 1.52-1.59 (m, 3H, CHCH,CH=CHCHz), 2.44-2.61 und
2.76-2.87 (m, 2H, CHCH,CH=CHCHj3), 3.64 (t, 1H, J = 7.8 Hz, CHCH,CH=CHCH,), 5.27—
5.35 (m, 1H, CHCH,CH=CHCHs), 5.43-5.53 (m, 1H, CHCH,CH=CHCHz), 7.33 (dd, 1H,
J=7.9Hz, J=5.0 Hz, Pyr-H), 7.77-7.83 (m, 1H, Pyr-H), 8.49-8.51 (m, 1H, Pyr-H), 8.56—
8.58 (m, 1H, Pyr-H), 9.47 (bs, 1H, OH).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCl;): & = 12.81, 17.87 (CHCH,CH=CHCH,), 30.59, 36.17
(CHCH,CH=CHCHjs), 49.33, 49.71 (CHCH,CH=CHCH,), 123.99 (Pyr-C), 125.96, 126.82,
127.04, 128.56 (CHCH,CH=CHCH,), 135.60 (Pyr-C,), 137.20, 146.69, 148.03 (Pyr-C),
176.29 (CO).

3-(Pyridin-3-yl)propansaureethylester (MH379)

X o

I

—

N
541 mg 3-(3-Pyridyl)propionsaure (3.58 mmol) wird mit 20 Tropfen konz. Schwefelsdure in
20 ml Ethanol 5 h refluxiert und anschlieBend 24 h bei RT gerihrt. Die Reaktionsmischung
wird mit Ethylacetat und Wasser extrahiert und die organische Phase verworfen. Die
wassrige Phase wird mit 2 M Natronlauge alkalisiert und mit Ethylacetat extrahiert. Die
organische Phase wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Loésemittel unter
vermindertem Druck entfernt.

Rt 0.74 (Ethylacetat)

Ausbeute: 552 mg (3.08 mmol, 86 %), gelbes Ol; M = 179.22 g/mol; C;oH13NO,

'H-NMR (400.13 MHz, CDCl5): 8 = 1.09-1.59 (t, 3H, J = 7.2 Hz, COOCH,CH,), 2.51 (t, 2H,
J=7.6 Hz, CH,), 2.83 (t, 2H, J =7.6 Hz, CHy), 3.99 (q, 2H, J =7.2 Hz COOCH,CH5), 7.08
(dd, 1H, J=7.9Hz, J=4.8Hz, Pyr-H), 7.40 (m, 1H, Pyr-H), 8.33 (dd, 1H, J=4.8 Hz,
J = 1.6 Hz, Pyr-H), 8.36 (m, 1H, J = 2.1 Hz, Pyr-H).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCl5): & = 13.88 (COOCH,CH,), 27.78 (CH,), 35.08 (CH,), 60.25
(COOCH,CHg), 123.04, 135.52 (Pyr-C), 135.60 (Pyr-Cy), 147.51, 149.60 (Pyr-C), 171.96
(CO).
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(E)-2-(Pyridin-3-ylmethyl)hex-4-ensaure (MH385)

R+S

Methode D2: 1.20g (6.70 mmol) 3-(Pyridin-3-yl)propansaureethylester (MH379), 3.48 ml
(8.70 mmol) n-BuLi, 1.22mg (8.70 mmol) Diisopropylamin, 0.69 ml (6.70 mmol)
Crotylbromid, 80 ml THF, 3.75g (67.0 mmol) Kaliumhydroxid; Reaktionsdauer: 15 min (-
78<C), 15 min (0C), 3h (-78C), 24 h (RT),24h (R T)

Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [4/1]); Rs: 0.50 (Cyclohexan/Ethylacetat [4/1])
Ausbeute: 228 mg (1.11 mmol, 17 %), gelbes Ol; M = 205.26 g/mol; C1,H;5sNO,

'H-NMR (400.13 MHz, CDCl;): & = 1.61-1.67 (m, 3H, CHCH,CH=CHCHz), 2.20-2.27 und
2.35-2.47 (m, 2H, CHCH,CH=CHCHy,), 2.61-2.68 (m, 1H, CHCH,CH=CHCH;), 2.82-2.96
(m, 2H, Ar-CH,), 5.40-5.59 (m, 2H, CHCH,CH=CHCHj3), 7.30 (dd, 1H, J=7.8 Hz, J = 5.1 Hz,
Pyr-H), 7.65 (d, 1H, J = 7.9 Hz, Pyr-H), 8.39 (d, 1H, J = 4.3 Hz, Pyr-H), 8.45 (s, 1H, Pyr-H),
9.46 (bs, 1H, OH).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCl;): & = 12.92, 17.95 (CHCH,CH=CHCH,), 34.93, 35.21
(CHCH,CH=CHCHj3 und Ar-CH,), 47.90, 47.99 (CHCH,CH=CHCHs), 124.02 (Pyr-C), 126.66,
127.45, 128.13 (CHCH,CH=CHCHjs), 136.43 (Pyr-C,), 138.68, 145.25, 147.91 (Pyr-C),
177.30 (CO).

8.5.3 SYNTHESE DER PYRIDIN-, PIPERIDIN-, PYRROLIDIN- UND PYRIDYLESSIGSAURE -
DERIVATE

(S)-2-((S)-3-Methyl-2-(( S)-4-methyl-2-

(picolinamido)pentanamido)butanamido)propanséureben zylester (MH133)
I\ y O y ©
N~ N\:S)J\N s N\?)J\o
o " o ¢

Methode B: 363 mg (0.74 mmol) Boc-Leu-Val-Ala-OBn (MH103), 0.57 ml (7.40 mmol) TFA,
20 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 4 h (RT)

Das Produkt wird direkt weiter umgesetzt.
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Methode C2: 374 mg (0.74 mmol) TFAxH,N-Leu-Val-Ala-OBn, 99.9 mg (0.81 mmol)
Picolinsaure, 308 mg (0.81 mmol) HBTU, 0.22 ml (1.62 mmol) TEA, 30 ml Acetonitril;
Reaktionsdauer: 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [1/2]); Ry: 0.47 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/2])
Ausbeute: 265 mg (0.53 mmol, 66 %), farbloser Feststoff; M = 496.61 g/mol; Co7H36N4Os
Smp.: 85 T; a? =-49.5 (c = 0.96, Methanol)

IR: V (cm™) = 3291, 3063, 2958, 2872, 1743, 1641, 1514, 1159.

LOOP-ESI-MS: berechnet fiir C,; H3sN4Os: 496, gefunden: 497.2 [M+H]"

LC-MS: R, = 20.1 min, Reinheit: >99 % (Methode 1).

'H-NMR (400.13 MHz, CDCly): & = 0.84-0.94 (m, 12H, Val-CH;, Leu-CHs), 1.39 (d, 3H,
J=7.1Hz, Ala-CHs), 1.63-1.88 (m, 3H, Leu-CH, Leu-CHy), 2.06-2.14 (m, 1H, Val-CH), 4.32
(dd, 1H, J=8.3 Hz, J = 6.5 Hz, Val-CH), 4.58 (quin, 1H, J=7.2 Hz, Ala-CH), 4.69-4.73 (m,
1H, Leu-CH), 5.09-5.19 (m, 2H, OCH,Ph), 6.86 (d, 1H, J =7.1 Hz, Ala-NH), 7.03 (d, 1H,
J=8.6 Hz, Val-NH), 7.27-7.35 (m, 5H, Ar-H), 7.38-7.42 (m, 1H, Pyr-H), 7.81 (dt, 1H,
J=7.7Hz, J=1.8Hz, Pyr-H), 8.16 (d, 1H, J=7.8 Hz, Pyr-H), 8.39 (d, 1H, J=8.4 Hz,
Leu-NH), 8.53 (d, 1H, J = 4.3 Hz, Pyr-H).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCls): & = 17.90 (Val-CH; und Leu-CHs), 17.98 (Ala-CHs), 19.05,
21.89, 22.96 (Val-CH;z und Leu-CHs), 24.80 (Leu-CH), 30.77 (Val-CH), 40.82 (Leu-CHy,),
48.07 (Ala-CH), 52.02 (Leu-CH), 58.34 (Val-CH), 67.01 (OCH,Ph), 122.31, 126.39 (Pyr-C),
128.10, 128.31, 128.52 (Ar-C), 135.32 (Ar-C,), 137.30, 148.23 (Pyr-C), 149.16 (Pyr-C),
164.54, 170.52, 172.00, 172.40 (CO).

(S)-2-((S)-3-Methyl-2-(( S)-4-methyl-2-(2-(pyridin-3-

yhacetamido)pentanamido)butanamido)propansaurebenz ylester (MH134)

SRERERRS

Methode B: 310 mg (0.63 mmol) Boc-Leu-Val-Ala-OBn (MH103), 0.49 ml (6.30 mmol) TFA,
20 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 4 h (RT)

Das Produkt wird direkt weiter umgesetzt.

Methode C2: 318 mg (0.63 mmol) TFAxH,N-Leu-Val-Ala-OBn, 131 mg (0.75 mmol) 3-
PyridinessigsaurexHCI, 286 mg (0.75 mmol) HBTU, 0.21 ml (1.51 mmol) TEA, 30 ml
Acetonitril; Reaktionsdauer: 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat/Ethanol [6/6/1]);

Rt 0.28 (Cyclohexan/Ethylacetat/Ethanol [6/6/1])
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Ausbeute: 47.9 mg (0.09 mmol, 15 %), farbloser Feststoff; M = 510.64 g/mol; CogHzgN4Os
Smp.: 200 C; a3? =-60.1 (c = 1.01, Methanol)

IR: V (cm™) = 3268, 3071, 2956, 2924, 2853, 1736, 1628, 1538, 841.

LOOP-ESI-MS: berechnet fiir C,gH3sN4Os: 510, gefunden: 511.5 [M+H]"

LC-MS: R, = 4.0 min, Reinheit: >99 % (Methode II).

'H-NMR (400.13 MHz, CDCl;): & = 0.83-0.88 (m, 12H, Val-CH;, Leu-CHs), 1.35 (d, 3H,
J=7.4Hz, Ala-CH3), 1.47-1.60 (m, 3H, Leu-CH, Leu-CH,) 2.03 (sext, 1H, J=6.8 Hz,
Val-CH), 3.52 (s, 2H, Pyr-CH,), 4.30 (t, 1H, J = 8.0 Hz, Val-CH), 4.52-4.62 (m, 2H, Ala-CH,
Leu-CH), 5.09-5.19 (m, 2H, OCH,Ph), 6.60 (d, 1H, J=8.0 Hz, Leu-NH), 6.89 (d, 1H,
J=8.8Hz, Ala-NH), 6.92 (d, 1H, J=7.3 Hz, Val-NH), 7.19-7.22 (dd, 1H, J=7.8 Hz,
J =4.9 Hz, Pyr-H), 7.32-7.34 (m, 5H, Ar-H), 7.61 (d, 1H, J = 7.8 Hz, Pyr-H), 8.47-8.52 (m,
2H, Pyr-H).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCl,): & = 17.86 (Ala-CHs), 18.18, 18.95, 22.23, 22.81 (Leu-CHj,
Val-CHs), 24.81 (Leu-CH), 31.05 (Val-CH), 40.10 (Pyr-CH,), 41.41 (Leu-CH,), 48.09
(Ala-CH), 51.93 (Leu-CH), 58.47 (Val-CH), 67.14 (OCH,Ph), 123.65 (Pyr-C), 128.12, 128.44,
128.59 (Ar-C), 135.25 (Ar-Cy, Pyr-C,), 137.23, 147.89, 149.75 (Pyr-C), 169.97, 170.84,
172.29, 172.55 (CO).

(S)-2-((S)-3-Methyl-2-(( S)-4-methyl-2-

(nicotinamido)pentanamido)butanamido)propansaureben zylester (MH138)

i N I \/@
s
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Methode B: 885 mg (1.80 mmol) Boc-Leu-Val-Ala-OBn (MH103), 1.39 ml (18.0 mmol) TFA,
20 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 4 h (RT)

Das Produkt wird direkt weiter umgesetzt.

Methode C2: 910 mg (1.80 mmol) TFAxH,N-Leu-Val-Ala-OBn, 266 mg (2.16 mmol)
Nicotinsdure, 819 mg (2.16 mmol) HBTU, 0.60 ml (4.32 mmol) TEA, 30 ml Acetonitril;
Reaktionsdauer: 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat/Ethanol [6/4/1]);

Rt 0.42 (Cyclohexan/Ethylacetat/Ethanol [6/4/1])

Ausbeute: 183 mg (0.37 mmol, 17 %), farbloses Ol; M = 496.61 g/mol; C,; H3sN4Os

a3? = -62.3 (c = 1.02, Methanol)

IR: V (cm™) =3280, 3066, 2933, 2869, 1742, 1634, 1537, 1455, 1159, 697.
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LOOP-ESI-MS: berechnet fiir C,; H3sN4Os: 496, gefunden: 496.3 [M+H]"

LC-MS: R, = 15.3 min, Reinheit: 83.2 % (Methode I).

'H-NMR (400.13 MHz, CDCl;): & = 0.79 und 0.82 (d, 6H, J = 6.7 Hz, Val-CH), 0.88 (d, 6H,
J=5.4Hz, Leu-CH3), 1.38 (d, 3H, J=7.2Hz, Ala-CH3), 1.55-1.79 (m, 3H, Leu-CH,
Leu-CH,) 1.89-1.98 (m, 1H, Val-CH), 4.36-4.40 (m, 1H, Val-CH), 4.64 (g, 2H, J=7.3 Hz,
Ala-CH), 4.94-4.98 (m, 1H, Leu-CH), 5.09-5.18 (m, 2H, OCH,Ph), 7.27-7.34 (m, 6H, Ar-H,
Pyr-H), 7.44-7.51 (m, 1H, Val-NH), 8.23 (td, 1H, J=11.0 Hz, J = 2.0 Hz, Pyr-H) 8.25-8.32
(m, 3H, Ala-NH, Leu-NH, Pyr-H), 8.63 (dd, 1H, J=4.8 Hz, J = 1.4 Hz, Pyr-H), 9.23 (d, 1H,
J = 1.6 Hz, Pyr-H).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCl,): & = 17.85 (Ala-CHs), 18.53, 18.94, 22.31, 22.90 (Leu-CHj,
Val-CH3), 24.93 (Leu-CH), 31.22 (Val-CH), 41.44 (Leu-CH);), 48.04 (Ala-CH), 52.02
(Leu-CH), 58.42 (Val-CH), 66.96 (OCH,Ph), 123.53 (Pyr-C), 128.12, 128.55, 128.61 (Ar-C),
130.09 (Ar-Cg), 135.42 (Pyr-C,), 136.43, 148.44, 151.58 (Pyr-C), 165.35 (Pyr-CO), 171.10,
172.25, 172.60 (CO).

(S)-2-((S)-3-Methyl-2-(( S)-4-methyl-2-((1-tertbutoxycarbonyl)piperidin-2-

yl)amido)pentanamido)butanamido)propansaurebenzyles ter (MH141)
«n © e
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Methode B: 497 mg (1.01 mmol) Boc-Leu-Val-Ala-OBn (MH103), 0.78 ml (10.1 mmol) TFA,
30 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 4 h (RT)

Das Produkt wird direkt umgesetzt.

Methode C2: 511 mg (1.01 mmol) TFAxH,N-Leu-Val-Ala-OBn, 277 mg (1.21 mmol) Boc-
Pipecolinsaure, 458 mg (1.21 mmol) HBTU, 0.34 ml (2.42 mmol) TEA, 30 ml Acetonitril;
Reaktionsdauer: 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethanol [6/1]); Ry: 0.43 (Cyclohexan/Ethanol [6/1])

Ausbeute: 152 mg (0.25 mmol, 25 %), farbloser Feststoff; M = 602.78 g/mol; Cz,HsoN4O-
Smp.: 165 C; a3? = -41.5 (c = 1.06, Methanol)

IR: V (cm™) = 3273, 2925, 2869, 1736, 1698, 1638, 1539, 1455, 1365, 1159.

LOOP-ESI-MS: berechnet fiir Cs,HsoN4O7: 602, gefunden: 603.4 [M+H]".

LC-MS: R; = 22.9 min, Reinheit: 93 % (Methode I).

'H-NMR (400.13 MHz, CDCl;): 5 = 0.87-0.94 (m, 12H, Val-CHs;, Leu-CHj), 1.39-1.42 (m,
3H, Ala-CHg), 1.46 (s, 9H, Boc-CHj3), 1.48-1.69 (m, 7H, Leu-CH, Leu-CH,, Pip-H,), 2.12—
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2.33 (m, 3H, Val-CH, Pip-H,), 2.72-2.84 (m, 2H, Pip-H,), 4.21-4.28 (m, 1H, Val-CH), 4.38—
4.47 (m, 1H, Leu-CH), 4.60 (g, 1H, J = 7.2 Hz, Ala-CH), 4.69—4.77 (m, 1H, Pip-H), 5.11-5.20
(m, 2H, OCH,Ph), 6.39-6.67 (m, 3H, Ala-NH, Leu-NH, Val-NH), 7.29-7.37 (m, 5H, Ar-H).
3C-NMR (100.62 MHz, CDCly): & = 17.76, 17.90, 18.15, 19.13, 19.15 (Ala-CHs, Leu-CHj,
Val-CHa), 20.46 (Pip-CH,), 21.70, 21.86 (Leu-CHa, Val-CH3), 22.67 (Pip-CH,), 22.94, 23.01
(Leu-CH5;, Val-CHs), 24.80 (Leu-CH), 28.30 (Boc-CHg), 29.50, 29.68 (Pip-CH,), 30.84
(Val-CH), 31.91 (Pip-CH,), 40.55 (Leu-CH,), 48.13 (Ala-CH), 51.85 (Leu-CH), 52.05
(Pip-CH), 58.33 (Val-CH), 67.20 (OCH,Ph), 80.78 (Boc-C,), 128.20, 128.42, 128.45, 128.60
(Ar-C), 135.26 (Ar-C,), 170.31, 171.88, 172.36, 172.39 (CO).

S)-2-((S)-3-Methyl-2-(( S)-4-methyl-2-((1-tertbutoxycarbonyl)pyrrolidin-2-

yh)amido)pentanamido)butanamido)propansaurebenzyles ter (MH153)

0”0 ﬁ»
Methode B: 222 mg (0.45 mmol) Boc-Leu-Val-Ala-OBn (MH103), 0.35 ml (4.52 mmol) TFA,
30 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 4 h (RT)
Das Produkt wird direkt umgesetzt.
Methode C1: 221 mg (0.45 mmol) TFAxH,N-Leu-Val-Ala-OBn, 97.0 mg (0.45 mmol) Boc-
Prolin, 83 mg (0.54 mmol) HOBTxH,O, 112 mg (0.54 mmol) DCC, 0.12 ml (1.08 mmol)
NMM, 10 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h (RT)
Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethanol [2/1]); Rs: 0.28 (Cyclohexan/Ethylacetat [2/1])
Ausbeute: 87 mg (0.148 mmol, 33 %), farbloser Feststoff; M = 588.75 g/mol; Cz1H4gN4O-
Smp.: 140 T; a}? =-79.7 (c = 0.92, Methanol)
IR: V (cm™) = 3278, 3070, 2956, 2927, 2871, 1747, 1698, 1639, 1542, 1454, 1390, 1365,
1159, 696.
LOOP-ESI-MS: berechnet fiir C5;H,sN4O7: 588, gefunden: 589.4 [M+H]"
LC-MS: R; = 20.6 min, Reinheit: >99 %. (Methode I)
'H-NMR (400.13 MHz, CDCl;): 5 = 0.83-0.93 (m, 12H, Val-CHs;, Leu-CHj), 1.25-1.32 (m,
2H, Pyrro-H,), 1.41 (d, 3H, J=7.2 Hz, Ala-CHs), 1.46 (s, 9H, Boc-CHj3), 1.51-1.92 (m, 5H,
Leu-CH, Leu-CH,, Pyrro-H,), 2.21-2.29 (m, 2H, Val-CH), 3.32-3.47 (m, 2H, Pyrro-H,), 4.22—
4.38 (m, 3H, Leu-CH, Val-CH, Pyrro-H), 4.59 (q, 1H, J = 7.1 Hz, Ala-CH), 5.11-5.20 (m, 2H,
OCH,Ph), 6.56—6.64 (m, 1H, Ala-NH), 6.74-6.82 (m, 1H, NH), 7.07-7.16 (m, 1H, NH), 7.29—
7.37 (m, 5H, Ar-H).



Experimenteller Teil 127

3C-NMR (100.62 MHz, CDCl;): & = 18.05, 19.19, 23.05, 23.80 (Leu-CHs, Val-CH3, Ala-CH,),
23.82 (Pyrro-CH,), 24.84 (Leu-CH), 28.29 (Boc-CHjs), 29.53 (Pyrro-CH,), 40.09 (Leu-CH,),
47.15 (Pyrro-CH,), 48.15 (Ala-CH), 52.19 (Leu-CH), 58.42 (Val-CH), 67.41 (OCH,Ph), 67.64
(Pyrro-CH), 80.79 (Boc-C), 128.14, 128.33 und 128.56 (Ar-C), 135.36 (Ar-C,), 155.30
(Boc-CO), 172.38, 172.63 (CO).

(S)-2-((S)-3-Methyl-2-(( S)-4-methyl-2-(5-

chlornicotinamido)pentanamido)butanamido)propansaur ebenzylester (MH154)

SEBNYYe
S
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Methode B: 418 mg (0.85 mmol) Boc-Leu-Val-Ala-OBn (MH103), 0.65 ml (8.50 mmol) TFA,
30 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 4 h (RT)

Das Produkt wird direkt weiter umgesetzt.

Methode C2: 430 mg (0.85 mmol) TFAxH,;N-Leu-Val-Ala-OBn, 161 mg (1.02 mmol) 5-
Chlornicotinsaure, 387 mg (1.02 mmol) HBTU, 0.28 ml (2.04 mmol) TEA, 30 ml Acetonitril;
Reaktionsdauer: 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [1/2]); Ry: 0.41 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/2])
Ausbeute: 116 mg (0.22 mmol, 21 %), farbloser Feststoff; M = 531.06 g/mol; C,7H35CIN,O5
Smp.: 204 C; a}? =-52.9 (c = 1.02, Methanol)

IR: V (cm™) = 3267, 3066, 2959, 2935, 2870, 1736, 1651, 1634, 1536.

LOOP-ESI-MS: berechnet fiir Co;H35CIN4Os: 530, gefunden: 530.2 [M+H]".

LC-MS: R, = 4.8 min, Reinheit: >99 % (Methode II).

'H-NMR (400.13 MHz, CDCl;): & = 0.83-0.89 (m, 12H, Val-CHs;, Leu-CHs), 1.37 (d, 3H,
J=7.2 Hz, Ala-CHjy), 1.61-1.72 (m, 3H, Leu-CH, Leu-CH,), 1.94-2.01 (m, 1H, Val-CH), 4.43
(t, 1H, J=8.6 Hz, Val-CH), 4.66 (q, 1H, J=7.3 Hz, Ala-CH), 4.91-4.97 (m, 1H, Leu-CH),
5.09-5.19 (m, 2H, OCH,Ph), 7.27-7.33 (m, 5H, Ar-H), 7.39 (bd, 1H, J=8.8 Hz, Val-NH),
7.94 (bd, 1H, J = 7.4 Hz, Ala-NH), 8.11 (bd, 1H, J = 8.9 Hz, Leu-NH), 8.20 (t, 1H, J = 2.1 Hz,
Pyr-H), 8.62 (d, 1H, J = 2.4 Hz, Pyr-H), 9.07 (d, 1H, J = 1.9 Hz, Pyr-H).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCl;): & = 18.06 (Ala-CHs), 18.54, 18.98 (Val-CH3), 22.29, 22.88
(Leu-CHs3), 24.94 (Leu-CH), 31.33 (Val-CH), 41.55 (Leu-CH,), 48.02 (Ala-CH), 52.21
(Leu-CH), 58.52 (Val-CH), 67.11 (OCH,Ph), 128.13, 128.43, 128.59 (Ar-C), 131.05 (Pyr-C,),
132.40 (Pyr-C), 135.29 (Ar-C,), 136.00, 146.12, 150.64 (Pyr-C), 164.06 (Pyr-C,CO), 170.94,
172.12,172.59 (CO).
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(S)-2-((S)-3-Methyl-2-(( S)-4-methyl-2-(3-(pyridin-3-

yl)propanamido)pentanamido)butanamido)propanséaurebe nzylester (MH330)
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Methode B: 307 mg (0.74 mmol) Boc-Leu-Val-Ala-OBn (MH103), 0.57 ml (7.40 mmol) TFA,
30 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 4 h (RT)

Das Produkt wird direkt weiter umgesetzt.

Methode C1: 374 mg (0.74 mmol) TFAxH,N-Leu-Val-Ala-OBn, 112 mg (0.74 mmol) 3-(3-
Pyridyl)propionsaure, 136 mg (0.89 mmol) HOBTxH,O, 183 mg (0.89 mmol) DCC, 0.2 ml
(2.78 mmol) NMM, 8 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat/Ethanol [8/1/1]);

Rt 0.10 (Cyclohexan/Ethylacetat/Ethanol [8/1/1])

Ausbeute: 196 mg (0.44 mmol, 60 %), farbloser Feststoff; M = 524.67 g/mol; C,gH4oN4Os
Smp: 154 C; a3? =-51.1 (c = 0.93, Methanol)

IR: V (cm™) = 3262, 3079, 2957, 2929, 2871, 1742, 1626, 1541, 1455, 1193, 1156.
LOOP-ESI-MS: berechnet fiir CoH4oN4Os: 524, gefunden: 525.0 [M+H]"

LC-MS: R; = 1.0 min, Reinheit: >99 % (Methode II).

'"H-NMR (400.13 MHz, CDCl5): & = 0.81 (d, 6H, J = 5.3 Hz, Leu-CHs), 0.87 (t, 6H, J = 6.3 Hz,
Val-CH), 1.35 (t, 3H, J = 7.1 Hz, Ala-CH3), 1.41-1.50 (m, 3H, Leu-CH, Leu-CHy), 2.00 (sext,
1H, J =7.0 Hz, Val-CH), 2.47-2.60 (m, 2H, CH,CH,CO), 2.84-2.98 (m, 2H, CH,CH,CO),
4.42 (t, 1H, J = 8.3 Hz, Val-CH), 4.59 (quin, 1H, J = 7.3 Hz, Ala-CH), 4.67 (dd, J = 14.9 Hz,
J = 8.1 Hz, Leu-CH), 5.07-5.17 (m, 2H, OCH,Ph), 7.12-7.15 (m, 2H, Pyr-H, NH), 7.26-7.32
(m, 5H, Ar-H), 7.47-7.49 (m, 1H, Pyr-H), 7.69 (t, 1H, Ala-NH), 8.39 (d, 1H, J=5.1 Hz,
Pyr-H), 8.46 (s, 1H, Pyr-H).

13C-NMR (100.62 MHz, CDCl,): 5 = 17.93 (Ala-CHs), 18.34 (Val-CHj3), 19.01 (Val-CHs), 22.21
(Leu-CHg3), 22.90 (Leu-CHj3), 24.64 (Leu-CH), 28.77 (CH,CH,CO), 31.21 (Val-CH), 37.27
(CH,CH,CO), 41.74 (Leu-CH,), 47.99 (Ala-CH), 51.38 (Leu-CH), 58.29 (Vval-CH), 67.04
(OCHPh), 123.35 (Pyr-C), 128.10, 128.39, 128.56 (Ar-C), 135.29 (Ar-C,), 136.11 (Pyr-C),
136.40 (Pyr-C,), 147.33, 149.59 (Pyr-C), 170.89, 171.42, 172.47, 172.56 (CO).
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(S)-2-((S)-3-Methyl-2-(( S)-4-methyl-2-(( E)-3-(pyridin-3-

yl)acrylamido)pentanamido)butanamido)propansaureben zylester (MH335)
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Methode B: 284 mg (0.68 mmol) Boc-Leu-Val-Ala-OBn (MH103), 0.53 ml (6.83 mmol) TFA,
30 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 4 h (RT)

Das Produkt wird direkt weiter umgesetzt.

Methode C1: 292 mg (0.68 mmol) TFAxH,N-Leu-Val-Ala-OBn, 102 mg (0.68 mmol) trans-3-
(3-Pyridyl)acrylsaure, 126 mg (0.82 mmol) HOBTxH,O, 169 mg (0.82 mmol) DCC, 0.20 ml
(2.83 mmol) NMM, 8 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Ethylacetat); Ry 0.07 (Ethylacetat)

Ausbeute: 75.0 mg (0.14 mmol, 21 %), farbloser Feststoff; M = 522.65 g/mol; C,gH3gN4Os
Smp.: 246 C; a3? = -45.1 (c = 0.93, Methanol)

IR: V (cm™) = 3270, 3085, 2952, 2925, 2869, 1744, 1641, 1618, 1546, 1218.
LOOP-ESI-MS: berechnet fuir C3sHa4N,Os: 446, gefunden: 446.5 [M+H]".

LC-MS: R; = 1.3 min, Reinheit: >99 % (Methode II).

'"H-NMR (400.13 MHz, DMSO0-d6): & = 0.82-0.89 (m, 12H, Val-CHs, Leu-CHj), 1.26 (d, 3H,
J =7.3 Hz, Ala-CHj3), 1.47-1.51 (m, 2H, Leu-CH,), 1.58-1.65 (m, 1H, Leu-CH), 1.93-1.98
(m, 1H, Val-CH), 3.59 (s, 1H, OCHg), 4.17-4.26 (m, 2H, Ala-CH, Val-CH), 4.48-4.53 (m, 1H,
Leu-CH), 6.85 (d, 1H, J=15.9 Hz, =CH), 7.45-7.48 (m, 2H, Pyr-H, =CH), 7.80 (d, 1H,
J=8.9Hz, NH), 8.00 (td, 1H, J=8.0Hz, J=1.8 Hz, Pyr-H), 8.31 (d, 1H, J=8.3 Hz,
Leu-NH), 8.36 (d, 1H, J = 6.5 Hz, NH), 8.55 (dd, 1H, J =4.8 Hz, J = 1.6 Hz, Pyr-H), 8.77 (dd,
1H, J =1.9 Hz, Pyr-H).

3C-NMR (100.62 MHz, DMSO-d6): &=16.71 (Ala-CHs), 17.97, 19.00, 21.52, 23.08
(Leu-CHs, Val-CHs), 24.25 (Leu-CH), 30.85 (Val-CH), 40.83 (Leu-CH,), 47.83 (Ala-CH),
51.20 (Leu-CH), 51.69 (OCHs), 57.01 (Val-CH), 124.04, 124.10 (Pyr-C, =CH), 130.78
(Pyr-Cgq), 134.31 (Pyr-C), 135.57 (=CH), 148.77, 149.77 (Pyr-C), 164.27, 170.67, 171.76,
172.82 (CO).
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(S)-2-((S)-3-Methyl-2-(( S)-4-methyl-2-(2-(pyridin-3-

yl)pentanamido)pentanamido)butanamido)propansaureme thylester (MH345)

) O O
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Methode B: 220 mg (0.53 mmol) Boc-Leu-Val-Ala-OMe (MH336), 0.57 ml (7.40 mmol) TFA,
30 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 4 h (RT)

Das Produkt wird direkt weiter umgesetzt.

Methode C1: 228 mg (0.53 mmol) TFAxH,;N-Leu-Val-Ala-OMe, 109 mg (0.53 mmol) 2-
(Pyridin-3-yl)pentansaure (MH351), 130 mg (0.63 mmol) DCC, 97.0mg (0.63 mmol)
HOBTxH,0, 0.14 ml (1.26 mmol) NMM, 10 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h (RT)
Aufreinigung: SC (Ethylacetat); Ry 0.20 (Ethylacetat)

Ausbeute: 21.0 mg (0.45 mmol, 9 %), farbloser Feststoff; M = 476.62 g/mol; CosH4oN4Os
Smp.: 190 C

IR: V (cm™) = 3271, 3077, 2956, 2926, 2871, 1752, 1632, 1541, 1203, 1158.

LOOP-ESI-MS: berechnet fiir C,5H4oN4Os: 476, gefunden: 476.8 [M+H]".

LC-MS: Diast. a: R, = 2.7 min, Reinheit: 95.3 % (Methode I11).

'H-NMR (400.13 MHz, CDCl5): & = 0.74 (dd, 6H, J = 13.8 Hz, J = 6.3 Hz, Leu-CHj), 0.86 (t,
3H, J=7.3 Hz, CHCH,CH,CH3), 0.92 (d, 3H, J =6.7 Hz, Val-CH3), 0.95 (d, 3H, J =6.7 Hz,
Val-CHs), 1.20-1.26 (m, 2H, CHCH,CH,CHjs3), 1.31-1.40 (m, 1H, Leu-CH), 1.40 (d, 3H,
J =7.2 Hz, Ala-CHj3), 1.42-1.55 (m, 2H, Leu-CH,), 1.66-1.75 (m, 1H, CHCH,CH,CH3), 2.01-
2.11 (m, 2H, CHCH,CH,CHjs, Val-CH), 3.55 (t, 1H, J = 7.6 Hz, CHCH,CH,CH3), 3.74 (s, 3H,
OCHs), 4.44 (dd, 1H, J=8.8Hz, J=7.7 Hz, Val-CH), 4.56-4.63 (m, 2H, Ala-CH und
Leu-CH), 6.95 (bd, 1H, J =8.1 Hz, NH), 7.09 (d, 1H, J =8.8 Hz, NH), 7.30 (dd, J = 7.9 Hz,
J =4.8 Hz, Pyr-H), 7.36 (d, 1H, J = 7.1 Hz, NH) 7.86 (d, 1H, J = 8.0 Hz, Pyr-H), 8.50 (dd, 1H,
J=4.8Hz, J=1.5Hz, Pyr-H), 8.62 (d, 1H, J = 1.5 Hz, Pyr-H).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCly): & = 13.76 (CHCH,CH,CH;), 17.92 (Ala-CH;), 18.34
(Val-CHs), 18.95 (Leu-CHs), 20.70 (CHCH,CH,CHs), 22.11 (Leu-CH,3), 22.77 (Val-CHs),
24.73 (Leu-CH), 31.22 (Val-CH), 35.36 (CHCH,CH,CH3), 41.57 (Leu-CH,), 47.91 (Ala-CH),
49.74 (CHCH,CH,CHg), 51.45 (Leu-CH), 52.40 (OCHjs), 58.38 (Val-CH), 123.71 (Pyr-C),
135.38 (Pyr-C), 136.42 (Pyr-C,), 147.97 (Pyr-C), 149.00 (Pyr-C), 171.03, 172.50, 172.70,
173.30 (CO).
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(S)-2-((S)-3-Methyl-2-(( S)-4-methyl-2-(2-(pyridin-3-

yl)heptanamido)pentanamido)butanamido)propansdaureme thylester (MH348)
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Methode B: 397 mg (0.91 mmol) Boc-Leu-Val-Ala-OMe (MH336), 0.70 ml (9.12 mmol) TFA,
30 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 4 h (RT)

Das Produkt wird direkt weiter umgesetzt.

Methode C1: 404 mg (0.91 mmol) TFAxH,N-Leu-Val-Ala-OMe, 158 mg (0.76 mmol) 2-
(Pyridin-3-yl)heptansaure (MH342), 140 mg (0.91 mmol) HOBTxH,O, 188 mg (0.91 mmol)
DCC, 0.20 ml (1.82 mmol) NMM, 10 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h (RT)
Aufreinigung: SC (Ethylacetat); Ry: 0.31 und 0.12 (Ethylacetat)

Ausbeute: 98.0 mg (0.194 mmol, 26 %), farbloser Feststoff; M = 504.68 g/mol; C;H44N4Os
Smp.: 189 C

IR: V (cm™) = 3282, 3069, 2956, 2927, 2852, 1747, 1633, 1540, 1207, 1161.

LOOP-ESI-MS: berechnet fiir C,5H4oN4Os: 504, gefunden: 504.8 [M+H]".

LC-MS: Diast. a und b: R, = 8.2 min, Reinheit: >99 % (Methode IlI).

Diast.-Verhaltnis: 1:0.4 (bestimmt tiber *H-NMR)

'H-NMR (400.13 MHz, CDCly): & = 0.67-0.76 (m, 6H, Leu-CHj), 0.79-0.86 (m, 3H,
CHCH,CH,CH,CH,CH3), 0.89-0.95 (m, 6H, Val-CH;), 1.17-1.31 (m, 7H,
CHCH,CH,CH,CH,CHj3 und Leu-CH), 1.36 und 1.39 (d, 3H, J = 7.3 Hz, Ala-CH3), 1.41-1.60
(m, 2H, Leu-CH,), 1.62-1.77 (m, 1H, CHCH,CH,CH,CH,CH;), 1.89-2.13 (m, 2H,
CHCH,CH,CH,CH,CH3, Val-CH), 3.46-3.54 (m, 1H, CHCH,CH,CH,CHj3) 3.72 und 3.74 (s,
3H, OCHg3), 4.27 und 4.41 (dd, 1H, J=8.8 Hz, J=7.3 Hz, Val-CH), 4.51-4.62 (m, 2H,
Ala-CH, Leu-CH), 6.79-6.83 (m, 1H, NH), 6.96-7.01 (m, 1H, NH), 7.17-7.31 (m, 2H, Pyr-H,
Ala-NH), 7.81-7.84 (m, 1H, Pyr-H), 8.46 und 8.50 (dd, 1H, J =4.8 Hz, J = 1.6 Hz, Pyr-H),
8.56 und 8.60 (d, 1H, J = 1.7 Hz, Pyr-H).

¥C-NMR (100.62 MHz, CDCly): & = 13.90, 13.94 (CHCH,CH,CH,CH,CHj), 18.09, 18.21,
19.03, 22.03, 22.07 (Leu-CHgs, Val-CHs, Ala-CHs), 22.36, 22.45 (CHCH,CH,CH,CH,CH3),
22.74, 22.95, 24.71, 24.82 (Leu-CHj, Val-CH3), 27.17, 27.33 (CHCH,CH,CH,CH,CHz),
31.02, 31.26 (Val-CH), 31.49, 31.55, 33.18, 33.58 (CHCH,CH,CH,CH,CH3), 41.28
(Leu-CH,), 47.94 (Ala-CH), 50.23 (CHCH,CH,CH,CH3), 51.69 (Leu-CH), 52.39, 52.43
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(OCHs), 58.32 (Val-CH), 123.84, 135.65, 136.41, 148.79, 148.96 (Pyr-C), 170.64, 170.70,
172.25, 172.64, 173.25 (CO).

(S)-2-((S)-3-Methyl-2-(( S)-4-methyl-2-(2-(pyridin-3-yl)cyclopropyl

propanamido)pentanamido)butanamido)propansauremethy lester (MH349)
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Methode B: 301 mg (0.73 mmol) Boc-Leu-Val-Ala-OMe (MH336), 0.56 ml (7.25 mmol) TFA,
30 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 4 h (RT)

Methode C1: 313 mg (0.73 mmol) TFAxH,N-Leu-Val-Ala-OMe, 130 mg (0.73 mmol) 3-
Cyclopropyl-2-(pyridin-3-yl)propansaure (MH344), 133 mg (0.87 mmol) HOBTxH,O, 179 mg
(0.87 mmol) DCC, 0.19 ml (1.74 mmol) NMM, 10 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h
(RT)

Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [1/6]);

Rt 0.20 und 0.09 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/6])

Ausbeute: 107 mg (0.22 mmol, 30 %), farbloser Feststoff; M = 488.63 g/mol; CosH4oN4Os
Smp.: 195 C

IR: V (cm™) = 3274, 3077, 2956, 2873, 1743, 1630, 1538, 1209, 1159.

LOOP-ESI-MS: berechnet fuir C6H40N4Os: 488, gefunden: 488.9 [M+H]".

LC-MS: Diast. a und b: R; = 1.1 min, Reinheit: >99 % (Methode II).

Diast.-Verhaltnis: 1:1 (bestimmt iber *H-NMR)

'H-NMR (400.13 MHz, CDCl;): 8 = -0.10-0.16 (m, 2H, Cy-CH,), 0.28-0.45 (m, 2H, Cy-CH,),
0.49-0.64 (m, 1H, Cy-CH), 0.65-0.93 (m, 12H, Leu-CHj, Val-CH3), 1.34-1.38 (m, 3H,
Ala-CH3), 1.43-1.69 (m, 4H, Leu-CH, Leu-CH,, Pyr-CHCH,), 1.86-2.06 (m, 2H, Val-CH,
Pyr-CHCH,), 3.68-3.70 (m, 1H, Pyr-CHCH,), 3.72 und 3.73 (s, 3H, OCHy), 4.34-4.62 (m,
2H, Ala-CH, Val-CH), 4.67-4.75 (m, 1H, Leu-CH), 7.15-7.25 (m, 1H, Pyr-H), 7.25-7.32 (m,
1H, NH), 7.45-7.54 (m, 1H, NH), 7.69 (dd, 1H, J=11.6 Hz, J=7.5 Hz, NH), 7.75 und 7.81
(td, 1H, J=8.0 Hz, J = 1.9 Hz, Pyr-H), 8.42 und 8.47 (dd, 1H, J = 4.8 Hz, J = 1.6 Hz, Pyr-H),
8.52 und 8.50 (d, 1H, J = 2.0 Hz, Pyr-H).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCl;): & = 4.34, 4.40, 4.60, 4.65 (Cy-CH,), 9.14, 9.32 (Cy-CH),
17.91, 18.05, 18.37, 18.77, 18.89, 22.13, 22.26, 22.46, 22.74, 22.81, 22.95 (Ala-CHs,
Leu-CHs;, Val-CHjz), 24.71, 24.74 (Leu-CH), 31.08, 31.23 (Val-CH), 38.35, 38.60
(Pyr-CHCH,), 41.42, 41.69 (Leu-CH,), 47.90, (Ala-CH), 50.35, 50.50 (Pyr-CHCH,), 51.44,
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51.53 (Leu-CH), 52.31, 52.34 (OCH,), 58.13, 58.31 (Val-CH), 132.47, 123.58, 135.35
(Pyr-C), 136.06, 136.33 (Pyr-C,), 147.95, 149.18 (Pyr-C), 170.94, 171.05 (Pyr-CHCO),
172.02, 172.43, 172.66, 173.24, 173.26 (CO).

(S)-2-((S)-3-Methyl-2-(( S)-4-methyl-2-(( E)-2-(pyridin-3-yl)hex-4-

enamido)pentanamido)butanamido)propansauremethylest er (MH353)

R+S /IrH Q H Q
@j\ﬂ/N\S)LN\/g(N\S)J\O/
| Ao UL

Methode B: 317 mg (0.76 mmol) Boc-Leu-Val-Ala-OMe (MH336), 0.59 ml (7.63 mmol) TFA,
30 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 4 h (RT)

Das Produkt wird direkt weiter umgesetzt.

Methode C1: 326 mg (0.76 mmol) TFAxH,N-Leu-Val-Ala-OMe, 144 mg (0.76 mmol) (E)-2-
(Pyridin-3-yl)hex-4-ensdure (MH352), 140 mg (0.92 mmol) HOBTxH,O, 189 mg (0.92 mmol)
DCC, 0.20 ml (1.83 mmol) NMM, 10 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h (RT)
Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [1/6]);

Rf: 0.20 und 0.10 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/6])

Ausbeute: 87.0 mg (0.18 mmol, 23 %), farbloser Feststoff; M = 488.63 g/mol; C,sH4oN4Os
Smp.: 185 C

IR: V (cm™) = 3855, 3073, 2958, 2927, 1743, 1628, 1539, 1209, 1158.

LOOP-ESI-MS: berechnet fiir C,6H4oN4Os: 488, gefunden: 488.9 [M+H]".

LC-MS: Diast. a und b: R; = 12.6 min (86.6 %), 12.9 (2.4 %) (Methode V).

Diast.-Verhaltnis: 1:0.2 (bestimmt tiber *H-NMR).

'H-NMR (400.13 MHz, CDCl;): 5 = 0.63-0.66 (m, 3H, Val-CHs), 0.73-0.75 (3H, Val-CH,),
0.86-0.90 (m, 6H, Leu-CHz), 1.32-1.36 (m, 3H, Ala-CH;), 1.51-1.63 (m, 6H,
CHCH,CH=CHCHjs, Leu-CH, Leu-CH,), 1.84-1.93 (m, 1H, Val-CH), 2.35-2.53 und 2.74-2.88
(m, 2H, CHCH,CH=CHCHg;), 3.35-3.60 (m, 1H, CHCH,CH=CHCH;), 3.71-3.73 (m, 3H,
OCHsy), 4.29 (dd, 1H, J =9.0 Hz, J = 7.5 Hz, Val-CH), 4.48-4.56 (m, 1H, Ala-CH), 4.58-4.64
(m, 1H, Leu-CH), 5.24-536 (m, 1H, CHCH,CH=CHCHj), 5.45-5.55 (m, 1H,
CHCH,CH=CHCHy), 6.99-7.03 (m, 1H, NH), 7.16-7.22 (m, 2H, Pyr-H, NH), 7.43-7.51 (m,
1H, NH), 7.76-7.82 (m, 1H, Pyr-H), 8.41-8.43 (m, 1H, Pyr-H), 8.48-8.51 (m, 1H, Pyr-H).
3C-NMR (100.62 MHz, CDCl;): = 12.84 (CHCH,CH=CHCH,), 17.86, 17.87, 18.76, 22.04,
23.01 (Ala-CHj3;, Val-CHs, Leu-CHs), 24.71, 24.76 (Leu-CH), 31.10 (Val-CH), 36.56
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(CHCH,CH=CHCHj,), 41.21 (Leu-CH,), 47.96 (Ala-CH), 50.28 (CHCH,CH=CHCH,), 51.62
(Leu-CH), 52.31, 52.37 (OCHs;), 58.07 (val-CH), 123.72 (Pyr-C), 127.23
(CHCH,CH=CHCHj), 128.30 (CHCH,CH=CHCH), 135.85 (Pyr-C,), 136.01, 147.48, 148.79
(Pyr-C), 170.80, 171.95, 172.14, 173.19 (CO)

(R)-2-((S)-3-Methyl-2-(( S)-4-methyl-2-(( E)-2-(pyridin-3-yl)hex-4-

enamido)pentanamido)butanamido)propansauremethylest er (MH356)

v
(%ﬁ\wnf/ﬁ'\l\/gfn\f/ﬁ\o/
W O \rH 0

Methode B: 195 mg (0.47 mmol) Boc-Leu-Val-(D)Ala-OMe (MH334), 0.36 ml (4.69 mmol)
TFA, 30 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 4 h (RT)

Das Produkt wird direkt weiter umgesetzt.

Methode C1: 202 mg (0.47 mmol) TFAxH,N-Leu-Val-(D)Ala-OMe, 89.0 mg (0.47 mmol) (E)-
2-(Pyridin-3-yl)hex-4-ensédure  (MH352), 86.0mg (0.56 mmol) HOBTxH,O, 116 mg
(0.56 mmol) DCC, 0.12 ml (1.23 mmol) NMM, 10 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h
(RT)

Aufreinigung: SC (Dichlormethan + 5 % Methanol); Ry 0.15 und 0.11 (Dichlormethan + 5 %
Methanol)

Ausbeute: 114 mg (0.23 mmol, 50 %), farbloser Feststoff; M = 488.63 g/mol; C,sH4oN4Os
Smp.: 206 T

IR: V (cm™) = 3268, 2957, 1738, 1630, 1541, 1214, 1156.

LOOP-ESI-MS: berechnet fiir C,6H4oN4Os: 488, gefunden: 488.9 [M+H]"

LC-MS: Diast. a und b: R, = 1.1 min (79.4 %), 1.5 min (20.6 %) (Methode II). Diast.-
Verhaltnis: 1:0.3 (bestimmt Gber LC)

'H-NMR (400.13 MHz, CDCl;): 8 = 0.59-0.61 (m, 3H, Val-CHs), 0.68-0.73 (3H, Val-CH,),
0.86-0.91 (m, 6H, Leu-CHj), 1.30-1.63 (m, 9H, CHCH,CH=CHCHs;, Ala-CH3, Leu-CH,
Leu-CHy), 1.90-2.10 (m, 1H, Val-CH), 2.36-2.55 und 2.68-2.83 (m, 2H, CHCH,CH=CHCHy),
3.57 (bs, 1H, CHCH,CH=CHCHy), 3.65 (s, 3H, OCHj3), 4.32—4.44 (m, 1H, Val-CH), 4.49-4.57
(m, 1H, Ala-CH), 4.66 (bs, 1H, Leu-CH), 5.19-5.53 (m, 2H, CHCH,CH=CHCHs), 7.14-7.22
(m, 2H, Pyr-H und NH), 7.35-7.62 (m, 2H, NH), 7.69-7.76 (m, 1H, Pyr-H), 8.39-8.53 (m, 2H,
Pyr-H).
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3C-NMR (100.62 MHz, CDCl,): d = 12.76 (CHCH,CH=CHCH,), 17.81, 17.83, 17.88, 18.00,
18.84 19.00, 22.10 22.68, 22.98 (Ala-CHs, Val-CHj, Leu-CHs), 24.64, 24.71, 24.76 (Leu-CH),
30.76, 31.04 (Val-CH), 35.94, 36.53 (CHCH,CH=CHCHs), 41.23, 41.39 (Leu-CH,), 48.05
(Ala-CH), 50.21 (CHCH,CH=CHCHjs), 51.69 (Leu-CH), 52.18, 52.25 (OCHs), 58.03, 58.19
(Val-CH), 123.45 (Pyr-C), 126.47, 127.28, 127.41, 127.93 (CHCH,CH=CHCHj;), 135.02,
135.10 (Pyr-C), 135.48 (Pyr-C,), 148.15, 148.42 (Pyr-C), 149.52, 149.59 (Pyr-C), 170.78,
171.94, 172.34, 172.88 (CO).

(S)-2-((R)-3-Methyl-2-(( S)-4-methyl-2-(( E)-2-(pyridin-3-yl)hex-4-

enamido)pentanamido)butanamido)propansauremethylest er (MH362)
r
0
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Methode B: 214 mg (0.52 mmol) Boc-Leu-(D)Val-Ala-OMe (MH359), 0.40 ml (5.15 mmol)
TFA, 30 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 4 h (RT)

Das Produkt wird direkt weiter umgesetzt.

Methode C1: 221 mg (0.52 mmol) TFAxH,N-Leu-(D)Val-Ala-OMe, 97.0 mg (0.52 mmol) (E)-
2-(Pyridin-3-yl)hex-4-ensédure  (MH352), 95.0mg (0.62 mmol) HOBTxH,O, 128 mg
(0.62 mmol) DCC, 0.14 ml (1.24 mmol) NMM, 10 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h
(RT)

Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [1/4]);

Rf: 0.34 und 0.15 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/4])

Ausbeute: 81.0 mg (0.17 mmol, 32 %), beiger Feststoff; M = 488.63 g/mol; C,sH40N4Os

Smp.: 161 C

IR: V (cm™) = 3290, 2956, 2925, 2871, 1742, 1628, 1536, 1454, 1216, 1156, 709.
LOOP-ESI-MS: berechnet fiir C,6H4oN4Os: 488, gefunden: 489.0 [M+H]".

LC-MS: Diast. a und b: R, = 1.1 min, Reinheit: >99 % (Methode II).

Diast.-Verhaltnis: 1:0.8 (bestimmt tiber *H-NMR)

'H-NMR (400.13 MHz, CDCl;): 8 = 0.72-0.87 (m, 12H, Leu-CHs, Val-CHj), 1.21-1.59 (m,
9H, CHCH,CH=CHCHg;, Ala-CHg, Leu-CH, Leu-CH,), 2.04-2.21 (m, 1H, Val-CH), 2.33-2.52
und 2.65-2.78 (m, 1H, CHCH,CH=CHCH3), 3.44-3.51 (m, 1H, CHCH,CH=CHCHy), 3.63—
3.67 (m, 3H, OCH,), 4.25-4.56 (m, 3H, Val-CH, Leu-CH, Ala-CH), 5.16-5.49 (m, 2H,
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CHCH,CH=CHCHs,), 6.83-6.90 (m, 1H, NH), 7.17-7.23 (m, 2H, Pyr-H, NH), 7.33 (bs, 1H,
NH), 7.69—-7.75 (m, 1H, Pyr-H), 8.41-8.49 (m, 2H, Pyr-H).

13C-NMR (100.62 MHz, CDCly): & = 12.72, 12.75 (CHCH,CH=CHCHS,), 17.49, 17.64, 17.76
(CHCH,CH=CHCH,, Leu-CHs, Val-CHs, Ala-CHs) 19.11, 19.22, 21.91, 22.47, 22.74
(Leu-CHa, Val-CHa), 24.54, 24.71 (Leu-CH), 30.40, 30.50 (Val-CH), 31.06, 31.68, 36.08,
36.63 (CHCH,CH=CHCHy), 40.94, 40.06 (Leu-CH,), 47.98, 48.08 (Ala-CH), 49.58, 49.83,
49.98, 50.30 (CHCH,CH=CHCH,), 52.23 (OCHs), 52.46, 52.52 (Leu-CH), 57.92, 57.99
(Val-CH), 123.55, 123.61 (Pyr-C), 126.26, 126.30, 126.60, 126.78, 127.10, 127.22, 128.11,
128.26 (CHCH,CH=CHCHz), 135.17, 135.59 (Pyr-C), 135.29, 135.70 (Pyr-C), 148.03,
148.07, 148.13, 149.19, 149.60 (Pyr-C), 170.50, 170.66, 172.33, 172.50, 172.59, 172.70,
1723.15, 173.27 (CO).

(R)-2-((S)-3-Methyl-2-(( R)-4-methyl-2-(( E)-2-(pyridin-3-yl)hex-4-

enamido)pentanamido)butanamido)propansauremethylest er (MH363)

N
Methode B: 192 mg (0.46 mmol) Boc-(D)Leu-Val-(D)Ala-OMe (MH357), 0.36 ml (4.62 mmol)
TFA, 30 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 4 h (RT)
Das Produkt wird direkt weiter umgesetzt.
Methode C1: 198 mg (0.46 mmol) TFAxH,N-(D)Leu-Val-(D)Ala-OMe, 87.0 mg (0.46 mmol)
(E)-2-(Pyridin-3-yl)hex-4-ensaure (MH352), 85.0 mg (0.55 mmol) HOBTxH,O, 114 mg
(0.55 mmol) DCC, 0.12 ml (1.11 mmol) NMM, 10 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h
(RT)
Aufreinigung: SC (Dichlormethan/Ethylacetat [1/4]);
Rt 0.35 und 0.15 (Dichlormethan/Ethylacetat [1/4])
Ausbeute: 55.0 mg (0.11 mmol, 24 %), beiger Feststoff; M = 488.63 g/mol; C,sH40N4Os
Smp.: 158 C
IR: V (cm™) = 3856, 2957, 2925, 2875, 1741, 1628, 1536, 1453, 1216, 1155, 710.
LOOP-ESI-MS: berechnet fiir C,6H4oN4Os: 488, gefunden: 489.0 [M+H]".
LC-MS: Diast. a und b: R; = 1.1 min, Reinheit: >99 % (Methode II).
Diast.-Verhaltnis: 1:1 (bestimmt tiber *"H-NMR)
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'H-NMR (400.13 MHz, CDCly): & = 0.75-0.94 (m, 12H, Leu-CHj,, Val-CHs), 1.23-1.69 (m,
9H, CHCH,CH=CHCHSs, Ala-CHs, Leu-CH, Leu-CH,), 2.09-2.32 und 2.33-2.56 (m, 2H,
CHCH,CH=CHCHSs, Val-CH), 2.68-2.84 (m, 1H, CHCH,CH=CHCHS,), 3.42-3.49 (m, 1H,
CHCH,CH=CHCHS,), 3.63 und 3.71 (s, 3H, OCHj), 4.24-4.58 (m, 3H, Val-CH, Leu-CH,
Ala-CH), 5.17-5.53 (m, 2H, CHCH,CH=CHCHS,), 6.65-6.89 (m, 2H, NH), 7.08-7.12 (m, 1H,
NH), 7.21-7.27 (m, 1H, Pyr-H), 7.44-7.47 (m, 1H, Ala-NH), 7.69-7.75 (m, 2H, Pyr-H), 8.44—
8.50 (M, 2H, Pyr-H).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCly): & = 12.79, 12.81 (CHCH,CH=CHCH,), 17.43, 17.71, 17.84
(CHCH,CH=CHCHj, Leu-CHa, Val-CH,, Ala-CHs) 19.21, 19.32, 19.73, 22.01, 22.03, 22.47,
22.68, 22.75, 22.91 (Leu-CHs, Val-CH,), 24.63, 24.77, 24.80 (Leu-CH), 30.25, 30.29
(Val-CH), 30.68, 31.11, 36.19, 36.71 (CHCH,CH=CHCHS.), 40.81, 40.04 (Leu-CH,), 48.06,
48.15 (Ala-CH), 49.82, 50.02, 50.24, 50.50 (CHCH,CH=CHCHj), 52.35 (OCH,), 52.57, 52.71
(Leu-CH), 57.99, 58.05 (Val-CH), 123.68 (Pyr-C), 126.20, 126.27, 126.81, 126.97, 127.06,
127.17, 128.35, 128.48 (CHCH,CH=CHCH,), 135.25, 135.68 (Pyr-C), 135.21, 135.53
(Pyr-C), 148.20, 148.26, 148.28, 149.24, 149.31, 149.55 (Pyr-C), 170.41, 170.60, 172.20,
172.38, 172.64, 172.84, 173.24, 173.39 (CO).

(R)-2-((R)-3-Methyl-2-(( S)-4-methyl-2-(( E)-2-(pyridin-3-yl)hex-4-
enamido)pentanamido)butanamido)propansauremethylest er (MH364)

R+s/|rH QO \:/ H 9
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N

Methode B: 200 mg (0.48 mmol) Boc-Leu-(D)Val-(D)Ala-OMe (MH361), 0.37 ml (4.81 mmol)
TFA, 30 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 4 h (RT)

Das Produkt wird direkt weiter umgesetzt.

Methode C1: 206 mg (0.48 mmol) TFAxH,N-Leu-(D)Val-(D)Ala-OMe, 91.0 mg (0.48 mmol)
(E)-2-(Pyridin-3-yl)hex-4-ensaure (MH352), 88.0 mg (0.576 mmol) HOBTxH,O, 119 mg
(0.58 mmol) DCC, 0.13 ml (1.15 mmol) NMM, 10 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h
(RT)

Aufreinigung: SC (Dichlormethan + 3 % Methanol); Ry 0.21 und 0.15 (Dichlormethan + 3 %
Methanol)

Ausbeute: 122 mg (0.25 mmol, 52 %), farbloser Feststoff; M = 488.63 g/mol; CosH4oN4Os
Smp.: 138 C
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IR: V (cm™) = 3288, 2954, 2923, 2870, 2854, 1750, 1631, 1540, 1455, 1375, 1213, 1161.
LOOP-ESI-MS: berechnet fuir C6H40N4Os: 488, gefunden: 488.9 [M+H]".

LC-MS: Diast. a und b: R; = 8.0 min (99.7 %), 8.6 min (0.3 %) (Methode V).

Diast.-Verhaltnis: 1:0.5 (bestimmt tiber "H-NMR)

'H-NMR (400.13 MHz, CDCl;): & = 0.66-0.92 (m, 12H, Leu-CHs, Val-CH3), 1.16-1.62 (m,
9H, CHCH,CH=CHCHjs;, Ala-CHj, Leu-CH, Leu-CH,), 1.97-2.05 und 2.38-2.56 (m, 2H,
CHCH,CH=CHCHa;, Val-CH), 2.69-2.85 (m, 1H, CHCH,CH=CHCHy;), 3.44-3.52 (m, 1H,
CHCH,CH=CHCHy), 3.69 und 3.72 (s, 3H, OCHy), 4.23-4.37 (m, 1H, Val-CH), 4.45-4.61 (m,
2H, Leu-CH, Ala-CH), 5.17-5.53 (m, 2H, CHCH,CH=CHCHj3;), 6.82-6.83 (m, 1H, Val-NH),
7.18-7.26 (m, 1H, Pyr-H), 7.51-7.58 (m, 1H, NH), 7.72—-7.80 (m, 1H, Pyr-H), 8.19-8.23 (m,
1H, NH), 8.43-8.47 (m, 2H, Pyr-H).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCl,): d = 12.78 (CHCH,CH=CHCH,), 17.64, 17.72, 17.79, 17.83,
18.05, 18.08 (CHCH,CH=CHCHjs, Leu-CHg;, Val-CH3, Ala-CHj3), 19.03, 21.70, 21.73, 21.87,
21.97, 22.73, 22.86, 22.93, (Leu-CHjs, Val-CHz), 24.56, 24.75, 24.79 (Leu-CH), 30.96, 31.54
(val-CH), 30.45, 31.06, 35.98, 36.67 (CHCH,CH=CHCHg), 41.62, 42.03 (Leu-CH,), 47.89
47.98 (Ala-CH), 49.67, 50.06, 50.60 (CHCH,CH=CHCHz3), 51.66, 51.89 (Leu-CH), 52.24,
52.28 (OCHj3), 57.90, 58.06 (Val-CH), 123.55, 123.64 (Pyr-C), 126.49, 126.80, 127.31,
127.96, 128.26 (CHCH,CH=CHCHjs), 134.91, 135.44 (Pyr-C), 135.95 (Pyr-C,), 147.99,
148.33, 149.32, 149.99 (Pyr-C), 170.46, 170.67, 172.17, 172.23, 172.45, 127.54, 173.09,
173.16 (CO).

(S)-2-((R)-3-Methyl-2-(( R)-4-methyl-2-(( E)-2-(pyridin-3-yl)hex-4-

enamido)pentanamido)butanamido)propansauremethylest er (MH365)

|
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Methode B: 204 mg (0.49 mmol) Boc-(D)Leu-(D)Val-Ala-OMe (MH358), 0.38 ml (4.91 mmol)
TFA, 30 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 4 h (RT)

Das Produkt wird direkt weiter umgesetzt.

Methode C1: 210 mg (0.49 mmol) TFAxH,N-(D)Leu-(D)Val-Ala-OMe, 93.0 mg (0.49 mmol)
(E)-2-(Pyridin-3-yl)hex-4-ensaure (MH352), 90.0 mg (0.59 mmol) HOBTxH,O, 121 mg
(0.59 mmol) DCC, 0.12 ml (1.23 mmol) NMM, 10 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h
(RT)
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Aufreinigung: SC (Dichlormethan + 5 % Methanol); Ry 0.15 und 0.10 (Dichlormethan + 5 %
Methanol)

Ausbeute: 118 mg (0.24 mmol, 49 %), farbloser Feststoff; M = 488.63 g/mol; CosH40N4Os
Smp.: 192 C

IR: V (cm™) = 3272, 3068, 2957, 2872, 1738, 1632, 1540, 1214, 711.

LOOP-ESI-MS: berechnet fuir C6H40N4Os: 488, gefunden: 488.9 [M+H]".

LC-MS: Diast. a und b: Ry = 7.9 min (97.7 %), 8.6 min (2.3 %) (Methode V).

Diast.-Verhaltnis: 1:0.02 (bestimmt Uber LC)

'H-NMR (400.13 MHz, CDCl;): & = 0.59-0.93 (m, 12H, Leu-CHjs, Val-CH3), 1.19-1.63 (m,
9H, CHCH,CH=CHCHg;, Ala-CHs, Leu-CH, Leu-CH,), 1.89-2.08 (m, 1H, Val-CH), 2.35-2.56
und 2.70-2.86 (m, 2H, CHCH,CH=CHCH3), 3.59 (bs, 1H, CHCH,CH=CHCHz), 3.64-3.71 (m,
3H, OCHg), 4.34-4.57 (m, 2H, Val-CH, Ala-CH), 4.71 (bs, 1H, Leu-CH), 5.19-5.52 (m, 2H,
CHCH,CH=CHCHy), 6.88-7.22 (m, 2H, NH), 7.34-7.78 (m, 4H, Pyr-H, NH), 8.39-8.56 (m,
2H, Pyr-H).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCl,): d = 12.75, 12.78 (CHCH,CH=CHCHj), 17.81, 18.21, 18.82,
18.98 (CHCH,CH=CHCHj;, Leu-CHj; Val-CH;, Ala-CH3) 22.14, 22.64, 22.87, 22.94,
(Leu-CHgs, Val-CHs), 24.61, 24.68, 24.73 (Leu-CH), 30.85, 31.13 (Val-CH), 35.87, 36.43
(CHCH,CH=CHCHj3), 41.44, 41.62 (Leu-CH,), 48.04 (Ala-CH), 50.10 (CHCH,CH=CHCHz),
51.61 (OCHg), 52.21 (Leu-CH), 57.99, 58.13 (Val-CH), 123.40 (Pyr-C), 126.43, 127.32,
127.43, 127.90 (CHCH,CH=CHCHjs), 134.99, 135.10 (Pyr-C), 135.53, 135.62 (Pyr-C,),
148.10, 148.31, 149.52, 149.78 (Pyr-C), 170.83, 170.89, 171.95, 172.27, 172.84, 173.11,
173.18 (CO).

(S)-2-((S)-3-Methyl-2-(( R)-4-methyl-2-(( E)-2-(pyridin-3-yl)hex-4-

enamido)pentanamido)butanamido)propansauremethylest er (MH366)

)/ 0] 0]
R+S H H
B N8 N\/!:WN\:S)LO/
N/ 0O H 0 =

Methode B: 199 mg (0.48 mmol) Boc-(D)Leu-Val-Ala-OMe (MH338), 0.37 ml (4.79 mmol)
TFA, 30 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 4 h (RT)

Das Produkt wird direkt weiter umgesetzt.

Methode C1: 205 mg (0.48 mmol) TFAXH,N-(D)Leu-Val-Ala-OMe, 91.0 mg (0.48 mmol) (E)-
2-(Pyridin-3-yl)hex-4-ensédure  (MH352), 88.0mg (0.58 mmol) HOBTxH,O, 119 mg
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(0.58 mmol) DCC, 0.13 ml (1.15 mmol) NMM, 10 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h
(RT)

Aufreinigung: SC (Dichlormethan + 5 % Methanol); Ry 0.16 und 0.10 (Dichlormethan + 5 %
Methanol)

Ausbeute: 53.0 mg (0.11 mmol, 23 %), farbloser Feststoff; M = 488.63 g/mol; CosH4oN4Os
Smp.: 138 C

IR: V (cm™) = 3288, 2955, 2923, 1749, 1632, 1538, 1213, 1161.

LOOP-ESI-MS: berechnet fuir C6H40N4Os: 488, gefunden: 489.0 [M+H]".

LC-MS: Diast. a und b: R; = 1.0 min, Reinheit: >99 % (Methode II).

Diast.-Verhaltnis: 1:0.7 (bestimmt tiber "H-NMR)

'H-NMR (400.13 MHz, CDCl;): 8 = 0.62-0.92 (m, 12H, Leu-CHs, Val-CHj3), 1.17-1.61 (m,
9H, CHCH,CH=CHCHg;, Ala-CHs, Leu-CH, Leu-CH,), 1.95-2.05 (m, 1H, Val-CH), 2.36-2.57
und 2.68-2.85 (m, 2H, CHCH,CH=CHCHj3), 3.45-3.53 (m, 1H, CHCH,CH=CHCH3), 3.68 und
3.71 (s, 3H, OCHy), 4.25-4.38 (m, 1H, Val-CH), 4.42-4.62 (m, 2H, Ala-CH, Leu-CH), 5.18-
5.53 (m, 2H, CHCH,CH=CHCHy), 6.85-6.87 (m, 1H, Val-NH), 7.08-7.58, 8.15-8.29 (m, 2H,
NH) 7.18-7.26 (m, 1H, Pyr-H), 7.72-7.80 (m, 1H, Pyr-H), 8.42-8.47 (m, 2H, Pyr-H).
¥C-NMR (100.62 MHz, CDCl;): & = 12.77 (CHCH,CH=CHCH,), 17.64, 17.71, 17.79, 17.82,
18.04, 18.08 (CHCH,CH=CHCHg;, Leu-CHgs, Val-CHs;, Ala-CHz) 19.00, 19.03, 21.72, 21.75,
21.88, 21.98, 22.72, 22.86, 22.94 (Leu-CHg, Val-CH3), 24.56, 24.74, 24.78 (Leu-CH), 30.44,
31.10, 35.02, 35.75 (CHCH,CH=CHCHg), 30.99, 31.51 (Val-CH), 41.69, 41.99 (Leu-CH,),
47.87, 47.97 (Ala-CH), 49.65, 50.05 (CHCH,CH=CHCHy), 50.54, 51.61, 51.68, 51.88, 51.98,
52.23 (OCHgj, Leu-CH), 57.91, 58.05 (Val-CH), 123.54, 123.63 (Pyr-C), 126.42, 126.48,
126.77, 127.30, 127.95, 128.23 (CHCH,CH=CHCH;), 134.93, 135.44, (Pyr-C), 134.86,
135.24, 135.48, 135.94, 136.03 (Pyr-C,), 148.00, 148.30, 149.31, 149.95 (Pyr-C), 170.48,
170.67 (Val-CO), 172.20, 172.24, 172.43, 172.54, 173.09, 173.15 (CO).

N-(Cyclohexylmethyl)-2-(pyridin-3-yl)acetamid (MH369 )

Methode C1: 150mg (1.33 mmol) Aminomethylcyclohexan, 230 mg (1.33 mmol)
PyridinessigsaurexHCI, 244 mg (1.59 mmol) HOBTxH,0, 328 mg (1.59 mmol) DCC, 0.35 ml
(3.18 mmol) NMM, 10 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [1/6]); Ry 0.22 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/6])
Ausbeute: 193 mg (0.83 mmol, 62 %), gelblicher Feststoff; M = 232.33 g/mol; C14H20N,0
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Smp.: 82 C

IR: UV (cm™) = 3294, 2920, 2851, 1643, 1549, 1424, 1217, 718.

LOOP-ESI-MS: berechnet fuir C14H,0N,0: 232, gefunden: 233.1 [M+H]".

LC-MS: R; = 1.0 min, Reinheit: >99 % (Methode II).

'H-NMR (400.13 MHz, CDCl;): & = 0.78-0.87 (m, 2H, Cy-CH,), 1.03-1.22 (m, 3H, Cy-CH,),
1.34-1.43 (m, 1H, Cy-CH), 1.58-1.68 (m, 5H, Cy-CH,), 3.04 (t, 2H, J = 6.5 Hz, NHCH,Cy),
3.50 (s, 2H, COCH,Ph), 5.88 (bs, 1H, NH), 7.24-7.27 (m, 1H, Pyr-H), 7.64 (td, 1H,
J=7.9Hz, J=1.8 Hz, Pyr-H), 8.47-8.49 (m, 2H, Pyr-H).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCl): & = 25.66 (Cy-CH,), 26.25 (Cy-CH,), 30.69 (Cy-CH,), 37.72
(Cy-CH), 40.63 (COCH,Ph), 45.94 (NHCH.Cy), 123.62 (Pyr-C), 131.07 (Pyr-C,), 136.91,
148.34, 150.02 (Pyr-C), 169.70 (CO).

N-Cyclohexyl-2-(pyridin-3-yl)acetamid (MH370)

® :

N © \O

Methode C1: 136 mg (2.37 mmol) Cyclohexylamin, 238 mg (2.37 mmol)
PyridinessigsaurexHCI, 252 mg (1.64 mmol) HOBTxH,0, 339 mg (1.64 mmol) DCC, 0.36 ml
(3.29 mmol) NMM, 10 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h (RT)
Aufreinigung: SC (Dichlormethan/Ethylacetat [1/4]);
Rt 0.08 (Dichlormethan/Ethylacetat [1/4])
Ausbeute: 151 mg (0.69 mmol, 50 %), beiger Feststoff; M = 218.30 g/mol; C;3H15N,0
Smp.: 96 T
IR: V (cm™) = 3296, 2927, 2849, 1644, 1541, 1425, 1353, 1245, 1215, 718, 691.
LOOP-ESI-MS: berechnet fiir Cy3H1gN,O: 218, gefunden: 219.1 [M+H]".
LC-MS: R, = 1.0 min, Reinheit: >99 % (Methode II).
'"H-NMR (400.13 MHz, CDCly): 8 = 1.01-1.16 (m, 3H, Cy-CH,), 1.27-1.41 (m, 2H, Cy-CH,),
1.54-1.68 (m, 3H, Cy-CH,), 1.84-1.89 (m, 2H, Cy-CH,), 3.51 (s, 2H, COCH,Ph), 3.70-3.79
(m, 1H, Cy-CH), 5.39 (bs, 1H, NH), 7.24 (dd, 1H, J=7.9 Hz, J = 4.8 Hz, Pyr-H), 7.68-7.71
(m, 1H, Pyr-H), 8.51-8.53 (m, 2H, Pyr-H).
C-NMR (100.62 MHz, CDCl): 8 = 24.75 (Cy-CH,), 25.41 (Cy-CH,), 32.99 (Cy-CH,), 40.84
(COCH,Ph), 48.56 (Cy-CH), 123.75 (Pyr-C), 131.25 (Pyr-C,), 137.22, 148.12, 149.80
(Pyr-C), 168.61 (CO).
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N-Benzyl-2-(pyridin-3-yl)acetamid (MH371)

Methode C1: 147 mg (1.37 mmol) Benzylamin, 238 mg (1.37 mmol) PyridinessigsaurexHClI,
252 mg (1.64 mmol) HOBTxH,O, 339 mg (1.64 mmol) DCC, 0.36 ml (3.29 mmol) NMM,
10 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Dichlormethan/Ethylacetat [1/4]); Rs: 0.17 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/4])
Ausbeute: 197 mg (0.87 mmol, 64 %), gelber Feststoff; M = 226.28 g/mol; C14H14N,O

Smp.: 78 C

IR: V (cm™) = 3280, 3063, 3030, 2918, 1638, 1542, 1426, 1027, 736, 695.

LOOP-ESI-MS: berechnet fur C14H14N,0: 226, gefunden: 227.1 [M+H]".

LC-MS: R; = 1.0 min, Reinheit: >99 % (Methode II).

'H-NMR (400.13 MHz, CDCls): & = 3.54 (s, 2H, COCH,Ph), 4.39 (d, 2H, J=5.8 Hz,
NHCH,Ph), 6.18 (bs, 1H, NH), 7.17-7.31 (m, 6H, Ar-H, Pyr-H), 7.64-7.67 (m, 1H, Pyr-H),
8.45-8.47 (m, 2H, Pyr-H).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCl;): 8 = 40.51 (NHCH,Cy), 43.79 (COCH,Ph), 123.66 (Pyr-C),
127.56, 127.68, 128.69 (Ar-C), 130.77 (Pyr-Cy), 136.97 (Pyr-C), 137.86 (Ar-C,) 148.40,
150.02 (Pyr-C), 169.59 (CO).

(S)-N-(Cyclohexylmethyl)-4-methyl-2-(2-pyridin-3-yl)acet ~ amido)pentanamid (MH372)

H 0]
s
\N I 0] :ﬁfu/\o

Methode B: 194 mg (0.59 mmol) (S)-(1-(Cyclohexylmethyl)amino-4-methyl-1-oxopentan-2-
yD-tert-butyl-carbamat (MH368), 0.46ml (5.94 mmol) TFA, 30ml Dichlormethan;
Reaktionsdauer: 4 h (RT)

Das Produkt wird direkt weiter umgesetzt.

Methode C1: 202 mg (0.59 mmol) TFAX(S)-2-Amino-N-(cyclohexylmethyl)-4-
methylpentanamid, 103 mg (0.59 mmol) PyridinessigsaurexHCI, 109 mg (0.71 mmol)
HOBTxH,0, 147 mg (0.71 mmol) DCC, 0.16 ml (1.43 mmol) NMM, 10 ml Dichlormethan;
Reaktionsdauer: 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Ethylacetat); Ry 0.12 (Ethylacetat)

Ausbeute: 133 mg (0.39 mmol, 65 %), gelblicher Feststoff; M = 345.49 g/mol; CyoH3;N30,
Smp.: 154 C; a3? =-39.8 (c = 1.01, Methanol)
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IR: V (cm™) = 3259, 3081, 2956, 2922, 2849, 1637, 1557, 709.

LOOP-ESI-MS: berechnet fiir CoH3:N3O,: 345, gefunden: 346.0 [M+H]".

LC-MS: R; = 1.1 min, Reinheit: >99 % (Methode II).

'H-NMR (400.13 MHz, CDCls): 8 = 0.80-0.89 (m, 8H, Leu-CHs, Cy-CH,), 1.02-1.25 (m, 4H,
Cy-CHy), 1.31-1.44 (m, 1H, Cy-CH), 1.48-1.68 (m, 6H, Leu-CH,, Cy-CH,), 2.94-3.10 (m,
2H, NHCH,Cy), 3.51 (d, 2H, J = 8.4 Hz, NHCH,Ph), 4.39-4.45 (m, 1H, Leu-CH), 6.44 (t, 1H,
J=5.8 Hz, Cy-NH), 6.79 (d, 1H, J =8.4 Hz, Leu-NH), 7.22-7.25 (m, 1H, Pyr-H), 7.60-7.63
(m, 1H, Pyr-H), 8.50 (s, 2H, Pyr-H).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCly): & = 22.26, 22.73 (Leu-CHj), 24.81 (Leu-CH), 25.73, 26.30,
30.70, 30.75 (Cy-CH,), 37.74 (Cy-CH), 40.21 (COCH,Ph), 41.19 (Leu-CH,), 45.75
(NHCH,Cy), 52.10 (Leu-CH), 123.56 (Pyr-C), 130.81 (Pyr-C,), 136.91, 148.23, 149.99
(Pyr-C) 169.95, 171.96 (CO).

(E)-N-Cyclohexyl-2-(pyridin-3-yl)hex-4-enamid (MH374)

Methode C2: 77.0 mg (0.78 mmol) Cyclohexylamin, 147 mg (0.78 mmol) (E)-2-(Pyridin-3-
yhhex-4-ensaure (MH352), 143 mg (0.93 mmol) HOBTxH,O, 192 mg (0.93 mmol) DCC,
0.21 ml (1.86 mmol) NMM, 10 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1]); Ry: 0.21 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1])
Ausbeute: 160 mg (0.59 mmol, 76 %), gelbes Ol; M = 272.39 g/mol; C17H,4N,O

IR: V (cm™) = 3289, 3026, 2928, 2853, 1640, 1541, 1449, 1427, 1200, 711.

LOOP-ESI-MS: berechnet fuir C;7H,4N,0: 272, gefunden: 273.2 [M+H]".

LC-MS: R; = 1.1 min, Reinheit: >99 % (Methode II).

'H-NMR (400.13 MHz, CDCl;): & = 0.92-1.11 (m, 3H, Cy-CH,), 1.19-1.34 (m, 2H, Cy-CH,),
1.48-1.65 (m, 6H, Cy-CH,, CHCH,CH=CHCHj5), 1.71-1.74 (m, 1H, Cy-CH,), 1.85-1.90 (m,
1H, Cy-CHy), 2.31-2.50 und 2.69-2.81 (m, 2H, CHCH,CH=CHCH3), 3.26 (t, 1H, J = 7.5 Hz,
CHCH,CH=CHCHg), 3.64-3.73 (m, 1H, Cy-CH), 5.20-5.31 (m, 1H, CHCH,CH=CHCHy),
5.39-5.48 (m, 1H, CHCH,CH=CHCH3), 5.91 (bs, 1H, NH), 7.21 (dd, 1H, J=7.9 Hz,
J=4.8 Hz, Pyr-H), 7.72-7.78 (m, 1H, Pyr-H), 8.38-8.45 (m, 2H, Pyr-H).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCly): & = 12.74, 17.78 (CHCH,CH=CHCHs), 24.69 (Cy-CH,),
25.36, 31.14, 32.73, 33.03, 36.79 (Cy-CH,;), 48.30 (Cy-CH), 50.39, 50.88
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(CHCH,CH=CHCHj,), 123.54 (Pyr-C), 126.48, 127.40, 127.99, 128.07 (CHCH,CH=CHCHy),
135.14 (Pyr-C), 135.78 (Pyr-Cy), 148.31, 149.30 (Pyr-C), 171.07 (CO).

(R)-2-((R)-3-Methyl-2-(( R)-4-methyl-2-(( E)-2-(pyridin-3-yl)hex-4-

enamido)pentanamido)butanamido)propansauremethylest er (MH376)

IP T

N
Methode B: 201 mg (0.48 mmol) Boc-(D)Leu-(D)Val-(D)Ala-OMe (MH360), 0.37 ml
(4.84 mmol) TFA, 30 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 4 h (RT)
Das Produkt wird direkt weiter umgesetzt.
Methode C1: 206 mg (0.48 mmol) TFAxH,N-(D)Leu-(D)Val-(D)Ala-OMe, 91 mg (0.48 mmol)
(E)-2-(Pyridin-3-yl)hex-4-ensaure (MH352), 89 mg (0.58 mmol) HOBTxH,O, 120 mg
(0.58 mmol) DCC, 0.13 ml (1.16 mmol) NMM, 10 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h
(RT)
Aufreinigung: SC (Dichlormethan + 3 % Methanol); Ry: 0.21 und 0.15 (Dichlormethan + 3 %
Methanol)
Ausbeute: 86.0 mg (0.194 mmol, 26 %), farbloser Feststoff; M = 488.63 g/mol; CysH4oN4Os
Smp.: 206 T
IR: V (cm™) = 3273, 3072, 2958, 1744, 1630, 1538, 1452, 1428, 1386, 1209, 1159, 711.
LOOP-ESI-MS: berechnet fiir CsH4oN4Os: 488, gefunden: 488.8 [M+H]"
LC-MS: Diast. aund b: R, = 1.1 min (73.4 %), 1.5 min (26.6 %) (Methode II).
Diast.-Verhaltnis: 1:0.4 (bestimmt tUber LC)
'H-NMR (400.13 MHz, CDCl,): & = 0.65-0.70 (m, 6H, Leu-CHs), 0.82—0.95 (m, 6H, Val-CH,),
1.28-1.58 (m, 9H, CHCH,CH=CHCHs, Ala-CH3z, Leu-CH, Leu-CH,), 1.99-2.08 (m, 1H,
Val-CH), 2.40-2.58 und 2.65-2.89 (m, 2H, CHCH,CH=CHCHj3), 3.65 (t, 3H, J=7.6 Hz,
CHCH,CH=CHCHz), 3.70 und 3.71 (s, 3H, OCHj3), 4.42—-4.61 (m, 2H, Ala-CH, Val-CH), 4.79—
4.80 (m, 1H, Leu-CH), 5.15-5.53 (m, 2H, CHCH,CH=CHCHj5), 7.20 (dd, 1H, J=7.9 Hz,
J =4.9 Hz, Pyr-H), 7.49-7.71 (m, 1H, NH), 7.75-7.83 (m, 1H, Pyr-H), 7.94-8.04 (m, 1H, NH),
8.40-8.46 (m, 1H, Pyr-H), 8.56 und 8.58 (d, 1H, J = 1.9 Hz, Pyr-H).
3C-NMR (100.62 MHz, CDCl5): 8 = 12.77 (CHCH,CH=CHCH,), 17.74, 17.83, 18.53, 18.90,
22.21, 22.74 (Ala-CH3, Val-CHs, Leu-CHz3), 24.66, 24.76 (Leu-CH), 31.14 (Val-CH), 35.89
(CHCH,CH=CHCHj3), 41.82 (Leu-CH,), 47.87 (Ala-CH), 49.56, 49.95, 51.27, 52.30, 50.28
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(CHCH,CH=CHCHj), 51.62 (Leu-CH), 52.31, 52.37 (OCHj), 58.39 (Val-CH), 123.41 (Pyr-C),
126.25, 126.56, 127.43, 127.65 (CHCH,CH=CHCHs), 135.03 (Pyr-C), 135.66, 135.75
(Pyr-C), 148.35, 149.57, 149.63 (Pyr-C), 170.00, 171.32, 172.29, 172.39, 172.56, 173.29
(CO).

(S)-N-(Cyclohexylmethyl)-4-methyl-2-((  E)-2-(pyridin-3-yl)hex-4-enamido)pentanamid

(MH377)
Lot
SERERG

0y
Methode B: 188 mg (0.58 mmol) (S)-(1-(Cyclohexylmethyl)amino-4-methyl-1-oxopentan-2-
yh-tert-butyl-carbamat (MH368), 0.45ml (5.80 mmol) TFA, 30ml Dichlormethan;
Reaktionsdauer: 4 h (RT)
Das Produkt wird direkt weiter umgesetzt.
Methode C1: 197 mg (0.58 mmol) TFAX(S)-2-Amino-N-(cyclohexylmethyl)-4-
methylpentanamid, 109 mg (0.58 mmol) (E)-2-(Pyridin-3-yl)hex-4-ensaure (MH352), 107 mg
(0.70 mmol) HOBTxH,O, 144 mg (0.70 mmol) DCC, 0.15ml (1.39 mmol) NMM, 10 ml
Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h (RT)
Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [1/2]); R 0.49 und 0.28 (Cyclohexan/Ethylacetat
[1/3])
Ausbeute: 122 mg (0.305 mmol, 53 %), farbloser Feststoff; M = 399.58 g/mol; C,;H37N50,
Smp.: 178 C
IR: V (cm™) = 3270, 3081, 2922, 2851, 1636, 1553, 1447, 1426, 1367, 1245, 964, 710.
LOOP-ESI-MS: berechnet fiir C4H37N30,: 399, gefunden: 400.0 [M+H]"
LC-MS: Diast. a und b: R; = 1.5 min (51.9 %), 1.6 min (48.1 %) (Methode II).
Diast.-Verhaltnis: 1:0.9 (bestimmt tber LC)
'"H-NMR (400.13 MHz, CDCly): & = 0.77-0.93 (m, 8H, Leu-CHs, Cy-CH,), 1.05-1.73 (m, 14H,
Cy-CH,, Cy-CH, Leu-CH,, CHCH,CH=CHCH;), 2.37-2.55 und 2.70-2.80 (m, 2H,
CHCH,CH=CHCHg), 2.95-3.13 (m, 2H, NHCH,Cy), 3.34-3.38 (m, 1H, CHCH,CH=CHCHy),
4.31-4.40 (m, 1H, Leu-CH), 5.20-5.43 und 5.40-5.55 (m, 2H, CHCH,CH=CHCHj,), 6.01-
6.25 (m, 2H, Cy-NH, Leu-NH), 7.21-7.26 (m, 1H, Pyr-H), 7.67-7.74 (m, 1H, Pyr-H), 8.47—
8.51 (m, 2H, Pyr-H).



146 Experimenteller Teil

3C-NMR (100.62 MHz, CDCly): & = 12.33, 12.84, 17.86 (CHCH,CH=CHCH?), 22.06, 22.69,
22.85 (Leu-CHs), 24.70 (Leu-CH), 25.70 (Cy-CH,), 26.27 (Cy-CH,), 30.64, 30.74, 30.77,
31.22 (Cy-CH,), 36.38, 36.85 (Cy-CH.,), 37.66, 37.83, (Cy-CH), 41.00 41.03 (Leu-CH.,), 45.66
(NHCH,Cy), 50.56, 50.86, 51.06 (CHCH,CH=CHCHj;), 51.92, 51.95, (Leu-CH), 59.27 123.53
(Pyr-C), 126.19, 127.11, 128.42, 128.55 (CHCH,CH=CHCH;), 134.93, 135.02 (Pyr-Cy),
135.05, 135.13, 148.72, 149.42 (Pyr-C), 171.48, 171.66, 172.29 (CO).

(R)-N-(Cyclohexylmethyl)-4-methyl-2-((  E)-2-(pyridin-3-yl)hex-4-enamido)pentanamid
(MH384)

r

SRAGRe
Methode B: 224 mg (0.69 mmol) (R)-(1-(Cyclohexylmethyl)amino-4-methyl-1-oxopentan-2-
yD-tert-butyl-carbamat (MH378), 0.53ml (6.90 mmol) TFA, 30ml Dichlormethan;
Reaktionsdauer: 4 h (RT)
Das Produkt wird direkt weiter umgesetzt.
Methode C1: 235 mg (0.69 mmol) TFA%(R)-2-Amino-N-(cyclohexylmethyl)-4-
methylpentanamid, 130 mg (0.69 mmol) (E)-2-(Pyridin-3-yl)hex-4-ensaure (MH352), 127 mg
(0.83 mmol) HOBTxH,O, 171 mg (0.83 mmol) DCC, 0.18 ml (1.66 mmol) NMM, 10 ml
Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h (RT)
Aufreinigung: SC (Petrolether/Ethylacetat [1/1]); R« 0.50 und 0.30 (Cyclohexan/Ethylacetat
[1/3])
Ausbeute: 91 mg (0.228 mmol, 33 %), farbloses Ol; M = 399.58 g/mol; C,,H37N;0,
IR: V (cm™) = 3275, 3079, 2923, 2850, 1637, 1551, 1447, 1426, 1367, 1243, 1224, 965, 710.
LOOP-ESI-MS: berechnet fiir C,4H37N30,: 399, gefunden: 400.0 [M+H]".
LC: Diast. a und b: R;= 8.8 min (12.7 %), 9.0 min (87.3 %) (Methode V).
Diast.-Verhaltnis: 1:0.2 (bestimmt tUber LC)
'"H-NMR (400.13 MHz, CDCl): & = 0.68 und 0.74 (d, 6H, J = 6.7 Hz, Leu-CHs), 0.81-0.90 (m,
2H, Cy-CH,), 1.03-1.67 (m, 14H, Cy-CH,, Cy-CH, Leu-CH,, CHCH,CH=CHCHj3), 2.35-2.54
und 2.65-2.73 (m, 2H, CHCH,CH=CHCHg), 2.92-3.14 (m, 2H, NHCH,Cy), 3.47-3.52 (m,
1H, CHCH,CH=CHCHj;), 4.37-4.47 (m, 1H, Leu-CH), 5.15-531 (m, 1H,
CHCH,CH=CHCH3), 5.35-5.50 (m, 1H, CHCH,CH=CHCHj3;), 6.89 (bs, 1H, Cy-NH), 7.11—
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7.15 (m, 1H, Leu-NH), 7.20 (dd, 1H, J=4.8 Hz, J=7.8 Hz, Pyr-H), 7.66-7.73 (m, 1H,
Pyr-H), 8.44-8.50 (m, 2H, Pyr-H).

¥C-NMR (100.62 MHz, CDCl;): & = 12.75, 17.82 (CHCH,CH=CHCHjs), 21.97, 22.63, 22.82,
22.88 (Leu-CHjs), 24.62 (Leu-CH), 25.71, 26.28, 30.60, 30.71, 30.77, 31.06, 36.10, 36.63
(Cy-CHy), 37.60, 37.75, (Cy-CH), 40.87, 40.91, 40.98 (Leu-CHy), 45.60, 45.73 (NHCH,Cy),
49.01, 49.78, 50.22, 50.34 (CHCH,CH=CHCHg), 51.85, 51.95, (Leu-CH), 123.38 (Pyr-C),
126.28, 126.33, 126.54, 126.67, 127.11, 127.23, 128.05, 128.12 (CHCH,CH=CHCHy),
135.02, 135.06 (Pyr-C), 135.16 135.31 (Pyr-C,), 148.40, 149.40 (Pyr-C), 171.97, 172.14,
172.55, 172.60 (CO).

(S)-N-(Cyclohexylmethyl)-4-methyl-2-((  E)-2-(pyridin-3-ylmethyl)hex-4-
enamido)pentanamid (MH398)

N

Methode B: 183 mg (0.56 mmol) (S)-(1-(Cyclohexylmethyl)amino-4-methyl-1-oxopentan-2-
yl)-tert-butyl-carbamat (MH368A), 0.43ml (5.60 mmol) TFA, 30ml Dichlormethan;
Reaktionsdauer: 4 h (RT)

Das Produkt wird direkt weiter umgesetzt.

Methode C1: 190 mg (0.56 mmol) TFAX(S)-2-Amino-N-(cyclohexylmethyl)-4-
methylpentanamid, 115 mg (0.56 mmol) (E)-2-(Pyridin-3-ylmethyl)hex-4-ensédure (MH385),
103 mg (0.67 mmol) HOBTxH,O, 139 mg (0.67 mmol) DCC, 0.15ml (1.34 mmol) NMM,
10 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Pentan/Ethylacetat [1/2]); R:0.30 und 0.13 (Pentan/Ethylacetat [1/2])
Ausbeute: 113 mg (0.27 mmol, 49 %), farbloses Ol; M = 413.61 g/mol; Cy5H3sN30,

IR: V (cm™) = 3275, 3083, 3025, 2921, 2851, 1635, 1550, 1446, 1422, 1244, 965, 711.
LOOP-ESI-MS: berechnet fiir C,5H3sN30,: 413, gefunden: 414.1 [M+H]".

LC-MS: Diast. a und b: R; = 1.2 min, Reinheit: >99 % (Methode II).

Diast.-Verhaltnis: 1:0.9 (bestimmt tiber "H-NMR)

'"H-NMR (400.13 MHz, CDCly): & = 0.64-0.90 (m, 8H, Leu-CHs, Cy-CH,), 0.98-1.68 (m, 14H,
Cy-CH,, Cy-CH, Leu-CH,, CHCH,CH=CHCH), 2.11-2.19 und 2.28-2.35 (m, 2H,
CHCH,CH=CHCHg), 2.39-2.49 (m, 1H, CHCH,CH=CHCHj3), 2.65-3.09, (m, 4H, Pyr-CH,,
NHCH,Cy), 4.26-4.34 (m, 1H, Leu-CH), 5.26-5.36 (m, 1H, CHCH,CH=CHCH), 5.44-5.54
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(m, 1H, CHCH,CH=CHCHz), 6.39-6.79 (m, 2H, Cy-NH, Leu-NH), 7.12-7.15 (m, 1H, Pyr-H),
7.41-7.48 (m, 1H, Pyr-H), 8.28-8.39 (m, 2H, Pyr-H).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCl;): & = 12.82, 17.84 und 17.90 (CHCH,CH=CHCH), 21.86,
22.85, 22.96 (Leu-CHjs), 24.25, 24.52 (Leu-CH), 25.71 25.73, 26.29, 30.72, 30.77 (Cy-CH,),
35.30, 35.42 (CHCH,CH=CHCHjs), 35.68, 35.97 (Pyr-CH,), 37.76, 37.81 (Cy-CH), 40.49,
40.55 (Leu-CH,), 45.65 (NHCH.Cy), 48.99, 49.49, (CHCH,CH=CHCH;), 51.28, 51.61,
(Leu-CH), 123.19, 123.27 (Pyr-C), 126.67, 127.38, 127.45, 128.03, 128.13
(CHCH,CH=CHCHS,), 135.11, 135.20 (Pyr-C,), 136.49, 147.43, 147.48 (Pyr-C), 150.00,
150.13 (Pyr-C), 171.70, 171.81, 174.06, 174.17 (CO).

(R)-N-(Cyclohexylmethyl)-4-methyl-2-((  E)-2-(pyridin-3-ylmethyl)hex-4-
enamido)pentanamid (MH399)

res O %ﬂ v@
T

Methode B: 183 mg (0.56 mmol) (R)-(1-(Cyclohexylmethyl)amino-4-methyl-1-oxopentan-2-

yl)-tert-butyl-carbamat (MH378A), 0.43ml (5.60 mmol) TFA, 30ml Dichlormethan;

Reaktionsdauer: 4 h (RT)

Das Produkt wird direkt weiter umgesetzt.

Methode C2: 190 mg (0.56 mmol) TFAx(R)-2-Amino-N-(cyclohexylmethyl)-4-

methylpentanamid, 115 mg (0.56 mmol) (E)-2-(Pyridin-3-ylmethyl)hex-4-ensaure (MH385),

103 mg (0.67 mmol) HOBTxH,O, 139 mg (0.67 mmol) DCC, 0.15ml (1.34 mmol) NMM,

10 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Pentan/Ethylacetat [1/2]); Rs: 0.32 und 0.12 (Pentan/Ethylacetat [1/2])

Ausbeute: 130 mg (0.31 mmol, 56 %), farbloses Ol; M = 413.61 g/mol; Cy5H3sN30,

IR: V (cm™) = 3276, 3083, 3025, 2921, 2851, 1635, 1551, 1446, 1422, 1422, 1244, 965,

730, 712.

LOOP-ESI-MS: berechnet fiir CsH3gN3O,: 413, gefunden: 414.2 [M+H]", 436.2 [M+Na]".

LC-MS: Diast. a und b: R; = 1.3 min, Reinheit: >99 % (Methode II).

Diast.-Verhaltnis: 1:0.9 (bestimmt tiber "H-NMR)

'H-NMR (400.13 MHz, CDCl,): & = 0.64-0.90 (m, 8H, Leu-CHs, Cy-CHj), 0.98-1.69 (m, 14H,

Cy-CH,, Cy-CH, Leu-CH,, CHCH,CH=CHCH3), 2.10-2.19 und 2.27-2.35 (m, 2H,

CHCH,CH=CHCHg), 2.39-2.49 (m, 1H, CHCH,CH=CHCHj3), 2.64-3.09, (m, 4H, Pyr-CH,,
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NHCH,Cy), 4.26-4.34 (m, 1H, Leu-CH), 5.27-5.36 (m, 1H, CHCH,CH=CHCH,), 5.42-5.54
(m, 1H, CHCH,CH=CHCHz), 6.41-6.84 (m, 2H, Cy-NH, Leu-NH), 7.11-7.18 (m, 1H, Pyr-H),
7.40-7.48 (m, 1H, Pyr-H), 8.28-8.40 (m, 2H, Pyr-H).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCl;): & = 12.81, 17.89 (CHCH,CH=CHCH;), 21.76, 21.85, 22.84
(Leu-CHs), 24.24, 24.51 (Leu-CH), 25.72, 26.28, 30.37, 30.71 (Cy-CH,), 35.29, 35.41, 35.67,
35.96 (CHCH,CH=CHCHj;, Pyr-CH,), 37.80 (Cy-CH), 40.48 (Leu-CH,), 45.64 (NHCH.Cy),
48.95, 49.45 (CHCH,CH=CHCHj3), 51.27, 51.60 (Leu-CH), 123.18, 123.26 (Pyr-C), 126.60,
127.37, 127.45, 128.00, 128.10 (CHCH,CH=CHCH,), 135.11, 135.20 (Pyr-C,), 136.48,
147.41, 147.45, 149.98, 150.12 (Pyr-C), 171.71, 171.82, 174.06, 174.18 (CO).

8.5.4. SYNTHESE DER SAURE-BAUSTEINE

2-Benzyliden-malonsaurediethylester (MH200)
0O O
e o

l

3.78 ml (37.4mmol, 1Aq.) frisch destillierter Benzaldehyd, 6.00g (37.4 mmol, 1Aq.)
Malonsaurediethylester, 0.48 ml (3.74 mmol, 0.1 Ag.) Piperidin und 0.43 ml (7.48 mmol,
0.2 Ag.) Eisessig werden in Toluol vorgelegt und 3 h unter Verwendung eines
Wasserabscheiders refluxiert. Nach Abkihlen auf RT wird die Reaktionsmischung mit
Wasser und Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wird Gber Natriumsulfat getrocknet
und das Losemittel wunter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt wird
saulenchromatographisch gereinigt (Cyclohexan/Ethylacetat [8/1])

Rt 0.26 (Cyclohexan/Ethylacetat [8/1])

Ausbeute: 4.91 g (19.8 mmol, 53 %), gelbes Ol; M = 248.28 g/mol; C14H160,4

'H-NMR (400.13 MHz, CDCls): & = 1.28 (t, 3H, OCH,CHj3), 1.32 (t, 3H, OCH,CHz), 4.27-4.36
(m, 4H, OCH,CHy), 7.35-7.37 (m, 3H, Ar-H), 7.44-7.46 (m, 2H, Ar-H), 7.73 (s, 1H, =CH).
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(2)-2-Ethoxycarbonyl)-3-phenylacrylsaure (MH204)
0O O
HO 0

l

180 mg (4.30 mmol, 1 Aqg.) LIOHxH,O wird in Wasser/THF gelost, 1.12g (4.52 mmol,
0.95 Ag.) 2-Benzyliden-malonsaurediethylester (MH200) wird zugegeben und 24 h bei RT
gerihrt. Die Reaktionsmischung wird mit Ethylacetat extrahiert und die organische Phase
verworfen. Die wassrige Phase wird mit 2 M HCI angesauert und mit Ethylacetat extrahiert.
Die organische Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel unter
vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 476 mg (2.16 mmol, 48 %; Lit**: 85 %), farbloser Feststoff; M = 220.23 g/mol;
C12H12O4

'H-NMR (400.13 MHz, CDCly): & = 1.26 (t, 3H, J=7.2Hz, OCH,CH;), 4.33 (q, 2H,
J =7.2 Hz, OCH,CHj3), 7.35-7.47 (m, 5H, Ar-H), 7.87 (s, 1H, =CH), 10.63 (s, 1H, OH).

Die Daten entsprechen der Literatur.[**®

Atropasaure (MH205 )

0]
HO

3.38 g (60.2 mmol, 5 Ag.) Kaliumhydroxid wird in Wasser gelost, 1.99 g (12.0 mmol, 1 Aq.)
Tropansaure zugegeben und 3 h refluxiert. Die Reaktionsmischung wird mit 2 M HCI
angesauert und im Eisbad gekihlt. Nicht léslicher farbloser Feststoff wird abfiltriert, mit
Wasser gewaschen und tber Silicagel getrocknet.

Ausbeute: 1.07 g (7.22 mmol, 60 %), farblose Kristalle; M = 148.16 g/mol; CgHgO,

Smp.: 106 T

'H-NMR (400.13 MHz, CDCls): & = 6.02 (d, 1H, J = 1.0 Hz, =CH), 6.53 (d, 1H, J = 1.0 Hz,
=CH), 7.34-7.39 (m, 3H, Ar-H), 7.42—7.45 (m, 2H, Ar-H).

Die Daten entsprechen der Literatur.*"*
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(E)-4-(Benzylamino)-4-oxobut-2-ensaure (MH306)

HO)OWH\Q
o]

7.36 mg (5.11 mmol, 1 Ag.) Fumarsauremonoethylester und 0.5 ml Thionylchlorid werden
3h bei 100 T refluxiert. Uberschiissiges Thionylchlorid wird anschlieBend unter
vermindertem Druck entfernt. Das hergestellte Saurechlorid wird in Dichlormethan gel6st,
657 mg (6.13 mmol, 1.2 Ag.) Benzylamin und 0.86 ml (6.13 mmol, 1.2 Aqg.) TEA zugegeben
und 24 h bei RT gerthrt.
Das Reaktionsgemisch wird mit Wasser, 2 M HCI und Ethylacetat extrahiert. Die organische
Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet und das Ldsemittel unter vermindertem Druck
entfernt. Das Produkt wird s&ulenchromatographisch gereinigt (Cyclohexan/Ethylacetat
[3/1]).
Das Produkt wird mit 1 M Natriumhydroxid-Losung in Wasser/THF 24 h bei RT gerihrt. Das
Reaktionsgemisch wird mit Ethylacetat extrahiert und die organische Phase verworfen. Die
wassrige Phase wird mit 2 M HCI angesauert, ausgefallener Feststoff wird abfiltriert und Gber
Silicagel getrocknet.
Rt 0.25 (Cyclohexan/Ethylacetat [3/1])
Ausbeute: 385 mg (1.68 mmol, 37 %), farbloser Feststoff; M = 205.22 g/mol; C1;H;1NO3
'"H-NMR (400.13 MHz, DMSO-dg): & = 4.37 (d, 2H, J=5.8 Hz, NHCH,), 6.55 (d, 1H,
J =15.4 Hz, HOOCCH=CHCONH), 6.97 (d, 1H, J =15.4 Hz , HOOCCH=CHCONH), 7.23-
7.27 (m, 3H, Ar-H), 7.31-7.34 (m, 2H, Ar-H), 8.97 (t, 1H, J =5.8 Hz, NHCH,), 12.89 (bs,
HOOCCH= CHCONH).
¥C-NMR (100.62 MHz, DMSO-ds): & = 42.42 (NHCH,), 126.97, 127.37, 128.37, 129.88,
136.79 (Ar-C), 138.69 (Ar-Cy), 163.09 (HOOCCH=CHCONH), 166.40
(HOOCCH=CHCONH).
Die Daten entsprechen der Literatur.'"”
(E)-3-(2-Acetoxyphenyl)acrylsdure (MH230 )

0

o oS

HO%
Methode E: 176 mg (1.07 mmol) 2-Hydroxyzimtsaure, 1.20 ml (12.7 mmol) Acetanhydrid,

0.1 ml Pyridin, 10 ml 1 M H3PO,4-L6sung; Reaktionsdauer: 24 h (RT)
Ausbeute: 206 mg (1.00 mmol, 93 %), farbloser Feststoff; M = 206.20 g/mol; C11H1004
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IH-NMR (400.13 MHz, CDCly): & = 2.38 (s, 3H, COCH,), 6.46 (d, 1H, J=16.2 Hz,
COCH=CH), 7.14 (dd, 1H, J=7.3 Hz, Ar-H), 7.28 (t, 1H, J = 7.6 Hz, Ar-H), 7.43 (dt, 1H,
J=7.6Hz, J=15Hz, Ar-H), 7.66 (dd, 1H, J=7.9Hz, J=1.3Hz, Ar-H) 7.85 (d, 1H,
J = 16.2 Hz, COCH=CH).

(E)-3-(3-Acetoxyphenyl)acrylsaure (MH282)
o]

HOJV\@%O(

Methode E: 1.27 g (7.73 mmol) 3-Hydroxyzimtsdure, 4.40 ml (46.4 mmol) Acetanhydrid,
1.5 ml Pyridin, 10 ml 1 M H3PO,-L8sung; Reaktionsdauer: 24 h (RT)

Rt 0.47 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1])

Ausbeute: 1.48 g (7.17 mmol, 93 %), farbloser Feststoff; M = 206.20 g/mol; C;;H:004
'H-NMR (400.13 MHz, CDCly): & = 2.32 (s, 3H, COCH;), 6.43 (d, 1H, J=15.9 Hz,
COCH=CH), 7.12-7.16 (d, 1H, Ar-H), 7.28 (s, 1H, Ar-H), 7.40-7.41 (m, 2H, Ar-H), 7.74 (d,
1H, J = 15.9 Hz, COCH=CH).

(E)-3-(4-Acetoxyphenyl)acrylsaure (MH290)

o)
HOJ\/\@ o)
OJ\

Methode E: 1.96 g (11.9 mmol) 4-Hydroxyzimtsaure, 10 ml (106 mmol) Acetanhydrid, 1.0 ml
Pyridin, 10 ml 1 M H3PO,4-Ldsung; Reaktionsdauer: 24 h (RT)

Ausbeute: 2.18 g (10.6 mmol, 89 %), farbloser Feststoff; M = 206.20 g/mol; C11H1004
'H-NMR (400.13 MHz, CDCl;): & = 2.31 (s, 3H, COCHs), 6.40 (d, 1H, J=15.9 Hz,
COCH=CH), 7.14 (d, 2H, J=8.6 Hz, Ar-H), 7.56 (d, 2H, J=8.6 Hz, Ar-H), 7.74 (d, 1H,
J =15.9 Hz, COCH=CH).

(E)-3-(3-(Benzyloxy)phenyl)acrylsaure (MH285A)

HO)?\/\@/O\/©

324 mg (1.97 mmol, 1 Ag.) 3-Hydroxyzimtsaure, 0.43 ml (4.93 mmol, 2.5 Ag.) Benzylbromid
und 818 mg (5.92 mmol, 3 Aq.) Kaliumcarbonat werden in 2 ml DMF 24 h bei RT geriihrt. Die
Reaktionsmischung wird mit Wasser und Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wird

Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt. Das
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Produkt wird mit 1 M Natriumhydroxid-Lésung in 10 ml Ethanol 3 h bei RT gerihrt. Die
Reaktionsmischung wird mit Wasser und Ethylacetat extrahiert und die organische Phase
verworfen. Die wassrige Phase wird mit 2 M HCI angesauert und 24 h im Kuihlschrank
aufbewahrt. Ausgefallener Feststoff wird abfiltriert und Uber Silicagel getrocknet.

Ausbeute: 219 mg (0.86 mmol, 44 %), farbloser Feststoff; M = 254.29 g/mol; C1sH1403
'H-NMR (400.13 MHz, CDCly): & = 5.09 (s, 2H, CH,Ph), 6.41 (d, 1H, J=15.9 Hz,
COCH=CH), 7.01-7.03 (m, 1H, Ar-H), 7.14-7.15 (m, 2H, Ar-H), 7.29-7.44 (m, 6H, Ar-H),
7.72 (d, 1H, J = 16 Hz, COCH=CH).

(E)-3-(3-Hydroxyphenyl)acrylsaureethylester (MH237)

/\0)‘\/\©/OH

1.79 g (12.0 mmol, 1 Aq.) 3-Hydroxyzimtsaure und 15 Tropfen konz. Schwefelsiaure werden
in 10 ml absolutem Ethanol 6 h refluxiert. Ethanol wird unter vermindertem Druck entfernt
und die Reaktionsmischung mit Ethylacetat und Wasser extrahiert. Die organische Phase
wird Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt.

Rt 0.69 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1])

Ausbeute: 1.87 g (9.72 mmol, 81 %), farbloser Feststoff; M = 192.22 g/mol; C;1H1,03
'"H-NMR (400.13 MHz, CDCly): & = 1.33 (t, 3H, J=7.2Hz, OCH,CH;), 4.26 (q, 2H,
J =7.1Hz, OCH,CHg), 5.07 (bs, 1H, OH), 6.40 (d, 1H, J = 15.9 Hz, COCH=CH), 6.86 (dd,
1H, J =8.0 Hz, J = 1.8 Hz, Ar-H), 7.00 (m, 1H, Ar-H), 7.08-7.10 (m, 1H, Ar-H), 7.23-7.25 (m,
1H, Ar-H), 7.62 (d, 1H, J = 15.9 Hz, COCH=CH).

Die Daten entsprechen der Literatur.*"

(E)-3-(3-(3-Phenylpropoxy)phenyl)acrylsaure (MH259)

Hoj\/\@o\/\/@

275 mg (1.43 mmol, 1 Aq.) (E)-3-(3-Hydroxyphenyl)acrylsaureethylester (MH237), 285 mg
(1.43 mmol, 1 Ag.) 1-Brom-3-phenylpropan und 396 mg (2.86 mmol, 2 Aq.) Kaliumcarbonat
werden in DMF 24 h bei RT gerihrt. Das Reaktionsgemisch wird mit Wasser, 5 %-
Kaliumhydroxid-Losung und Ethylacetat extrahiert Die organische Phase wird Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt
wird mit 1 M Natriumhydroxid-L6sung in 10 ml Ethanol 3 h bei RT gertihrt mit Wasser und

Ethylacetat extrahiert und die organische Phase verworfen. Die wassrige Phase wird mit
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2 M HCI angesauert und mit Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wird Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt.

Rt 0.60 (Cyclohexan/Ethylacetat [6/1])

Ausbeute: 217 mg (0.77 mmol, 54 %), farbloser Feststoff; M = 282.34 g/mol; C1gH1503
'H-NMR (400.13 MHz, CDCl,): 8 = 2.09-2.15 (m, 2H, OCH,CH,CH,Ph), 2.80-2.84 (m, 2H,
OCH,CH,CH,Ph), 3.98 (t, 2H, J=6.3 Hz, OCH,CH,CH,Ph), 6.42 (d, 1H, J=15.9 Hz,
COCH=CH), 6.94 (dd, 1H, J = 8.3 Hz, J = 1.9 Hz, Ar-H), 7.04-7.05 (bs, 1H, Ar-H), 7.12-7.13
(m, 1H, Ar-H), 7.18-7.22 (m, 3H, Ar-H), 7.27-7.31 (m, 3H, Ar-H), 7.74 (d, 1H, J = 16.1 Hz,
COCH=CH).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCl5): 6 = 30.72 (OCH,CH,CH,Ph), 32.10 (OCH,CH,CH,Ph), 66.99
(OCH,CH,CH,Ph), 113.77 (Ar-C), 117.21, 117.38 (COCH=CH, Ar-C), 121.02, 126.01,
128.46, 129.94 (Ar-C), 135.37 (Ar-C,), 141.34 (Ar-Cg), 147.00 (COCH=CH), 159.37 (Ar-C),
171.55 (COCH=CH).

(E)-3-(3-Butoxyphenyl)acrylsdure (MH291)

HOJ\/\Q/O\/\/

400 mg (2.08 mmol, 1 Ag.) (E)-3-(3-Hydroxyphenyl)acrylsaureethylester (MH237), 428 mg
(3.12 mmol, 1.5 Ag.) 1-Brombutan und 431 mg (3.12 mmol,1.5 Ag.) Kaliumcarbonat werden
in DMF 3 d bei RT gerthrt. Das Reaktionsgemisch wird mit Wasser, 5 %-Kaliumhydroxid-
Ldsung und Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wird Gber Natriumsulfat getrocknet
und das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt.

Das Produkt wird mit 1 M Natriumhydroxid-Losung in Ethanol 24 h bei RT gerUhrt mit 5 %-
Kaliumhydroxid-Losung und Ethylacetat extrahiert und die organische Phase verworfen. Die
wassrige Phase wird mit 2 M HCI angesauert und mit Ethylacetat extrahiert. Die organische
Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet und das Ldsemittel unter vermindertem Druck
entfernt.

Rt 0.54 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1])

Ausbeute: 365 mg (1.66 mmol, 80 %), farbloser Feststoff; M = 220.27 g/mol; C13H1603
'H-NMR (400.13 MHz, CDCl;): & = 0.98 (t, 3H, J = 7.5 Hz, OCH,CH,CH,CHz), 1.50 (sext,
2H, J =7.4 Hz, OCH,CH,CH,CH3), 1.78 (quin, 2H, J =7.0 Hz, OCH,CH,CH,CHs), 3.98 (t,
2H, J=6.6 Hz, OCH,CH,CH,CH3), 6.42 (d, 1H, J=15.9 Hz, COCH=CH), 6.95 (dd, 1H,
J=8.2Hz, J=1.9 Hz, Ar-H), 7.06 (bs, 1H, Ar-H), 7.12 (d, 1H, J = 7.8 Hz, Ar-H), 7.29 (t, 1H,
J =8.0 Hz, Ar-H), 7.74 (d, 1H, J = 15.9 Hz, COCH=CH).
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8.5.5 SYNTHESE DER 2-AMINO-4,5-DIMETHYLTHIAZOLAMIDE

N-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)zimts&dureamid (MH158)

ey

Methode C2: 122 mg (0.74 mmol) 2-Amino-4,5-dimethylthiazolxHCI, 334 mg (0.88 mmol)
HBTU, 130mg (0.88 mmol) Zimtséure, 0.21 ml (1.47 mmol) TEA, 30 ml Acetonitril;
Reaktionsdauer: 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [2/1]); Ry: 0.38 (Cyclohexan/Ethylacetat [2/1])
Ausbeute: 149 mg (0.58 mmol, 78 %), gelber Feststoff; M = 258.34 g/mol; C14H14N,OS

Smp.: 200 T

IR: V (cm™) = 3237, 3198, 3055, 2919, 2854, 1676, 1659, 1614, 1540, 1336, 1273, 1255,
1164, 977, 758.

LOOP-ESI-MS: berechnet fur C14H14N,OS: 258, gefunden: 259.1 [M+H]*, 282.1 [M+Na]".
LC-MS: R; = 17.5 min, Reinheit: >99 % (Methode I).

'"H-NMR (400.13 MHz, CDCl;): 8 = 2.25 (s, 3H, CH3), 2.31 (s, 3H, CHs), 6.53 (d, 1H,
J =15.6 Hz, COCH=CH), 7.40-7.41 (m, 3H, Ar-H), 7.53-7.55 (m, 2H, Ar-H), 7.82 (d, 2H,
J =15.7 Hz, COCH=CH).

C-NMR (100.62 MHz, CDCls): & = 10.92 (CHs), 14.43 (CHj3), 118.75 (COCH=CH), 120.78
(C4CHg), 128.14, 128.97, 130.43 (Ar-C), 134.30 (Ar-Cy), 141.62 (C,CH;), 143.95
(COCH=CH), 155.23 (NC¢N), 163.16 (CO).

N-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-4-phenylbutanamid (MH16 4)
o]
S
o

Methode C2: 104 mg (0.63 mmol) 2-Amino-4,5-dimethylthiazolxHCI, 288 mg (0.76 mmol)
HBTU, 165 mg (0.76 mmol) 4-Phenylbuttersaure, 0.18 ml (1.26 mmol) TEA, 30 ml Acetonitril;
Reaktionsdauer: 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [2/1]); Ry: 0.26 (Cyclohexan/Ethylacetat [2/1])
Ausbeute: 143 mg (0.52 mmol, 83 %), farbloser Feststoff; M = 274.39 g/mol; C;sH1gN,OS
Smp.: 99 C

IR: V (cm™) = 3178, 3063, 2921, 2860, 1647, 1602, 1495, 1455, 1304, 1280, 1256, 750, 708.
LOOP-ESI-MS: berechnet fiir C5H1gN,OS: 274, gefunden: 275.2 [M+H]", 297.1 [M+Na]".
LC-MS: R; = 19.3 min, Reinheit: >99 % (Methode 1).
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'H-NMR (400.13 MHz, CDCly): & = 1.97 (quin, 2H, J = 7.5 Hz, COCH,CH,CH,Ph), 2.08 (s,
3H, CHs), 2.20 (s, 3H, CHs), 2.30 (t, 2H, J=7.5Hz, COCH,CH,CH,Ph), 2.60 (t, 2H,
J = 7.5 Hz, COCH,CH,CH,Ph), 7.06-7.12 (m, 3H, Ar-H), 7.16—7.20 (m, 2H, Ar-H).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCl;): & = 10.80 (CH,), 14.37 (CHj3), 26.35 (COCH,CH,CH.Ph),
34.93 (COCH,CH,CH,Ph), 35.23 (COCH,CH,CH,Ph), 120.02 (C,CHs), 126.05, 128.28,
128.39, 128.47 (Ar-C), 140.98 (Ar-Cy), 141.10 (C,CHs), 154.88 (NC,N), 170.28 (CO).

(E)-3-(2,3-Dichlorphenyl)- N-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)acrylamid (MH165)
o] cl

s aa o

Methode C2: 98.0 mg (0.59 mmol) 2-Amino-4,5-dimethylthiazolxHCI, 269 mg (0.71 mmol)
HBTU, 154mg (0.71 mmol) 2,3-Dichlorzimtsaure, 0.17ml (1.18 mmol) TEA, 30 ml
Acetonitril; Reaktionsdauer: 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [2/1]); Ry: 0.19 (Cyclohexan/Ethylacetat [2/1])
Ausbeute: 35.5 mg (0.11 mmol, 18 %), gelber Feststoff; M = 327.23 g/mol; C14H1,CILN,OS
Smp.: 247 C

IR: V (cm™) = 3131, 2920, 2852, 1667, 1614, 1537, 1447, 1406, 1306, 1257, 1177, 970, 776.
LOOP-ESI-MS: berechnet fur C14H;,CI;N,0S: 326, gefunden: 327.1 [M+H]", 349.1 [M+Na]".
LC-MS: R; = 22.4 min, Reinheit: >99 % (Methode I).

'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-dg): & = 2.17 (s, 3H, CHs), 2.25 (s, 3H, CH3), 6.90 (d, 1H,
J =15.7 Hz, COCH=CH), 7.46 (t, 1H, J = 8.0 Hz, Ar-H), 7.69-7.72 (m, 2H, Ar-H), 7.94 (d, 1H,
J =15.7 Hz, COCH=CH).

®C-NMR (100.62 MHz, DMSO-dg): 8 = 10.39 (CHs), 14.29 (CHs), 119.48 (C,CHs), 124.32
(COCH=CH), 126.46, 128.72 (Ar-C), 131.39 (Ar-C,), 131.65 (Ar-C), 132.64, 134.81 (Ar-C,),
136.85 (COCH=CH), 143.3 (C4CHg), 153.46 (NC4N) 162.09 (CO).

(E)-3-(2,6-Difluorphenyl)- N-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)acrylamid (MH166)
o] F

X0
F

Methode C2: 117 mg (0.71 mmol) 2-Amino-4,5-dimethylthiazolxHCI, 322 mg (0.85 mmol)
HBTU, 157 mg (0.85 mmol) 2,6-Difluorzimtsédure, 0.20 ml (1.42 mmol) TEA, 30 ml Acetonitril;
Reaktionsdauer: 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [2/1]); Ry: 0.37 (Cyclohexan/Ethylacetat [2/1])
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Ausbeute: 39.7 mg (0.14 mmol, 19 %), gelber Feststoff ; M = 294.33 g/mol; C14H1,F2N,OS
Smp.: 207 T

IR: V (cm™) = 3154, 2922, 2853, 1682, 1628, 1536, 1466, 1328, 1283, 1262, 1237, 1201,
1161, 1030, 978, 785.

LOOP-ESI-MS: berechnet fur C14H1,F,N,0S: 294, gefunden: 295.1 [M+H]".

LC-MS: R; = 20.7 min, Reinheit: 88.6 % (Methode I).

'H-NMR (400.13 MHz, CDCly): & = 2.25 (s, 3H, CHj), 2.32 (s, 3H, CHs), 6.83 (d, 1H,
J=16.2 Hz, COCH=CH), 6.94 (t, 2H, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.27-7.34 (m, 1H, Ar-H), 7.93 (d, 1H,
J =16.1 Hz, COCH=CH).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCl;): & = 10.88 (CHs), 14.28 (CH3), 111.72, 111.98 (Ar-C), 112.39
(Ar-Cyq), 120.79 (C,CHs), 124.37 (t, J = 8.4 Hz, COCH=CH), 130.03 (COCH=CH), 131.19 {t,
J=11.4 Hz, Ar-C), 141.54 (C,CHjs), 155.39 (NC4N), 160.53 (Ar-C,), 163.07 (CO).

N-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2-phenylacetamid (MH168 )
2.0
N\
pug

120 mg (0.73 mmol, 1 Ag.) 2-Amino-4,5-dimethylthiazolxHCI und 0.22 ml (1.42 mmol, 2 Aq.)
TEA werden in Acetonitril vorgelegt, 159 mg (1.03 mmol, 1.4 Ag.) Phenylacetylchlorid
zugegeben und die Reaktionsmischung 24 h bei RT gerihrt.

Die Reaktionsmischung wird mit Wasser und Ethylacetat extrahiert, die organische Phase
wird Uber Natriumsulfat getrocknet und das Ldsemittel unter vermindertem Druck entfernt.
Das Produkt wird saulenchromatographisch gereinigt (Cyclohexan/Ethylacetat [2/1]).

Rt 0.28 (Cyclohexan/Ethylacetat [2/1])

Ausbeute: 121 mg (0.49 mmol, 67 %), farbloser Feststoff; M = 246.33 g/mol; C13H14N,OS
Smp.: 127 C

IR: V (cm™) = 3168, 3061, 2919, 1643, 1554, 1494, 1440, 1330, 1316, 725, 691.
LOOP-ESI-MS: berechnet fiir C13H14N,OS: 246, gefunden: 247.1 [M+H]", 269.1 [M+Na]".
LC-MS: R; = 16.1 min, Reinheit: >99 % (Methode I).

'"H-NMR (400.13 MHz, CDCl;): & = 2.11 (s, 3H, CHs), 2.19 (s, 3H, CHs), 3.69 (s, 2H,
COCH,Ph), 7.16-7.19 (m, 2H, Ar-H), 7.21-7.30 (m, 3H, Ar-H).

C-NMR (100.62 MHz, CDCl;): & = 10.77 (CHj), 14.34 (CHj3), 43.37 (COCH,Ph), 120.37
(C4CHs), 127.88, 129.27, 129.48 (Ar-C), 133.06 (Ar-C,), 141.51 (C,CHs), 153.93 (NCyN),
168.27 (CO).
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8.5.6 SYNTHESE DER 5-ACETYL-2-AMINO-4-METHYLTHIAZOLAMIDE

(E)-N-(5-Acetyl-4-methylthiazol-2-yl)but-2-enamid (MH175 )
o]
T
o]
134 mg (0.86 mmol, 1 Ag.) 5-Acetyl-2-amino-4-methylthiazol wird in 4 ml Pyridin vorgelegt
und bei 110 T refluxiert. Nach 0.5h wird 125 mg (1.20 mmol, 1.4 Ag.) Crotonylchlorid
zugetropft und die Losung fur weitere 2 h refluxiert. Die Reaktionsmischung wird mit Wasser,
2 M HCI und Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wird Giber Natriumsulfat getrocknet
und das Loésemittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt wird
saulenchromatographisch gereinigt (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1]).
Rt 0.50 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1])
Ausbeute: 141 mg (0.63 mmol, 73 %), oranger Feststoff; M = 224.28 g/mol; C1oH12N,0,S
Smp.: 178 C
IR: V (cm™) = 3230, 3146, 3042, 3000, 2922, 1694, 1634, 1541, 1489, 1426, 1361, 1319,
1290, 1164, 925.
LOOP-ESI-MS: berechnet fiir C,0H1,N,0,S: 224, gefunden: 225.0 [M+H]*, 247.0 [M+Na]".
LC-MS: R; = 8.3 min, Reinheit: >99 % (Methode I).
'"H-NMR (400.13 MHz, CDCl3): & = 1.96 (dd, 3H, J=6.95 Hz, J = 1.7 Hz, COCH=CHCH,),
2.51 (s, 3H, C,COCHj3), 2.64 (s, 3H, NC,CHs), 5.99 (dg, 1H, J=15.25Hz, J=1.7 Hz,
COCH=CHCHy), 7.17 (dq, 1H, J = 15.2 Hz, J = 6.9 Hz, COCH=CHCHy).
C-NMR (100.62 MHz, CDCl5): 8= 18.01 (NC,CHs), 18.30 (COCH=CHCHj), 30.43 (COCH,),
122.77 (COCH=CHCHg;), 125.38 (C4,COCHjs), 146.10 (COCH=CHCH,3), 154.50 (NC,CH,),
159.38 (NC¢4N), 163.14 (COCH=CHCHj), 190.52 (C,COCHy).

N-(5-Acetyl-4-methylthiazol-2-yl)-2-phenylacetamid (  MH181)
2.0
N
Pk
o]
116 mg (0.75mmol, 1Aq.) 5-Acetyl-2-amino-4-methylthiazol werden in 4 ml Pyridin
vorgelegt und bei 110 T refluxiert. Nach 0.5h wird 170 mg (1.10 mmol, 1.5Aq.)

Phenylacetylchlorid zugetropft und die Losung weitere 2 h refluxiert. Die Reaktionsmischung

wird mit Wasser, 2 M HCI und Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wird Uber
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Natriumsulfat getrocknet und das Ldsemittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt
wird saulenchromatographisch gereinigt (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1]).

Rt 0.48 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1])

Ausbeute: 31 mg (0.11 mmol, 15 %), farbloser Feststoff; M = 274.34 g/mol; C14H14N,0,S
Smp.: 162-166 C

IR: V (cm™) = 3143, 3000, 1690, 1611, 1538, 1494, 1426, 1316, 1294, 1244, 1124, 727.
LOOP-ESI-MS: berechnet fur C14H14N,0,S: 274, gefunden: 275.1 [M+H]", 297.1 [M+Na]".
LC-MS: R; = 14.8 min, Reinheit: >99 % (Methode I).

'H-NMR (400.13 MHz, CDCls): & = 2.49 (s, 3H, C,COCHs), 2.58 (s, 3H, NC,CHs), 3.85 (s,
2H, COCH,Ph), 7.28-7.42 (m, 5H, Ar-H).

C-NMR (100.62 MHz, CDCls): 8 = 17.83 (NC,CHs), 30.39 (C,COCHs), 43.50 (COCH,Ph),
125.60 (C,COCHj3), 128.36, 129.59 (Ar-C), 132.21 (Ar-C,), 154.36 (NC,CHs), 158.34 (NCN),
168.91 (COCH,Ph), 190.49 (C,COCHyz).

N-(5-Acetyl-4-methylthiazol-2-yl)acetamid (MH182)
o}
L
o}
119 mg (0.78 mmol, 1Aq.) 5-Acetyl-2-amino-4-methylthiazol werden in 4 ml Pyridin
vorgelegt und bei 110 T refluxiert. Nach 0.5h werden 0.08 ml (1.16 mmol, 1.5Aq.)
Acetylchlorid zugetropft und die Lésung weitere 2 h refluxiert. Die Reaktionsmischung wird
mit Wasser, 2 M HCI und Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wird Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt
wird sdulenchromatographisch gereinigt (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1]).
Rt 0.23 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1])
Ausbeute: 64.8 mg (0.33 mmol, 42 %), gelblicher Feststoff; M = 198.25 g/mol; CgH1oN,0,S
Smp.: 228 C
IR: V (cm™) = 3152, 3017, 2922, 2853, 1641, 1545, 1509, 1436, 1366, 1305, 1253.
LOOP-ESI-MS: berechnet fiir CgH1oN,0,S: 198, gefunden: 199.0 [M+H]".
LC-MS: R; = 4.2 min, Reinheit: >99 % (Methode I).
'H-NMR (400.13 MHz, CDCly): & = 2.30 (s, 3H, NCOCHj), 2.51 (s, 3H, C,COCHj), 2.65 (s,
3H, C,CHj).
C-NMR (100.62 MHz, CDCls): & = 18.01 (C,CHs), 23.29 (NCOCHS,), 30.40 (C,COCH,),
125.40 (C4COCHg), 154.30 (NC4CHg), 159.01 (NC4N), 167.91 (NCOCH;), 190.54
(C4COCHj).
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(E)-N-(5-Acetyl-4-methylthiazol-2-yl)-4-phenylbut-3-enam  id (MH194)
N jL/\/@
X
\

o]
Methode C3b: 272 mg (1.68 mmol) Trans-Styrylessigsaure, 3 ml Thionylchlorid, 201 mg
(1.29 mmol) 5-Acetyl-2-amino-4-methylthiazol, 1 ml Pyridin; Reaktionsdauer: 2 h (100 ),
24 h (RT)
Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [4/1]); R: 0.06 (Cyclohexan/Ethylacetat [4/1])
Ausbeute: 63.1 mg (0.21 mmol, 16 %), gelber Feststoff; M = 300.38 g/mol; C1sH16N20,S
Smp.: 155 C
IR: V (cm™) = 3160, 3023, 2920, 1691, 1637, 1552, 1494, 1423, 1358, 1314, 1266.
LOOP-ESI-MS: berechnet fiir C,¢H16N,0,S: 300, gefunden: 301.2 [M+H]*, 323.1 [M+Na]*
LC-MS: R; = 17.3 min, Reinheit: >99 % (Methode 1).
'H-NMR (400.13 MHz, CDCls): 8 = 2.50 (s, 3H, C,COCHs), 2.61 (s, 3H, NC,CHz), 3.44 (dd,
2H, J=7.4Hz, J=1.3Hz, COCH,CH=CH), 6.25-6.33 (m, 1H, COCH,CH=CH), 6.65 (d,
J =15.9 Hz, COCH,CH=CH), 7.28-7.39 (m, 5H, Ar-H), 9.13 (bs, 1H, NH).
C-NMR (100.62 MHz, CDCl;): & = 18.07 (NC,CHs), 30.43 (C,COCHj), 40.50
(COCH,CH=CH), 119.29 (COCH,CH=CH), 125.75 (C,COCHj3), 126.49, 128.41, 128.74
(Ar-C), 135.78 (Ar-Cg), 137.00 (COCH,CH=CH), 155.09 (NC,CHjs), 158.21 (NC4N), 168.60
(COCH,CH=CH), 190.60 (C,COCHj3).

(2E,4E)-N-(5-Acetyl-4-methylthiazol-2-yl)-5-phenylpenta-2,4-  dienamid (MH199)

(0]
N
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Methode C3a: 251 mg (1.44 mmol) 5-Phenyl-2,4-pentadiensdure, 3 ml Thionylchlorid,
172 mg (1.10 mmol) 5-Acetyl-2-amino-4-methylthiazol, 1 ml Pyridin; Reaktionsdauer: 2 h
(100 ), 24 h (RT)

Rt 0.55 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1])

Ausbeute: 208 mg (0.67 mmol, 61 %), hellgelber Feststoff; M = 312.39 g/mol; C17H1sN,O,S
Smp.: 253 C

IR: V (cm™) = 3141, 2953, 1682, 1612, 1541, 1503, 1427, 1371, 1319, 1269, 992, 697.
LOOP-ESI-MS: berechnet fuir C;7H;6N,0,S: 312, gefunden 313.1 [M+H]", 335.1 [M+Na]".
LC-MS: R; = 19.3 min, Reinheit: >99 % (Methode 1).
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'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-dg): & = 2.48 (s, 3H, C,COCHs), 2.57 (s, 3H, NC,CHs) 6.41 (d,
1H, J = 14.9 Hz, COCH=CHCH=CH), 7.15-7.17 (m, 2H, COCH=CHCH=CH), 7.31-7.41 (m,
3H, Ar-H), 7.49-7.56 (m, 1H, COCH=CHCH=CH), 7.60—-7.62 (m, 2H, Ar-H).

C-NMR (100.62 MHz, DMSO-d¢): & = 18.10 (NC,CHs), 30.05 (C,COCH,), 121.80
(COCH=CHCH=CH), 125.58 (C,COCHj), 126.47 (COCH=CHCH=CH), 127.39, 128.84,
129.16 (Ar-C), 135.90 (Ar-C), 141.21 (COCH=CHCH=CH), 143.99 (COCH=CHCH=CH),
154.51 (NC,CHs), 159.68 (NC,N), 163.99 (COCH=CHCH=CH), 190.65 (C,COCHs).

(E)-N-(5-Acetyl-4-methylthiazol-2-yl)-3-(naphthalene-2-y  l)acrylamid (MH202)

(0]
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Methode C3a: 172 mg (0.87 mmol) 3-(2-Naphthyl)acrylsaure, 3 ml Thionylchlorid, 105 mg
(0.67 mmol) 5-Acetyl-2-amino-4-methylthiazol, 1 ml Pyridin; Reaktionsdauer: 2 h (100 ),
24 h (RT)

Rt 0.46 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1])

Ausbeute: 203 mg (0.60 mmol, 90 %), hellgelber Feststoff; M = 336.42 g/mol; C1gH1N,O,S
Smp.: >300 C

IR: V (cm™) = 3132, 2925, 1673, 1613, 1544, 1507, 1428, 1375, 1359, 1322, 1289, 1277,
1265, 1161, 1152.

LOOP-ESI-MS: berechnet fuir C1H;6N,0,S: 336, gefunden: 337.2 [M+H]", 359.1 [M+Na]"
LC-MS: R; = 20.8 min, Reinheit: >99 % (Methode I).

'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-dg): & = 2.49 (s, 3H, C,COCHs), 2.59 (s, 3H, NC,CH3), 7.01 (d,
1H, J = 15.6 Hz, COCH=CH), 7.55-7.60 (m, 2H, Ar-H), 7.76 (d, 1H, J = 15.6 Hz, Ar-H), 7.92
(d, 1H, J =15.7 Hz, COCH=CH) 7.94-8.01 (m, 3H, Ar-H), 8.19 (s, 1H, Ar-H), 12.73 (s, 1H,
NH).

®C-NMR (100.62 MHz, DMSO-ds): & = 18.09 (NC,CHs), 30.04 (C,COCHj), 119.27
(COCH=CH), 123.30 (Ar-C), 125.74 (Ar-C,), 126.90 (C,COCHj3), 127.47, 127.70, 128.52,
128.76, 130.14, 131.64 (Ar-C), 132.87, 133.78 (Ar-C,), 143.30 (COCH=CH), 154.48
(NC4CHj3), 159.55 (NC¢N), 163.82 (COCH=CH), 190.65 (C,COCHj3).
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N-(5-acetyl-4-methylthiazol-2-yl)-2-phenylacrylamid (MH207)

0]
N
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Methode C3b: 172 mg (1.16 mmol) Atropasédure (MH205), 3 ml Thionylchlorid, 139 mg
(0.89 mmol) 5-Acetyl-2-amino-4-methylthiazol, 1 ml Pyridin, 5ml Dichlormethan;
Reaktionsdauer: 2 h (100 ), 24 h (RT)
Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [3/1]); Ry: 0.21 (Cyclohexan/Ethylacetat [3/1])
Ausbeute: 66.8 mg (0.23 mmol, 26 %), hellgelber Feststoff; M = 286.36 g/mol; C15sH14N,O,S
Smp.: 120 C
IR: V (cm™) = 3183, 2921, 2852, 1673, 1644, 1529, 1489, 1363, 1315, 1261, 1160.
LOOP-ESI-MS: berechnet fur C;5sH14N,0,S: 286, gefunden: 287.2 [M+H]", 309.1 [M+Na]".
LC-MS: R; = 17.9 min, Reinheit: 93.3 % (Methode I).
'H-NMR (400.13 MHz, CDCls): & = 2.51 (s, 3H, C,COCHs), 2.58 (s, 3H, NC,CHs), 5.85 (s,
1H, COC4=CH,), 6.51 (s, 1H, COC,=CH,), 7.36-7.45 (m, 5H, Ar-H), 8.99 (bs, 1H, NH).
C-NMR (100.62 MHz, CDCls): & = 18.02 (NC,CHs), 30.47 (C,COCHs), 125.82 (C,COCHS,),
127.46 (COC4=CH,), 128.47, 129.35, 129.47 (Ar-C), 135.21 (COC,=CH,), 142.27 (Ar-C),
155.30 (NC,CHj3), 158.26 (NC4N), 164.22 (COC,=CH,), 190.57 (C,COCHs).

(2)-N-(5-Acetyl-4-methylthiazol-2-yl)-2-ethoxycarbonyl-3 ~ -phenylacrylamid (MH209)
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Methode C3a: 209 mg (0.95 mmol) (Z)-2-Ethoxycarbonyl)-3-phenylacrylsaure (MH204), 3 ml
Thionylchlorid, 114 mg (0.73 mmol) 5-Acetyl-2-amino-4-methylthiazol, 1 ml Pyridin, 5 ml
Dichlormethan; Reaktionsdauer: 2 h (100 ), 24 h (RT)

Rt 0.29 (Cyclohexan/Ethylacetat [2/1])

Ausbeute: 183 mg (0.51 mmol, 70 %), farbloser Feststoff; M = 358.42 g/mol; C1gH1gN,04S
Smp.: 179-182 C

IR: V (cm™) = 3142, 2921, 1687, 1683, 1618, 1541, 1510, 1359, 1314, 1291, 1253, 1186.
LOOP-ESI-MS: berechnet fiir CigH1gN,0,4S: 358, gefunden: 359.2 [M+H]*, 381.1 [M+Na]".
LC-MS: R; = 19.1 min, Reinheit: 99.8 % (Methode I).
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'"H-NMR (400.13 MHz, DMSO-dg): & = 1.23 (t, 3H, J=7.1 Hz, OCH,CH3), 2.51 (s, 3H,
C4COCHs), 2.55 (s, 3H, NC,CHs), 4.24 (g, 2H, J = 7.1 Hz, OCH,CHj), 7.39-7.47 (m, 5H,
Ar-H), 7.79 (s, 1H, COC,=CH), 13.03 (s, 1H, NH).

C-NMR (100.62 MHz, DMSO-dg): & = 14.06 (OCH,CHs), 17.97 (NC,CHs), 30.12
(C4COCHs), 61.35 (OCH,CH3), 125.79 (NC,CHs), 126.89 (COC,=CH) 129.06, 129.51,
130.93 (Ar-C), 132.41 (Ar-C,), 142.34 (COC,=CH) 154.40 (C,COCHs), 158.72 (NC,N),
163.55, 164.96 (COC,=CH), 190.72 (C,COCHz).

(E)-N-(5-Acetyl-4-methylthiazol-2-yl)-4-oxo-4-phenylbut-  2-enamid (MH211)
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167 mg (0.95mmol, 1Aqg.) Benzoylacrylsaure und 198mg (0.95mmol, 1Aq.)
Phosphorpentachlorid werden unter Eiskiihlung zusammengegeben und ohne Losemittel 1 h
im Eisbad geriihrt. 119 mg (0.76 mmol, 1.25 Ag.) 5-Acetyl-2-amino-4-methylthiazol und 1 ml
Pyridin werden zu der Reaktionsmischung gegeben und 24 h unter Erwarmung auf RT
gerihrt. AnschlieBend werden Wasser, 2 M HCI und Ethylacetat zur Reaktionsmischung
gegeben. Der ausgefallene Feststoff wird abfiltriert, mit Wasser und Ethylacetat gewaschen
und Uber Silicagel getrocknet.
Rt 0.59 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1])
Ausbeute: 121 mg (0.39 mmol, 41 %), gelber Feststoff; M = 314.37 g/mol; C1sH14N,03S
Smp.: 190 T
IR: V (cm™) = 3243, 3220, 3037, 2922, 2852, 2159, 1654, 1638, 1620, 1545, 1509, 1332,
1307, 1293, 1268, 1155, 969, 718.
LOOP-ESI-MS: berechnet fur C;6H14N,03S: 314, gefunden: 315.1 [M+H]", 337.1 [M+Na]".
LC-MS: R; = 18.2 min, Reinheit: >99 % (Methode I).
'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-dg): & = 2.49 (s, 3H, C,COCHs), 2.59 (s, 3H, NC,CH3), 7.18 (d,
1H, J =15.4 Hz, NCOCH=CHCOPh), 7.57-7.61 (m, 2H, Ar-H), 7.70-7.74 (m, 1H, Ar-H),
8.04-8.08 (m, 3H, Ar-H und NCOCH=CHCOPNh).
C-NMR (100.62 MHz, DMSO-d¢): & = 18.07 (NC,CHs), 30.07 (C,COCH,), 126.34
(C4COCHg), 128.83, 129.06 (Ar-C), 132.93 (NCOCH=CHCOPh), 134.07 (Ar-C), 135.41
(Ar-Cq), 136.24 (NCOCH=CHCOPh), 154.48 (NC,CH3), 159.07 (NCgN), 162.62
(NCOCH=CHPh), 189.18 (NCOCH=CHCOPh), 190.81(C,COCH,).
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(E)-N-(5-Acetyl-4-methylthiazol-2-yl)-3-(pyridin-4-yl)ac ~ rylamid (MH214)
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Methode C4: 143 mg (0.96 mmol) Trans-3(3-Pyridyl)-acrylsdure, 137 mg (0.88 mmol) 5-
Acetyl-2-amino-4-methylthiazol, 827 mg (1.32 mmol) PPA (50% in DMF), 5ml DMF;
Reaktionsdauer: 24 h (RT)

Ausbeute: 43 mg (0.15 mmol, 17 %), gelber Feststoff; M = 287.34 g/mol; C14H13N30,S

Smp.: 270 T (Zersetzung)

IR: V (cm™) = 3132, 3091, 2993, 2992, 1681, 1599, 1548, 1505, 1316, 1172, 970, 822.
LOOP-ESI-MS: berechnet fiir C14H13N30,S: 287, gefunden: 288.2 [M+H]"

LC-MS: R; = 2.1 min, Reinheit: > 99% (Methode I).

'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-dg): & = 2.48 (s, 1H, C,COCHs), 2.58 (s, 1H, NC,CHz), 7.19 (d,
1H, J = 15.9 Hz, COCH=CH), 7.83 (d, 1H, J = 15.8 Hz, COCH=CH), 7.93 (d, 2H, J = 6.3 Hz,
Ar-H), 7.79 (d, 2H, J = 6.2 Hz, Ar-H).

C-NMR (100.62 MHz, DMSO-dg): & = 18.13 (NC,CHs), 30.08 (C,COCH,), 124.06 (Ar-C,
Ar-Cg), 126.56 (C,COCHj3), 127.01 (COCH=CH), 139.26 (COCH=CH), 146.32 (Ar-C), 154.96
(NC4CHj3), 159.58 (NC¢N), 163.08 (COCH=CH), 191.14 (C,COCHj3).

(2)-N-(5-Acetyl-4-methylthiazol-2-yl)-2-carboxy-3-phenyl  acrylamid (MH221)
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279 mg (0.78 mmol, 1Aqg.) (2)-N-(5-Acetyl-4-methylthiazol-2-yl)-2-ethoxycarbonyl-3-
phenylacrylamid (MH209) und 218 mg (3.89 mmol, 5 Aq.) Kaliumhydroxid werden in Wasser
3 h auf 85 T erwarmt. Die Reaktionsmischung wird mit Ethylacetat extrahiert und die
organische Phase verworfen. Die wéssrige Phase wird mit 2 M HCI angesauert und mit
Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet und das
Losemittel unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 228 mg (0.69 mmol, 89 %), farbloser Feststoff; M = 330.36 g/mol; C1sH14N204S
Smp.: 145 C

IR: V (cm™) = 2922, 1686, 1650, 1547, 1375, 1359, 1317, 1295, 1264, 1209.

LOOP-ESI-MS: berechnet fiir C6H14N,0,4S: 330, gefunden: 331.2 [M+H]", 335.1 [M+Na]".
LC-MS: R; = 13.1 min, Reinheit: > 99% (Methode 1).
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'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-ds): 8 = 2.50 (s, 3H, C,COCH;), 2.55 (s, 3H, NC,CHs), 7.38—
7.46 (M, 5H, Ar-H), 7.72 (s, 1H, COC,=CH), 13.00 (s, 1H, OH).

C-NMR (100.62 MHz, DMSO-d¢): & = 17.99 (NC,CHs), 30.14 (C,COCH,), 128.00
(C4COCHs), 129.03, 129.39, 130.67 (Ar-C), 132.66 (Ar-C,), 141.56 (COC,=CH), 152.05
(NC,CHs), 158.88 (NC4N), 165.05 (2xCOC,=CH), 190.76 (C,COCHs).

(E)-N-(5-Acetyl-4-methylthiazol-2-yl)-2-methyl-3-phenyla  crylamid (MH223 )
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214mg (1.32mmol, 1Aqg.) a-Methylzimtsdaure und 275mg (1.32mmol, 1Aq.)
Phosphorpentachlorid werden ohne Ldsemittel 2 h bei RT gerthrt. 165 mg (1.06 mmol,
0.8 Aq.) 5-Acetyl-2-amino-4-methylthiazol und 1 ml Pyridin  werden zu der
Reaktionsmischung gegeben und 24 h bei RT geriihrt. Die Reaktionsmischung wird mit
Wasser, 2 M HCI und Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wird Gber Natriumsulfat
getrocknet und das Ldsemittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt wird
saulenchromatographisch gereinigt (Cyclohexan/Ethylacetat [2/1]).

Rt 0.37 (Cyclohexan/Ethylacetat [4/1])

Ausbeute: 49.6 mg (0.17 mmol, 16 %), gelblicher Feststoff; M = 300.38 g/mol; C1gH1sN,02S
Smp.: 168 C

IR: V (cm™) = 3174, 2921, 1663, 1638, 1542, 1491, 1361, 1311, 1266, 1221, 1108.
LOOP-ESI-MS: berechnet fuir C;6H:gN,0,S: 300, gefunden: 300.9 [M+H]"

LC-MS: R; = 4.9 min, Reinheit: 86.9 % (Methode II).

'H-NMR (400.13 MHz, CDCly): & = 2.25 (s, 3H, COC,CHs3), 2.52 (s, 3H, C,COCHs), 2.66 (s,
3H, NC,CHjs), 7.35-7.45 (m, 5H, Ar-H), 7.60 (s, 1H, COC,=CH).

C-NMR (100.62 MHz, CDCls): & = 14.01 (COC,CHs), 18.14 (NC,CHs), 30.41 (C,COCHs,),
125.55 (C4,COCH,), 128.62, 128.95 (Ar-C), 129.27 (COC,CHs), 129.57 (Ar-C), 134.90
(Ar-Cg), 137.98 (COC4=CH), 155.25 (NC,CHg3), 159.18 (NC4N), 166.72 (COC,CHjs), 190.58
(C4COCHG).
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(E)-N-(5-Acetyl-4-methylthiazol-2-yl)-3-(2-acetoxyphenyl  )acrylamid (MH232)
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Methode C3a: 209 mg (0.95 mmol) (E)-3-(2-Acetoxyphenyl)acrylsdure (MH230), 3 ml
Thionylchlorid, 85 mg (0.54 mmol) 5-Acetyl-2-amino-4-methylthiazol, 0.5 ml Pyridin, 5 ml
Dichlormethan; Reaktionsdauer: 2 h (100 ), 24 h (RT)

Rt 0.47 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1])

Ausbeute: 156 mg (0.45 mmol, 83 %), beiger Feststoff; M = 344.39 g/mol; C17H16N204S
Smp.: 228-234 C

IR: V (cm™) = 3164, 3012, 2924, 1757, 1674, 1615, 1537, 1498, 1376, 1367, 1318, 1204,
1185, 1163.

LOOP-ESI-MS: berechnet fiir C,7H16N,0,4S: 344, gefunden: 345.3 [M+H]", 367.2 [M+Na]".
LC-MS: R, = 15.5 min, Reinheit: >99 % (Methode 1).

'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-dg): & = 2.36 (s, 3H, Ar-OCOCH3), 2.47 (s, 3H, C,COCHS,),
2.56 (s, 3H, NC,CHs), 6.89 (d, 1H, J = 15.9 Hz, COCH=CH), 7.21 (d, 1H, J = 8.1 Hz, Ar-H),
7.35(t, 1H, J = 7.6 Hz, Ar-H), 7.47-7.51 (m, 1H, Ar-H), 7.68 (d, 1H, J = 15.9 Hz, COCH=CH),
7.74 (d, 1H, J = 7.9 Hz, Ar-H).

C-NMR (100.62 MHz, DMSO-dg): & = 18.03 (NC,CH3), 20.66 (Ar-OCOCHs), 29.96
(C4COCHj3), 120.97 (COCH=CH), 123.56 (Ar-C), 125.96, 126.53 (C,COCH; und Ar-C),
126.65, 128.32, 131.68 (Ar-C), 136.92 (COCH=CH), 149.22 (C,O0COCH;), 154.62 (NC,CHs),
159.51 (NCy4N), 163.73 (COCH=CH), 169.35 (Ar-OCOCHg), 191.07 (C,COCHs).

(E)-N-(5-Acetyl-4-methylthiazol-2-yl)-3-(2-hydroxyphenyl  )acrylamid (MH256)

N @) OH
=
Y0
)

Methode F1.: 776 mg (2.24 mmol) (E)-N-(5-Acetyl-4-methylthiazol-2-yl)-3-(2-
acetoxyphenyl)acrylamid (MH232), 1.25g (22.4 mmol) Kaliumhydroxid, 10 ml Ethanol;
Reaktionsdauer: 24 h (RT)

Rt 0.47 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1])

Ausbeute: 567 mg (1.88 mmol, 84 %), beiger Feststoff; M = 302.35 g/mol; C15H14N,03S
Smp.: 238 C
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IR: V (cm™) = 3170, 3015, 2938, 1682, 1619, 1599, 1541, 1510, 1361, 1375, 1315, 1294,
1145.

LOOP-ESI-MS: berechnet fuir C;5H14N,03S: 302, gefunden 303.2 [M+H]", 325.2 [M+Na]".
LC-MS: R; = 13.1 min, Reinheit: >99 % (Methode I).

'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-ds): 8 = 2.49 (s, 3H, C,COCHj), 2.57 (s, 3H, NC,CHz), 6.86 (t,
1H, J=7.5 Hz, Ar-H), 6.94 (d, 1H, J = 8.1 Hz, Ar-H), 6.99 (d, 1H, J = 15.9 Hz, COCH=CH),
7.25 (dt, 1H, J=85Hz, J=1.5Hz, Ar-H), 7.48 (d, 1H, J=7.0 Hz, Ar-H), 7.92 (d, 1H,
J=15.7 Hz, COCH=CH), 10.37 und 12.63 (OH und NH).

C-NMR (100.62 MHz, DMSO-ds): & = 18.12 (NC,CHs), 30.07 (C,COCHS,), 116.31 (Ar-C),
118.37 (COCH=CH), 119.45 (Ar-C), 120.89 (Ar-C,), 125.56 (C,COCH;), 129.00, 131.77
(Ar-C), 139.43 (COCH=CH), 154.53 (NC4CHg3), 157.07 (C40OH), 159.75 (NC4N), 164.54
(COCH=CH), 190.68 (C,COCHj).

(E)-N-(5-Acetyl-4-methylthiazol-2-yl)-3-(3-(3-phenylprop  oxy)phenyl)acrylamid (MH270)
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Methode C3b: 140 mg (0.50 mmol) (E)-3-(3-(3-Phenylpropoxy)phenyl)acrylsdure (MH259),
1 ml Thionylchlorid, 70.0 mg (0.45 mmol) 5-Acetyl-2-amino-4-methylthiazol, 0.1 ml Pyridin,
5 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1]); Ry: 0.50 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1])
Ausbeute: 22.6 mg (0.05 mmol, 12 %), gelblicher Feststoff; M = 420.53 g/mol; C,4H24N,03S
Smp.: 167 C

IR: V (cm™) = 3135, 3066, 3006, 2925, 16,76, 1619, 1551, 1507, 1494, 1375, 1325, 1162.
LOOP-ESI-MS: berechnet fiir C,4H,4N,05S: 420, gefunden 420.8 [M+H]"

LC-MS: R, = 7.4 min, Reinheit: >99 % (Methode II).

'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-dg): & = 2.00-2.07 (m, 2H, OCH,CH,CH,Ph), 2.48 (s, 3H,
C,COCHj3), 2.58 (s, 3H, NC,CHj3), 2.75 (t, 2H, J=7.6 Hz, OCH,CH,CH,Ph), 4.01 (t, 2H,
J=6.3 Hz, OCH,CH,CH,Ph), 6.88 (d, 1H, J=15.9Hz, COCH=CH), 7.02 (dd, 1H,
J=8.3Hz, J=2.3Hz, Ar-H), 7.16-7.38 (m, 7H, Ar-H), 7.36 (t, 1H, J = 7.9 Hz, Ar-H), 7.73 (d,
1H, J = 15.8 Hz, COCH=CH).

C-NMR (100.62 MHz, DMSO-dg): & = 18.10 (NC,CHs), 30.04 (C,COCHs), 30.30
(OCH,CH,CH,Ph), 31.42 (OCH,CH,CH,Ar), 66.79 (OCH,CH,CH,Ph), 114.08 (Ar-C), 116.82
(Ar-C), 119.55 (COCH=CH), 120.38, 125.83, 128.33, 130.13 (Ar-C), 135.52, 141.31 (Ar-C,),



168 Experimenteller Teil

143.20 (COCH=CH), 154.39 (NC,CH;), 158.98, 159.44 (NC,N und Ar-C,), 163.84
(COCH=CH), 190.69 (C,COCH).

(E)-N-(5-Acetyl-4-methylthiazol-2-yl)-3-(3-acetoxyphenyl  )acrylamid (MH286B1)

0]
N
Xty
o}

Methode C3a: 908 mg (4.39 mmol) (E)-3-(3-Acetoxyphenyl)acrylsdure (MH282), 2 ml
Thionylchlorid, 623 mg (3.99 mmol) 5-Acetyl-2-amino-4-methylthiazol, 0.1 ml Pyridin, 10 ml
Dichlormethan; Reaktionsdauer: 2 h (Reflux), 24 h (RT)

Rt 0.33 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1])

Ausbeute: 1.31 g (3.81 mmol, 95 %), beiger Feststoff; M = 344.39 g/mol; C17H16N,0,4S

Smp.: 238 C

IR: V (cm™) = 3220, 2877, 1762, 1665, 1629, 1559, 1320, 1208, 1176, 1144,
LOOP-ESI-MS: berechnet fur C;7H16N,0,4S: 344, gefunden: 344.8 [M+H]", 366.6 [M+Na]".
LC-MS: R; = 2.9 min, Reinheit: 95.1 % (Methode II).

'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-dg): & = 2.28 (s, 3H, Ar-OCOCHj3), 2.48 (s, 3H, C,COCHs,),
2.57 (s, 3H, NC,CHg), 6.88 (d, 1H, J = 15.9 Hz, COCH=CH), 7.20-7.22 (m, 1H, Ar-H), 7.41
(s, 1H, Ar-H), 7.49 (t, 1H, J=7.7 Hz, Ar-H), 7.53 (t, 1H, J=7.6 Hz, Ar-H), 7.74 (d, 1H,
J =15.9 Hz, COCH=CH).

“C-NMR (100.62 MHz, DMSO-ds): & = 18.19 (NC,CHs), 20.94 (Ar-OCOCHj;), 30.13
(C4COCHg), 120.15 (COCH=CH), 121.26, 124.09, 125.72 (Ar-C), 125.98 (C,COCHj3), 130.32
(Ar-C), 135.74 (Ar-C,), 142.45 (COCH=CH), 151.02 (C,OCOCHj3), 154.61 (NC,CHj3), 159.62
(NC4N), 163.78 (COCH=CH), 169.31 (Ar-OCOCHj3), 190.93 (C,COCH,).

(E)-N-(5-Acetyl-4-methylthiazol-2-yl)-3-(3-hydroxyphenyl  )acrylamid (MH286B/5)
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Methode F1: 875 mg (2.54 mmol) (E)-N-(5-Acetyl-4-methylthiazol-2-yl)-3-(3-
acetoxyphenyl)acrylamid (MH286B1), 1.42 g (25.4 mmol) Kaliumhydroxid, 5 ml Ethanol;
Reaktionsdauer: 2 d (RT)

Rt 0.12 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1])

Ausbeute: 367 mg (1.21 mmol, 89 %), beiger Feststoff; M = 302.35. g/mol; C15H14N,03S
Smp.: 297 C
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IR: V (cm™) = 3167, 3124, 2927, 2883, 1594, 1554, 1512, 1447, 1372, 1315, 1272, 981.
LOOP-ESI-MS: berechnet fur C;5H14N,03S: 302, gefunden: 302.9 [M+H]"

LC-MS: R; = 2.0 min, Reinheit: >99 % (Methode II).

'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-d): & = 2.48 (s, 3H, C,COCHs), 2.58 (s, 3H, NC,CH3), 6.82—
6.87 (m, 2H, COCH=CH und Ar-H), 7.02-7.06 (m, 2H, Ar-H), 7.24 (t, 1H, J = 7.9 Hz, Ar-H),
7.65 (d, 1H, J = 15.9 Hz, COCH=CH), 9.74 und 12.71 (bs, 1H, NH und OH).

C-NMR (100.62 MHz, DMSO-ds): & = 18.09 (NC,CHs), 30.04 (C,COCHS,), 114.01 (Ar-C),
117.87 (COCH=CH), 118.78, 119.43 (Ar-C), 125.72 (C4,COCHgs), 130.07 (Ar-C), 135.30
(Ar-Cg), 143.54 (COCH=CH), 154.46 (NC,CHjg), 157.79 (C,0OH), 159.57 (NC¢N), 163.85
(COCH=CH), 190.67 (C,COCHs).

(E)-N-(5-Acetyl-4-methylthiazol-2-yl)-3-(3-(benzyloxy)ph  enyl)acrylsaure (MH287)
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Methode C3b: 100 mg (0.39 mmol) (E)-3-(3-(Benzyloxy)phenyl)acrylsdure (MH285), 1 ml
Thionylchlorid, 56.0 mg (0.36 mmol) 5-Acetyl-2-amino-4-methylthiazol, 0.1 ml Pyridin, 5 ml
Dichlormethan; Reaktionsdauer: 2 h (reflux), 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1]); Ry: 0.56 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1])
Ausbeute: 50.0 mg (0.13 mmol, 35 %), gelblicher Feststoff; M = 392.48 g/mol; C,H20N,03S
Smp.: 186 C

IR: V (cm™) = 3547, 2921, 2852, 1624, 1551, 1348, 1318, 1240, 1164, 1015.

LOOP-ESI-MS: berechnet fiir C,,H,0N,05S: 392, gefunden: 392.7 [M+H]"

LC-MS: R, = 6.3 min, Reinheit: >99 % (Methode II).

'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-de): & = 2.49 (s, 3H, C,COCHz), 2.58 (s, 3H, NC,CHs), 5.15 (s,
2H, OCH,Ph), 6.87 (d, 1H, J = 16.0 Hz, COCH=CH), 7.10 (dd, 1H, J=2.6 Hz, J=1.9 Hz,
Ar-H), 7.22—-7.48 (m, 8H, Ar-H), 7.72 (d, 1H, J = 16 Hz, COCH=CH).

C-NMR (100.62 MHz, DMSO-dg): 8 = 18.10 (NC,CHs), 30.04 (C,COCHz), 69.30 (OCH,Ph),
114.35, 117.08 (Ar-C), 119.48 (COCH=CH), 120.52 (Ar-C), 125.74 (C,COCHj;), 127.77,
127.90, 128.46, 130.19 (Ar-C), 135.54 (Ar-C,), 136.81 (C,OCH,Ph), 143.17 (COCH=CH),
154.49 (NC,CHs;), 158.70 (C4,0OCH,C,), 159.62 (NC¢N), 163.84 (COCH=CH), 190.66
(C4COCHj).
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(E)-N-(5-Acetyl-4-methylthiazol-2-yl)-3-(2-butyrophenyl)  acrylamid (MH288)
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Metthode E: 108 mg (0.36 mmol) (E)-N-(5-Acetyl-4-methylthiazol-2-yl)-3-(2-
hydroxyphenyl)acrylamid (MH256), 2.00 ml (12.2 mmol) Buttersaureanhydrid, 0.5 ml Pyridin,
10 ml 1M H3PO,4-L6sung; Reaktionsdauer: 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1]); Ry: 0.50 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1])
Ausbeute: 50.0 mg (0.13 mmol, 37 %), gelblicher Feststoff; M = 372.45 g/mol; C1gH20N,04S
Smp.: 219 C

IR: V (cm™) = 3156, 2957, 2924, 2852, 1751, 1683, 1616, 1546, 1504, 1316, 1276, 1158.
LOOP-ESI-MS: berechnet fiir C19H,0N,0,4S: 372, gefunden: 372.7 [M+H]"

LC-MS: R; = 4.9 min, Reinheit: >99 % (Methode II).

'"H-NMR (400.13 MHz, DMSO-dg): & = 0.99 (t, 3H, J = 7.5 Hz, COCH,CH,CH,), 1.70 (sext,
2H, J = 7.4 Hz, COCH,CH,CHj3), 2.49 (s, 3H, C,COCHj3), 2.58 (s, 3H, NC,CH3), 2.69 (t, 2H,
J =7.3 Hz, COCH,CH,CHj3), 6.90 (d, 1H, J =15.9 Hz, COCH=CH), 7.22 (d, 1H, J = 8.1 Hz,
Ar-H), 7.37 (t, 1H, J=7.3 Hz, Ar-H), 7.47-7.52 (m, 1H, Ar-H), 7.68 (d, 1H, J=15.9 Hz,
COCH=CH), 7.72 (dd, 1H, J =7.9 Hz,J = 1.0 Hz, Ar-H).

¥C-NMR (100.62 MHz, DMSO-dg): 8 = 13.38 (COCH,CH,CH3), 17.89 (COCH,CH,CH,),
18.09 (NC4CHjg), 30.06 (C4,COCHj3), 35.22 (COCH,CH,CHj3), 121.44 (COCH=CH), 123.55
(Ar-C), 125.70 (C,COCHj3), 126.60 (Ar-C), 126.75 (Ar-Cy), 128.20, 131.52 (Ar-C), 136.57
(COCH=CH), 149.22 (C,0COCH,CH,CHj3), 154.50 (NC,CHg), 159.69 (NCg4N), 163.70
(COCH=CH), 171.60 (COCH,CH,CHj3), 190.64 (C,COCHj).

(E)-N-(5-Acetyl-4-methylthiazol-2-yl)-3-(3-butoxyphenyl)  acrylamid (MH300)

(0]
N
S H
(0]

Methode C3b: 178 mg (0.81 mmol) (E)-3-(3-Butoxyphenyl)acrylsaure (MH291), 0.5 ml
Thionylchlorid, 115 mg (0.74 mmol) 5-Acetyl-2-amino-4-methylthiazol, 0.5 ml Pyridin, 10 ml
Dichlormethan; Reaktiondauer: 4 h (Reflux), 3 d (RT)

Aufreinigung: SC (Cyclohexan/Ethylacetat [2/1]); Rs: 0.34 (Cyclohexan/Ethylacetat [2/1])
Ausbeute: 191 mg (0.53 mmol, 72 %), beiger Feststoff; M = 358.46 g/mol; C15H2,N,03S
Smp.: 178 C
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IR: V (cm'l) = 3143, 2967, 2937, 2875, 1632, 1619, 1545, 1486, 1420, 1364, 1319, 1293,
1259, 1229, 1161, 1148.

LOOP-ESI-MS: berechnet fur C;9H,,N,03S: 358, gefunden: 358.8 [M+H]", 380.6 [M+Na]".
LC-MS: R; = 6.7 min, Reinheit: >99 % (Methode II).

'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-d): 5 = 0.94 (t, 3H, J = 7.5 Hz, OCH,CH,CH,CHs), 1.44 (sext,
2H, J =7.5 Hz, OCH,CH,CH,CHy), 1.71 (q, 2H, J = 6.9 Hz, OCH,CH,CH,CHj3), 2.50 (s, 3H,
C4,COCHs), 2.58 (s, 3H, NC,CHj), 4.01 (t, 2H, J = 6.6 Hz, OCH,CH,CH,CHs), 6.88 (d, 1H,
J=15.9 Hz, COCH=CH), 7.02 (dd, 1H, J=8.2Hz, J=2.1Hz, Ar-H), 7.18-7.22 (m, 2H,
Ar-H), 7.36 (t, 1H, J = 8.0 Hz, Ar-H), 7.73 (d, 1H, J = 15.9 Hz, COCH=CH), 12.65 (s, 1H,
NH).

¥C-NMR (100.62 MHz, DMSO-dg): 8 = 13.67 (OCH,CH,CH,CHj3), 18.12 (NC,CHs), 18.70
(OCH,CH,CH,CH;),  30.04  (C,COCHs;), 30.68  (OCH,CH,CH,CHs),  67.25
(OCH,CH,CH,CHs), 113.88, 116.78 (Ar-C), 119.32 (COCH=CH), 120.15 (Ar-C), 125.77
(C4COCHjz), 130.15 (Ar-C), 135.49 (Ar-C,), 143.27 (COCH=CH), 154.48 (NC,CHs), 159.05
(NC4N, C,0CH,CH,CH,CHjz), 163.78 (COCH=CH), 190.67 (C,COCHy).

(E)-N-(5-Acetyl-4-methylthiazol-2-yl)-3-(4-acetoxyphenyl  )acrylamid (MH312)

(0]
N
ﬁ;ESHJV/@o %
(6]

Methode C4: 207 mg (1.00 mmol) (E)-3-(4-Acetoxyphenyl)acrylsdure (MH290), 104 mg
(0.67 mmol) 5-Acetyl-2-amino-4-methylthiazol, 0.10ml (1.00 mmol) NMM, 1.65¢g
(2.64 mmol) PPA (50 % in Ethylacetat), 5 ml Ethylacetat; Reaktionsdauer: 5 d (RT)

Rt 0.50 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1])

Ausbeute: 62.6 mg (0.18 mmol, 27 %), farbloser Feststoff; M = 344.39 g/mol; C17H1sN,0,S
Smp.: 268 C

IR: V (cm™) = 3144, 3008, 1746, 1674, 1616, 1543, 1504, 1373, 1317, 1208, 1160.
LOOP-ESI-MS: berechnet fur C;7H;6N,0,4S: 344, gefunden: 344.8 [M+H]"

LC-MS: R; = 2.8 min, Reinheit: >99 % (Methode II).

'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-dg): & = 2.28 (s, 3H, Ar-OCOCHj3), 2.49 (s, 3H, C,COCHs,),
2.58 (s, 3H, NC,CHs), 6.85 (d, 2H, J = 15.7 Hz, COCH=CH), 7.23 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ar-H),
7.69 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.77 (d, 1H, J = 15.9 Hz, COCH=CH), 12.70 (bs, 1H, NH).
C-NMR (100.62 MHz, DMSO-dg): & = 18.11 (NC,CH3), 20.86 (Ar-OCOCHs), 30.05
(C4qCOCHg), 119.07 (COCH=CH), 122.59 (Ar-C), 125.80 (C,COCHs), 129.36 (Ar-C), 131.77
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(Ar-C), 142.40 (COCH=CH), 152.05 (C{OCOCH;), 154.45 (NC,CH), 159.57 (NC,N), 163.78
(COCH=CH), 168.98 (Ar-OCOCHs), 190.69 (C;COCHs).

(E)-N-(5-Acetyl-4-methylthiazol-2-yl)-4-(benzylamino)-4-  oxobut-2-ensdure (MH313)

J s e
S o]

o]
Methode C4: 158 mg (0.77 mmol) (E)-4-(Benzylamino)-4-oxobut-2-ensaure (MH306),
101 mg (0.64 mmol) 5-Acetyl-2-amino-4-methylthiazol, 0.20 ml (1.80 mmol) NMM, 1.65 g
(2.64 mmol) PPA (50 % in Ethylacetat), 5 ml Ethylacetat; Reaktionsdauer: 4 d (RT)
Rt 0.42 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1])
Ausbeute: 75.0 mg (0.22 mmol, 34 %), farbloser Feststoff; M = 343.41 g/mol; C17H17N303S
Smp.: 291 C
IR: V (cm™) = 3342, 3150, 3020, 2959, 1660, 1635, 1617, 1544, 1498, 1369, 1316, 1152.
LOOP-ESI-MS: berechnet fur C;7H;7N303S: 343, gefunden: 343.8 [M+H]"
LC-MS: R; = 9.4 min, Reinheit: 84.3 % (Methode V).
'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-dg): & = 2.49 (s, 3H, C,COCHs), 2.58 (s, 3H, NC,CH3), 4.39 (d,
2H, J =6.1 Hz, NHCH,Ph), 7.10 und 7.17 (d, 1H, J = 15.3 Hz, NHCOCH=CHCONH), 7.23-
7.35 (m, 5H, Ar-H), 9.08 (t, 1H, J = 6.0 Hz, NHCH,Ph), 12.90 (bs, 1H, NCNH).
“C-NMR (100.62 MHz, DMSO-dg): & = 18.04 (NC,CHs), 30.07 (C,COCHs), 42.50
(NHCH,Ph), 126.07 (C,COCH;), 127.00, 127.39, 128.39 (Ar-C), 129.92, 136.41
(NHCOCH=CHCONH), 138.66 (Ar-Cy), 154.44 (NC,CHz), 159.09 (NC¢N), 162.88
(NHCOCH=CHCONH), 190.75 (C,COCHj).

8.5.7 SYNTHESE WEITERER THIAZOLAMIDE

N-(4,5,6,7-Tetrahydro-2-benzo[ d]thiazol-2-yl)zimtsdureamid (MH240)

Methode C3a: 250 mg (1.69 mmol) Zimts&ure, 3 ml Thionylchlorid, 208 mg (1.35 mmol) 2-
Amino-4,5,6,7-tetrahydrobenzothiazol, 1 ml Pyridin, 5 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 2 h
(100 ), 24 h (RT)

Rt 0.34 (Petrolether/Ethylacetat [4/1])
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Ausbeute: 196 mg (0.69 mmol, 51 %), gelber Feststoff; M = 284.38 g/mol; C1sH1sN.OS
Smp.:249 €

IR: V (cm™) = 3147, 3059, 2934, 2840, 1670, 1622, 1573, 1556,1338, 1285, 1273.
LOOP-ESI-MS: berechnet fuir C;H16N,OS: 284, gefunden: 284.9 [M+H]".

LC-MS: R; = 5.4 min, Reinheit: 98.9 % (Methode II).

'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-dg): & = 1.76-1.78 (m, 4H, CH,), 2.57-2.66 (m, 4H, CH,), 6.86
(d, 1H, J = 15.9 Hz, COCH=CH), 7.40-7.47 (m, 3H, Ar-H), 7.59-7.62 (m, 2H, Ar-H), 7.68 (d,
1H, J = 15.8 Hz, COCH=CH), 12.08 (bs, 1H, NH).

BC-NMR (100.62 MHz, DMSO-dg): & = 22.26, 22.60, 22.90, 26.00 (CH,), 119.81
(COCH=CH), 121.75 (C,), 127.89, 129.04, 130.19 (Ar-C), 134.35 (Ar-C,), 141.91
(COCH=CH), 144.28 (C,), 154.73 (NC4N), 162.78 (COCH=CH).

(E)-N-(5-Ethoxycarbonyl-4-methylthiazol-2-yl)zimtsduream  id (MH266)

N (e}
=
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Methode C3a: 166 mg (1.12 mmol) Zimtséaure, 1 ml Thionylchlorid, 174 mg (0.93 mmol) 2-
Amino-5-ethoxycarbonyl-4-methylthiazol, 0.1 ml Pyridin, 2ml Dichlormethan;
Reaktionsdauer: 2 d (RT)

Rt 0.75 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1])

Ausbeute: 154 mg (0.49 mmol, 52 %), farbloser Feststoff; M = 316.38 g/mol; C1sH16N203S
Smp.: 249 C

IR: V (cm™) = 3235, 3046, 2980, 1675, 1653, 1544, 1513, 1370, 1322, 1285, 1270, 1162,
1123, 1105.

LOOP-ESI-MS: berechnet fiir C¢H16N,O5S: 316, gefunden: 316.9 [M+H]", 338.6 [M+Na]".
LC-MS: R; = 5.7 min, Reinheit: 99.1 % (Methode II).

'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-dg): & = 1.28 (t, 3H, J = 7.1 Hz, COOCH,CH,), 2.55 (s, 3H,
NC,CHs), 4.24 (g, 2H, J=7.1 Hz, COOCH,CHjs), 6.88 (d, 1H, J=15.7 Hz, COCH=CH),
7.45-7.46 (m, 3H, Ar-H), 7.63-7.65 (m, 2H, Ar-H), 7.75 (d, 1H, J = 15.9 Hz, COCH=CH).
C-NMR (100.62 MHz, DMSO-dg): & = 14.23 (COOCH,CHs), 17.06 (NC,CHs), 60.53
(COOCH,CHg), 114.38 (C,COOCH,CH;), 118.98 (COCH=CH), 128.13, 129.11, 130.59
(Ar-C), 134.10 (Ar-C,), 143.36 (COCH=CH), 156.38 (NC,CHs), 159.65 (NC¢N), 162.14
(COOCH,CHz3), 163.89 (COCH=CH).
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(E)-N-(5-Carboxy-4-methylthiazol-2-yl)zimtsaureamid (MH2  72)

N 0]
=
o L0
O

Methode F2: 51.0 mg (0.16 mmol) (E)-N-(5-Ethoxycarbonyl-4-methylthiazol-2-
yhzimtsdureamid (MH266), 90mg (1.60 mmol) Kaliumhydroxid, 2 ml Ethanol,
Reatkionsdauer: 5 h (Reflux)

Ausbeute: 30.0 mg (0.10 mmol, 65 %), beiger Feststoff; M = 288.33 g/mol; C14H1,N,03S
Smp.: 270 C

IR: V (cm™) = 3163, 2922, 2852, 1683, 1625, 1570, 1525, 1269, 1158, 1106, 756.
LOOP-ESI-MS: berechnet fiir C14H1,N,05S: 288, gefunden: 288.9 [M+H]"

LC-MS: R, = 2.2 min, Reinheit: 84.6 % (Methode II).

'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-dg): 8 = 2.53 (s, 3H, NC,CHs), 6.90 (d, 1H, J=15.9 Hz,
COCH=CH), 7.45-7.47 (m, 3H, Ar-H), 7.63-7.65 (m, 2H, Ar-H), 7.75 (d, 1H, J =15.9 Hz,
COCH=CH).

C-NMR (100.62 MHz, DMSO-dg): & = 16.89 (NC,CHs), 115.77 (C,COOH), 119.07
(COCH=CH), 128.10, 129.08, 130.53 (Ar-C), 134.11 (Ar-C,), 143.20 (COCH=CH), 155.52
(NC4CHjs), 159.21 (NC¢N), 163.62, 163.80 (C,COOH, COCH=CH).

(E)-N-(4-(4-Bromphenyl)-5-ethoxycarbonyl-2-yl)zimtsdaurea  mid (MH226)

Br
O

Methode C3b: 210 mg (1.42 mmol) Zimtsédure, 3 ml Thionylchlorid, 580 mg (1.77 mmol) 2-
Amino-4-(4-bromophenyl)-5-ethoxycarbonylthiazol, 0.5 ml Pyridin, 5 ml Dichlormethan;
Reaktionsdauer: 2 h (100 C), 24 h (RT)

Aufreinigung: SC (Petrolether/Ethylacetat [8/1]); Ry: 0.19 (Petrolether/Ethylacetat [8/1])
Ausbeute: 18.0 mg (0.04 mmol, 3 %), farbloser Feststoff; M = 457.35 g/mol; C,1H17BrN,OsS
Smp.: 228 C

IR: V (cm™) = 3240, 2920, 2852, 1655, 1624, 1534, 1518, 1458, 1372, 1324, 1270, 1154.
LOOP-ESI-MS: berechnet fiir C»;H17BrN,O3S: 457, gefunden: 458.5 [M+H]"

LC-MS: R; = 7.9 min, Reinheit: 89.4 % (Methode II).
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'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-dg): & = 1.32 (t, 3H, J = 7.2 Hz, COOCH,CHz), 4.30 (q, 2H,
J = 7.1 Hz, COOCH,CH,), 6.14 (d, 1H, J = 15.5 Hz, COCH=CH), 7.37-7.45 (m, 7H, Ar-H),
7.58-7.62 (m, 2H, Ar-H), 7.77 (d, 1H, J = 15.5 Hz, COCH=CH), 10.68 (bs, 1H, NH).

3C-NMR (100.62 MHz, DMSO-dg): & = 14.20 (COOCH,CHj), 61.50 (COOCH,CHs), 116.94
(Cy), 117.16 (COCH=CH), 124.04 (Ar-C,), 128.54, 128.89, 130.97, 131.26 (Ar-C), 131.92
(Cy), 133.77 (Ar-C,), 145.88 (COCH=CH), 153.98 (Ar-C,), 160.66 (NC,N), 161.51
(COOCH,CHj), 163.66 (COCH=CH).

N-(4,6-Difluorbenzo[ d]thiazol-2-yl)zimtsaureamid (MH231)

Methode C3a: 212 mg (1.43 mmol) Zimstaure, 1 ml Thionylchlorid, 213 mg (1.14 mmol) 2-
Amino-4,6-difluorbenzothiazol, 0.5 ml Pyridin, 5 ml Dichlormethan; Reaktionsdauer: 2 h
(100 ), 24 h (RT)

R¢: 0.19 (Petrolether/Ethylacetat [8/1])

Ausbeute: 319 mg (1.00 mmol, 88 %), beiger Feststoff; M = 316.3 g/mol; C1sH10F2N,OS
Smp.: 269 C

IR: V (cm™) = 3423, 1664, 1615, 1565, 1348, 1273, 1252, 1186, 1105, 987, 758.
LOOP-ESI-MS: berechnet fiir Ci¢H10F2N,OS: 316, gefunden: 316.8 [M+H]", 338.7 [M+Na]".
LC-MS: R, = 6.6 min, Reinheit: 99.4 % (Methode II).

'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-dq): & = 6.92 (d, 1H, J = 15.9 Hz, COCH=CH), 7.34-7.40 (m,
1H, FAr-H), 7.46-7.49 (m, 3H, Ar-H), 7.66—7.68 (m, 2H, Ar-H), 7.80-7.84 (m, 2H, COCH=CH
und FAr-H).

3C-NMR (100.62 MHz, DMSO-dg): & = 101.71, 101.92, 102.21 (FAr-C), 104.32, 104.58,
104.63 (FAr-C), 118.96 (COCH=CH), 128.19, 129.13, 130.66 (Ar-C), 134.06 (Ar-C), 134.91,
135.04 (FAr-C,), 143.58 (COCH=CH), 151.89, 152.03 (FAr-C,), 154.42, 154.55 (FAr-C),
158.58 (NC4N), 159.20, 159.30 (FAr-C,), 164.20 (COCH=CH).
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8.5.8 SYNTHESE UNMARKIERTER AZIRIDIN-BAUSTEINE

Diethyl-2,3-dibromsuccinat (MH037)
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S
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1.73 g (10.0 mmol, 1. Aq.) Fumarsaurediethylester werden in Dichlormethan vorgelegt und
innerhalb 1 h werden 1.92 g (12.0 mmol), 1.2 Ag.) Brom in Dichlormethan zugetropft. Die
Reaktionsmischung wird 24 h bei RT gerdhrt. AnschlieBend wird mit ges.
Natriumthiosulfatiosung und Dichlormethan extrahiert, die organische Phase Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt.
Rt 0.77 (Cyclohexan/Ethylacetat [2/1])
Ausbeute: 2.66 g (8.02 mmol, 80 %), gelbliches Ol; M = 331.99 g/mol; CgH,Br,0,
'H-NMR (400.13 MHz, CDCl;): & = 1.28-1.34 (m, 6H, OCH,CHs), 4.22-4.32 (m, 4H,
OCH,CHj3), 4.66 (s, 2H, CH).
13C-NMR (100.62 MHz, CDCl,): 5 = 13.82 (OCH,CH,), 41.91 (CH), 62.79 (OCH,CH,), 166.52
(CO).
Die Daten entsprechen der Literatu

r [172]

Diethylaziridin-2,3-dicarboxylat (MH045)
H
N
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948 mg (2.86 mmol, 1 Ag.) Diethyl-2,3-dibromsuccinat (MH037) und 229 mg (4.28 mmol,
1.5 Ag.) Ammoniumchlorid werden in DMSO vorgelegt und auf 45 T erwarmt. AnschlieRend
werden 1.80 ml (12.8 mmol, 4.5 Aq.) TEA zugegeben und die Reaktionsmischung weitere
6 h erwarmt. Die Reaktionsmischung wird in Wasser aufgenommen und mit Dichlormethan
extrahiert. Die organische Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet und das Ldsemittel
unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt wird s&ulenchromatographisch gereinigt
(Cyclohexan/Ethylacetat [2/1]).

Rt 0.53 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1])

Ausbeute: 102 mg (0.55 mmol, 19 %), gelbes Ol; M = 187.20 g/mol; CgH13NO,

'"H-NMR (400.13 MHz, CDCly): & = 1.26 (t, 6H, J = 7.2 Hz, OCH,CH;), 1.78 (bs, 1H, NH),
2.81 (s, 2H, CH), 4.19 (q, 4H, J = 7.1 Hz, OCH,CHy).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCly): & = 13.98 (OCH,CH3), 35.14-36.12 (CH), 61.70-62.09
(OCH,CH), 168.52-170.50 (CO).
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Die Daten entsprechen der Literatur.'"®

3-(Ethoxycarbonyl)aziridin-2-carboxylat (MH072)
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46.1 mg (0.25 mmol, 1 Aq.) Diethylaziridin-2,3-dicarboxylat (MH045) werden in 30 ml Ethanol
vorgelegt und 13.6 mg (0.24 mmol, 0.98 Aq.) Kaliumhydroxid zugegeben. Die Lésung wird
24 h bei RT gerihrt und anschlieBend wird das Ldsemittel unter vermindertem Druck
entfernt. Der Rickstand wird mit Wasser und Ethylacetat extrahiert, die wassrigen Phasen
werden vereinigt und Wasser unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 45.8 mg (0.23 mmol, 94 %), gelber Feststoff; M = 197.24 g/mol; C¢HgKNO,
'"H-NMR (400.13 MHz, D,0): & = 1.26 (t, 3H, J = 7.2 Hz, OCH,CHs), 2.62 (bs, 1H, CH), 2.80
(bs, 1H, CH), 4.21 (q, 2H, J = 7.1 Hz, OCH,CHs).

3C-NMR (100.62 MHz, D,O): & = 13.26 (OCH,CHs), 34.70 (CH), 37.15 (CH), 62.68
(OCH,CHy), 177.47 (CO).

Die Daten entsprechen der Literatur.'"®

8.5.9 SYNTHESE *C- UND ®N-MARKIERTER AZIRIDIN-BAUSTEINE

3C-markierter Fumarséaurediethylester (MH098)
o
I
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106 mg (0.88 mmol) **C-markierte Fumarsdure, 30 ml absoluter Ethanol und 450 mg
(2.37 mmol) p-ToluolsulfonséurexH,O werden (ber Molsieb 4A 18 h refluxiert. Das
Losemittel wird unter vermindertem Druck entfernt und die Reaktionsmischung mit
Diethylether, ges. Natriumcarbonat-Losung und Wasser extrahiert. Die organische Phase
wird Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 123 mg (0.70 mmol, 80 %), gelblicher Feststoff; M = 176.14 g/mol; **C,*2C,H;,0,
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¥C-markiertes Diethyl-2,3-dibromsuccinat (MH080)
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126 mg (0.71 mmol, 1 Ag.) **C-markierter Fumarséurediethylester (MH098) werden in 20 ml
Dichlormethan vorgelegt und 0.04 ml (0.86 mmol, 1.2 Ag.) Brom in Dichlormethan zugetropft.
Die Reaktionsmischung wird 1.5 Wochen bei RT gerihrt.
Die Mischung wird mit ges. Natriumthiosulfat-Losung und Ethylacetat extrahiert und die
organische Phase uber Natriumsulfat getrocknet. Das Losemittel wird unter vermindertem
Druck entfernt.
Ausbeute: 156 mg (0.47 mmol, 65 %), gelblicher Feststoff;, M =335.96 g/mol;
BC4*CyH1,Br,0,
'"H-NMR (400.13 MHz, CDCls): & = 1.33 (t, 6H, J = 7.1 Hz, OCH,CHs), 4.27-4.33 (m, 4H,
OCH,CHj3), 4.41-4.50 (m, 1H, CH), 4.38-4.91 (m, 1H, CH).

3C/*N-markiertes Diethylaziridin-2,3-dicarboxylat (MH11  2)

+RR
212 mg (0.63 mmol, 1 Aq.) **C-markiertes Diethyl-2,3-dibromsuccinat (MH080) und 51.6 mg
(0.95 mmol, 1.5 Aq.) **N-markiertes Ammoniumchlorid werden in DMSO vorgelegt und auf
40 T erwarmt. AnschlieRend werden 0.40 ml (2.84 mmol, 4.5 Ag.) TEA zugegeben und die
Reaktionsmischung weitere 2 Wochen erwdrmt. Die Reaktionsmischung wird mit Wasser
und Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet und
das Losemittel unter vermindertem  Druck entferntt Das  Produkt  wird
saulenchromatographisch gereinigt (Cyclohexan/Ethylacetat [2/1]).

Rt 0.53 (Cyclohexan/Ethylacetat [1/1])

Ausbeute: 10.1 mg (0.05 mmol, 8 %), gelbes OI; M = 191.15 g/mol; **C,*C,H15°NO,
'"H-NMR (400.13 MHz, CDCl3): & = 1.30 (t, 3H, J = 7.1 Hz, OCH,CH,), 2.63 (s, 1H, CH), 3.08
(s, 1H, CH), 4.19-4.27 (m, 4H, OCH,CHj3).

C-NMR (100.62 MHz, CDCl;): & = 14.07 (OCH,CHs), 35.05-36.38 (m, CH), 53.41
(OCH,CH), 168.45-170.81 (m, CO).
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BC/*N-markiertes 3-(Ethoxycarbonyl)aziridin-2-carboxyla  t (MH124)

o) +RR
10.1 mg (0.053 mmol, 1 Aqg.) *C/*N-markiertes Diethylaziridin-2,3-dicarboxylat (MH112)
werden in 10 ml Ethanol vorgelegt und 290 pl einer 0.178 M Kaliumhydroxid-Ldsung
(0.052 mmol, 0.98 Ag.) zugegeben. Die Lésung wird 4 d bei RT geriihrt und anschlieRend
Ethanol unter vermindertem Druck entfernt. Der Ruckstand wird mit Wasser und Ethylacetat
extrahiert, die wassrigen Phasen werden vereinigt und Wasser unter vermindertem Druck
entfernt.

Ausbeute: 9 mg (0.045 mmol, 84 %), gelber Feststoff; M = 202.19 g/mol; **C,*C,HsK**NO,
'H-NMR (400.13 MHz, D,0): & = 1.26 (t, 3H, J = 6.9 Hz, OCH,CHs), 1.91 (bs, 1H, NH), 2.28—
3.04 (m, 2H, CH), 4.21-4.22 (m, 2H, OCH,CH).

3C-NMR (100.62 MHz, D,O): & = 34.12-35.14 (m, CH), 36.69-38.75 (m, CH), 171.45-
177.77 (CO).
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9 APPENDIX

9.1

Abz
AMC
Aq.
Bn
Boc
BulLi
Cbz/z
CoV
DC
DCC
DCM
Diast.
DMF
DMSO
DPSI
DTT
EDTA
ESI
EtOAC
FRET
ges.
GFP
HBTU
HOBT
(HP)LC
HTS
IR
konz.
LDA
MPre
MS
MTS

MTT
NMM
NMR

nsp

ORF

PCR

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

2-Aminobenzoesaure (Anthranilsaure)
7-Amino-4-methylcumarin

Aquivalent

Benzyl

t-Butoxycarbonyl

Buthyllithium

Benzyloxycarbonyl

Coronavirus

Dunnschichtchromatographie
Dicyclohexylcarbodiimid

Dichlormethan

Diastereomer

N,N-Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

Diphenylsulfimin Monohydrat

Dithiothreitol

Ethylendiamintetraacetat
Elektronenspray-lonisation

Ethylacetat, Essigsaureethylester
Fluorescence (Forster) Resonance Transfer
gesattigt

Green fluorescence protein
O-Benzotriazolyl-N,N,N‘,N‘-tetramethyluronium hexafluorophosphat
1-Hydroxybenzotriazol

(High performance) liquid chromatography
High-throughput-screening
Infrarotspektroskopie

konzentriert

Lithiumdiisopropylamin

main protease

Massenspektrometrie

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-

tetrazolium
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid

N-Methylmorpholin

Nuclear magnetic resonance
Non-structural protein

Open reading frame

Polymerasekettenreaktion
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PDB
pLP®
RNA
PPA
RP
RT
SARS
SC
Smp.
TEA
TFA
THF

NMR:
Ar
Cy

dd
DEPT
Ph
Pip
Pyr
Pyrro

quin

sext

Aminosauren:

Ala/A
Arg/R
Asn/N
Asp/D
Cys/C
GIn/Q
Glu/E
Gly/G

His/H

lle/l

Leu/L

protein data bank

papain like protease
Ribonucleinséaure
Propylphosphonséaureanhydrid
reversed phase
Raumtemperatur

Severe Acute Respiratory Syndrome
Saulenchromatographie
Schmelzpunkt

Triethylamin
Trifluoressigsaure
Tetrahydrofuran

Aromat

Cyclo

Dublett

Dublett von Dublett

Distortionless Enhancement by Polarization Transfer

Phenyl
Piperidin
Pyridin
Pyrrolidin
Quartett
Quintett
Singulett
Sextett
Triplett

Alanin

Arginin
Asparagin
Aspartat
Cystein
Glutamin
Glutaminséure
Glycin

Histidin
Isoleucin

Leucin
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Lys/K
Met/M
Phe/F
Pro/P
Ser/S

Thr/T
Trp/W

TyrlY
Val/lv

Lysin
Methionin
Phenylalanin
Prolin

Serin
Threonin
Tryptophan
Tyrosin

Valin
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9.2 FORMELREGISTER

Strukturklasse 1 : Pyridin-, Piperidin-, Pyrrolidin- und Pyridylessigsédure-Derivate ohne Seitenkette in a-Position
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Strukturklasse 2: Pyridylessigsaure-Derivate mit Seitenkette in a-Position
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Strukturklasse 3: Thiazolamid-Derivate mit variierendem Thiazol-Baustein
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MH272

Strukturklasse 4: 5-Acetyl-4-methylthiazolamid-Derivate ohne Doppelbindung
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Strukturklasse 5:  5-Acetyl-4-methylthiazolamid-Derivate mit Doppelbindung
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Strukturklasse 6: 5-Acetyl-4-methylthiazolamid-Derivate mit Seitenkette an der Doppelbindung oder mit

substituiertem Aromat
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9.3 VEROFFENTLICHUNGEN

Posterprasentationen

Synthesis of isotope labeled aziridine based inhibitors of cysteine proteases, M. Herb, R.
Vicik, T. Schirmeister, Joint Ph.D. Student Meeting of the Collaborative Research Centers
SFB 630 & SFB 544 2007, Retzbach

Synthesis of highly electrophilic aziridines and isotope labelled aziridines as model
compounds for cysteine protease inhibitors, V. Schulz, M. Herb, M. Mladenovic, B. Engels, T.
Schirmeister, 5th General Meeting of the International Proteolysis Society 2007, Patras,
Greece und Chem-SyStM (Chemie-Symposium der Studierenden Mainfrankens) 2007,
Wirzburg

Thiazole amides as a new class of cysteine protease inhibitors, M. Herb, Q. Ye, M. Kossner,
K. Baumann, T. Schirmeister, 4th Summer School Medicinal Chemistry 2008, Regensburg
und 4th Joint Ph.D. Student Meeting of the Collaborative Research Centers SFB 630, 766,
544 2008, Kloster Bronnbach

Vortrage

Model compounds for mechanistic studies and target search, SFB 630-Seminar, Juli 2007,
Wirzburg

Synthese und Testung von Thiazolderivaten als Inhibitoren der SARS-CoV-M™",
Doktorandenseminar, Lehrstuhl fir Pharmazeutische Chemie, Dezember 2008, Wirzburg.
Synthese und Testung von Inhibitoren der SARS-CoV-M", Doktorandenseminar, Lehrstuhl

fur Pharmazeutische Chemie, Dezember 2011, Wirzburg.

Publikationen

Synthesis and evaluation of non-peptidic cysteine protease inhibitors of P. falciparum derived
from etacrynic acid, M.-A. Dude, U. Kaeppler, M. Herb, M. Schiller, F. Schulz, B. Vedder, S.
Heppner, G. Pradel, J. Gut, P.J. Rosenthal, T. Schirmeister, M. Leippe, C. Gelhaus,
Molecules 2009, 14, 19-35.
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