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EINLEITUNG 1

ALLGEMEINER TEIL

1 Einleitung

“America has long been the wealthiest nation in the world. Now it is time we became

the healthiest nation in the world. “™!

(Richard Nixon)

Seit der U.S. amerikanische Prasident Richard Nixon im Jahr 1971 mit diesen Worten in
seiner Rede zur Lage der Nation den ,,War on Cancer* einleitete, wurde weltweit viel Arbeit
und enorme finanzielle Mittel in die Krebsforschung investiert. Obwohl seither bedeutende
Fortschritte auf diesem Gebiet verbucht werden konnten,™ zahlen Krebserkrankungen auch
heute noch zur zweithdufigsten Todesursache nach Erkrankungen des Herz-Kreislauf-
Systems. Wahrend die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister e.V. (GEKID) und
des Zentrums fir Krebsregisterdaten (ZfKD) des Robert-Koch-Instituts von einer jahrlichen
Neuerkrankungsrate von ca. 400.000 Menschen in Deutschland ausgehen, #! beziffert die
American Cancer Society die weltweite Prévalenz auf 12.7 Mio. Die Zahl der krebsbedingten
Sterbefélle liegt bei 7.6 Mio., was einer taglichen Mortalitatsrate von knapp 21.000

Menschen entspricht.!

Nach Meinung fihrender Wissenschaftler hat die Entwicklung von Krebsarzneistoffen heute
die zweite goldene Ara erreicht, die bedingt durch hochspezifische Therapieansitze weitere
deutliche Fortschritte fur die Zukunft erwarten l&sst. So ist der Nobelpreistrdger Harold
Varmus von der Geschwindigkeit beeindruckt, mit der neue Krebsgenotypen identifiziert
werden, und davon Uberzeugt, dass in den ndchsten Jahrzehnten zahlreiche Verbesserungen

in der Krebsbehandlung zu erwarten sind (Abb. 1).[% 7]
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“In oncology [...] we are identifying cancer genotypes at
an impressive rate, and in some cases we are identifying
new therapeutic opportunities and occasionally seizing
them successfully as well. As a result, there is likely to be a
lot of progress in treating cancer in the next couple of

decades. ™

Abbildung 1:  Harold Varmus™ erhielt fiir die , Entdeckung des zelluliren Ursprungs retroviraler Krebsgene*
zusammen mit John Bishop im Jahr 1989 den Nobelpreis fir Medizin und ist seit 2010
Direktor des National-Cancer-Institutes (NCI).

Als Beginn der ersten goldenen Ara der Entwicklung von Zytostatika wird die Beobachtung
in den 1940ern betrachtet, dass das als Kampfstoff eingesetzte Senfgas zytotoxisch auf
Lymphgewebe und Knochenmark wirkt™ Es folgte die Entwicklung der DNA-
Alkylierungsagenzien der N-Lost Substanzklasse (B-Chlorethylamine), die in einer ersten
Klinischen Studie therapeutische Aktivitdt bei non-Hodgkin-Lymphomen und Leukamie
zeigte.'Y) Auf dieser Grundlage wurden in den folgenden Jahren zahlreiche zytotoxische
Chemotherapeutika entwickelt, die noch heute Bestandteil von Antitumor-Therapien sind.[”
Konzeptionell bauen sdmtliche Zytostatika auf der Tatsache auf, dass Krebszellen eine
deutlich groRere Replikationsrate besitzen als gesunde Zellen und sich deren DNA damit
haufiger teilen muss. Mit Methotrexat hatte man den ersten Wirkstoff entwickelt, mit dem
das sehr aggressive Chorionkarzinom und, in Kombination mit Leucovorin, auch der
bosartigen Knochentumor Osteosarkom heilbar wurde.'” Es folgte die Entwicklung von
5-Fluorurazil,*? das bei Kolorektal- und Mammakarzinomen eingesetzt wird, sowie die
Zulassung von Cisplatin im Jahr 1978 und spater dessen Analoga Carboplatin mit
verbesserter Wirksamkeit und Toxizitat.™ ** Parallel dazu wurde auch die Verwendung von
Naturstoffen in der Krebstherapie erforscht und dabei die zytotoxische Aktivitat der Vinca-
Alkaloide, Podophyllotoxine, Anthrachinon-Derivate, Camptothecine und Taxane entdeckt.
Das aus der pazifischen Eibe Taxus brevifolia gewonnene Paclitaxel (Taxol) wurde 1987 zur
Behandlung von Ovarialkarzinomen zugelassen."” Da jedoch alle DNA zerstdrenden oder
die Zellteilung inhibierenden Substanzen auch gesunde Zellen beeintréchtigen, sind
ungeachtet der Behandlungserfolge auch schwere Nebenwirkungen die Folge. Trotz

intensiver Forschung konnte eine weitere Steigerung der Effektivitdt von Zytostatika nicht
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erreicht werden, was sich auf die konzeptionell geringe therapeutische Breite zurlckfuhren

lasst. ]

Zur selben Zeit wurden auch die molekularen Ursachen von Krebserkrankungen intensiv
erforscht. So wurde in den 60er und 70er Jahren des letzten Jahrhunderts Viren
charakterisiert, die in Tieren Krebs verursachen, in den 70/80ern die ersten krebsauslosenden
Onkogene und Tumorsupressorgene identifiziert und in den Jahren um 1990 die Methodik
aufgedeckt, wie Krebsgene die Signalwege in Zellen modifizieren und manipulieren.
Waéhrend diese Erkenntnisse zu Beginn wenig Einfluss auf die Diagnostik und die Therapie
von Krebserkrankungen hatte, hat sich die Situation in den letzten zehn Jahren deutlich
gedndert. Die fur die Entstehung von Krebszellen zugrundeliegenden genetischen und
biochemischen Mechanismen dienen heute als Grundlage fir die Entwicklung von rationalen,
Mechanismus-basierenden Wirkstoffen, die mit ihrer erhdhten Selektivitat fur maligne Zellen
eine geringere Toxizitat versprechen.'® Die Entwicklung von Wirkstoffen, die auf Basis
molekularer onkologischer Erkenntnisse beruhen, wird heute als zweite goldene Ara bei der

Erforschung von Krebsarzneistoffen bezeichnet.*”!

Das wohl bekannteste Beispiel aus dieser Ara ist der Wirkstoff Imatinib (Gleevec). Bei
nahezu allen Patienten mit chronischer myeloischer Leukamie (CML) im Anfangsstadium
fiihrt die Behandlung mit Imatinib zu einer vollstdndigen und nachhaltigen Remission und ist
damit konventionellen Therapien deutlich tberlegen.'”) Das durch eine chromosomale
Translokation aktivierte Onkoprotein BCR-ABL ist in der Pathogenese von CML von
erheblicher Bedeutung. Der Wirkmechanismus von Imatinib beruht dabei auf der
Unterbrechung dieses onkogenen Signalwegs durch die selektive Inhibition der BCR-ABL-

Tyrosin-Kinase.

Unbestrittener Konsens besteht heute daruiber, dass Krebs durch Mutationen und aberrante
Expression von Genen ausgeldst wird.[*®! Hierzu zahlt die Aktivierung der Onkogene selbst,
die Deaktivierung von DNA-Reparaturgenen und Tumorsupressorgenen sowie die
Aktivierung von Genen, welche Proteine kodieren, die wie ,,Heat Shock“-Proteine (HSPs)
onkogene Signalwege stltzen. Die so stimulierten Signalwege fiihren zu den phénotypischen
Krebsmerkmalen wie gesteigerter Proliferation, Apoptoseresistenz, Angiogenese und

Metastasenbildung.[”
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1.1  Die Krebserkrankung ,,Multiples Myelom “

Die neoplastische Erkrankung terminal differenzierter Plasmazellen (B-Zellen) wird
als Multiples Myelom (MM) bezeichnete und zdhlt nach dem non-Hodgkin-Lymphom mit
10% zu den zweithaufigsten hdmatologischen Krebserkrankungen und macht etwa 1% aller

Krebsleiden aus.! *"

Gesunde Plasmazellen, die mit der Produktion von Antikdrpern wesentlich fir die humorale
Immunantwort verantwortlich sind, entwickeln sich in einem mehrstufigen Differenzierungs-
prozess aus B-Zellen (Abb. 2). Das erste Stadium des Entwicklungsprozesses findet im
Knochenmark statt. Aus einer hamatopoetischen Stammzelle entwickelt sich durch
Umlagerung der Immunoglobulin-Ketten und Exprimierung von Antigen-Rezeptoren an
dessen Oberflache eine sogenannte Naive B-Zelle. Zellen, bei denen dieser Prozess
fehlgeschlagen ist, werden im Normalfall durch Apoptose ausselektiert. Die naiven B-Zellen
verlassen danach das Knochenmark und zirkulieren im Blutsystem bis sie aufgrund eines T-
Zell-vermittelten Signal in Lymphgewebe migrieren. In Keimzentren findet dort unter
aktivierter somatischer Hypermutation eine ausgepragte Proliferation statt, um hochaffine
Antikorper zu entwickeln. Unvorteilhafte Antikdrpermutationen mit niedriger Affinitat
werden durch Apoptose der entsprechenden B-Zellen eliminiert. Durch eine abschlie3ende
Differenzierung gehen aus B-Zellen mit affinen Antigenen Gedéachtniszellen oder

Plasmazellen hervor, wobei letztere hauptsachlich im Knochenmark lokalisiert sind.?!

Knochenmark @phgewebe m \

Somatische o P
Niedrige - :
Ig-Umlagerung Hypermutation w Antigen-Affinitit Differenzierung

Rezeptorexpression /1

\ " Gedachtnis-
| > _ zelle
®©re—-o- » e

Hamatopoetische Naive B-Zelle @
Stammzelle B-Zelle Hohe Antigen-
Affinitit e Plasmazelle

Selektion

v._ -

Apoptose

Multiples
Myelom

Abbildung 2: Die Entwicklung von Plasmazellen beginnt mit hdmatopetischen Stammzellen und verlauft
iiber mehrere Differenzierungschritte. Durch illegitimes Uberleben maligner B-Zellen, werden
entartete Plasmazellen gebildet, die das Multiple Myelom auslésen kénnen. Abbildung erstellt
in Anlehnung an Lit. [21].
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Die mehrstufige Entwicklung des MM wird auf Fehlfunktionen wéhrend dieses Differen-
zierungsprozesses von B-Zellen zurlickgefiihrt. Der Selektionsmechanismus, der die
Produktion hochaffiner Antikorper gewahrleisten soll, scheitert, sodass auch Plasmazellen
gebildet werden, die funktionsuntlichtige Paraproteine produzieren. Zusatzliche onkogene
Lasionen fuhren zundchst zur Krebsvorstufe ,,Monoklonale Gammopathie unklarer

Signifikanz (MGUS) und spater zur Ausbildung des symptomatischen MMs.

Die klinischen Symptome des MMs sind auf das krankhafte Wachstum der Plasmazellen im
Knochenmark und die produzierten funktionsuntiichtigen Antikorper zuriickzufiihren. Haufig
dringen die mutierten Plasmazellen in den umliegenden Knochen ein und es kommt durch
dessen Auflosung zu Knochenschmerzen und Frakturen. Die von den Plasmazellen exzessiv
produzierten monoklonalen Proteine (M-Proteine) flihren zu Niereninsuffizienz und die
verminderte Produktion normaler Antikorper bedingt eine Schwachung des Immunsystems.
Es kommt daneben zu Schaden im blutbildenden System und zu den typischen Symptomen

einer Anamie sowie zu Hyperkalzamie.??

In den vergangenen Jahren konnten einige therapeutische Fortschritte bei der Behandlung des
MM erzielt werden. Erste Behandlungserfolge wurden bereits Ende der 60er Jahre mit dem
DNA-Alkylierungsagenz Melphalan (1) verzeichnet (Abb. 3).”®! Durch die Induktion der
Verknipfungsreaktionen von DNA-Strdngen wird Uber die folgende Abspaltung von
Basenpaaren und das Entstehen von Strangbrichen die DNA-Replikation gestort. In
Kombination mit Prednison konnte bei zuvor unbehandelten Patienten eine Ansprechrate von
40-50% und eine mittlere Uberlebensdauer von 3 Jahren erreicht werden.” Thalidomid
(2a), dass in den 50er Jahren gegen Morgenibelkeit und Schlafstérungen bei schwangeren
Frauen auf den Markt kam und spater wegen schweren teratogenen Nebenwirkungen
zurlickgezogen wurde, ist heute bei begleitenden KontrazeptionsmaRnahmen zur Behandlung
des MM zugelassen. Wie die weiterentwickelten Derivate Pomalidomid (2b) und
Lenalidomid (2c) greifen die immunmodulierenden Wirkstoffe zur Bekd@mpfung der
Myelomzellen in die Knochenmarksversorgung ein. Sie vermindern die Bindungsaffinitat der
Tumorzellen an die Stromazellen des Knochenmarks, 16sen Caspase-8-vermittelte Apoptose
in Myelomzellen aus und fungieren als Angiogenesehemmer. Wéhrend Lenalidomid (2c)
eine hohere Wirksamkeit und ein besseres Nebenwirkungsprofil als Thalidomid (2a) besitzt,

kommt Pomalidomid (2b) bei Resistenzen gegen Lenalidomid (2c) zum Einsatz./*!
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Abbildung 3: Die Strukturen der zur Behandlung des Multiplen Myeloms eingesetzten Wirkstoffe
Melphalan (1), Thalidomid (2a), Pomalidomid (2b), Lenalidomid (2¢) und Bortezomib (3).

Nachdem der Einfluss des Proteasoms auf den fir Myelomzellen essenziellen NFxB-
Signalweg bekannt wurde, folgte die Entwicklung von Proteasominhibitoren. Bortezomib (3)
wurde als erste Vertreter seiner Klasse im Jahr 2003 fur die Behandlung von MM
zugelassen.™* 2!

In der klinischen Therapie kommen heute vielfach Wirkstoffkombinationen zum Einsatz.
Neben Bortezomib-Dexamethason, Lenalidomid-Dexamethason und Thalidomid-Dexa-
methason werden auch Kombinationen von drei Wirkstoffen wie Thalidomid-Bortezombi-
Dexamethason oder Lenalidomid-Bortezomib-Dexamethason verwendet. Die Fortschritte
durch die Verwendung von Bortezomib und die immunmodulierenden Wirkstoffe haben zu
einem verbesserten Ansprechen der Therapie bei Erkrankten und zu einer verlangerten

Uberlebensdauer gefiihrt. Sie liegt im Mittel heute bei etwa fiinf Jahren.!?!

Trotz der jlungsten Fortschritte bei der Behandlung des MM zeichnet sich der typische
klinische Verlauf durch ein gutes initiales Ansprechen der Behandlung aus, dem jedoch bei
nahezu allen Patienten ein Rezidiv und hédufig eine Resistenzbildung gegeniber
gegenwadrtigen Therapien folgt. Zehn Jahre nach Diagnose sind lediglich noch 10% der
Patienten am Leben.?”) Subgruppen von Patienten sprechen dartiber hinaus auf keine der
bekannten Behandlungsmethoden an. Toxische Nebenwirkungen, wie beispielsweise

periphere Neuropathie, begleiten die aktuellen Therapien.

Im Gegensatz zur beschriebenen Situation bei CML (siehe oben), zu dessen Behandlung die
Inhibition eines einzigen Signalwegs ausreicht, handelt es sich bei MM um eine heterogene
Erkrankung. Die Pathogenese kann auf die Aktivierung verschiedener maligner Signalwege
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zurlickgefuhrt werden. Hierzu zdhlen der PI3K/Akt-, JAK/Stat-, NFkB-, Wnt- und der
Raf/MEK/MAPK-Signalweg. Sie steuern die Zell-Proliferation, das Uberleben, die Migration
sowie die Entwicklung von Wirkstoffresistenzen der Krebszellen.?®! Fiir einen erfolgreichen
Therapieansatz missen daher mehrere Signalwege gleichzeitig inhibiert werden. Dieses
Konzept, das auch als Multi-Target-Strategie bekannt ist, lasst sich entweder durch
Kombination mehrerer spezifischer Wirkstoffe erreichen oder durch die Applikation eines
Wirkstoffs, der an einer fur die Aufrechterhaltung mehrere onkogener Signalwege kritischen
Stelle ansetzt.[?® \Von derartiger zentraler Bedeutung fiir die Signalwege des MMs haben sich
,,Heat Shock“-Proteine (HSPs) erwiesen, die damit ein attraktives therapeutisches Target flr

die Entwicklung neuartiger Wirkstoffe darstellen.[* %!

[>Z> PPt - - Zell-Proliferation
e Uberleben
N NFkB >

- Migration
Wirkstoffresistenzen

N

[ Raf |-»| MEK |-5[ maPk | ==

Wnt I [ "

Abbildung 4:  Bei MM handelt es sich um eine heterogene Erkrankung, die durch Entartung mehrerer
Signalwege gekennzeichnet ist. Abbildung erstellt in Anlehnung an Lit. [28].

1.2 Das,Heat Shock“-System als innovatives Drug-Target

Als molekulare Chaperone nehmen HSPs bei der Proteinbiosynthese und der
Rekonstruktion degenerierter Proteinen eine zentrale Rolle ein.®? Um ihre funktionale
Aktivitat zu erhalten, missen die in den Ribosomen als lineare Peptidstrange synthetisierten
Proteine eine wohldefinierte dreidimensionale Struktur einnehmen. Wahrend dieses
Prozesses verhindern HSPs Fehlfaltungen und Aggregationen, die bei einem zytosolischen
Proteinlevel von 300-400 g/L unvermeidbar waren. Obwohl sich die exakte Funktionsweise
der verschiedenen Chaperone voneinander unterscheidet, teilen alle das grundlegende Prinzip
der Erkennung hydrophober Reste sowie freiliegender Regionen des Proteinbackbones und

der Bereitstellung einer abgeschirmten Umgebung. Neu synthetisierte Peptidstrange, aber
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auch Proteine, bei denen es zu einer zelluldr stressbedingten Auflésung der Proteinstruktur

gekommen ist, konnen hier ihre korrekte Faltung einnehmen. !

Wahrend HSPs unter normalen Bedingungen lediglich vortibergehend bei zellularem Stress
durch ,,Heat Shock*-Faktoren (HSF) induziert werden, liegen HSPs bei Krebszellen haufig
konstitutiv iiberexprimiert vor.**! Dies konnte beispielsweise fir HSP90 in MM-Zellen
gezeigt werden.B% Als Ursache fiir diese Beobachtungen hat sich die Hypothese der
Chaperon-Abhangigkeit von Krebszellen etabliert. Schliisselelemente in der Entwicklung der
Tumore sind genetische Mutationen und eine erhohte Proteinexpression. Sowohl der erhohte
Proteinlevel als auch die immanente Instabilitdt der mutierten Proteine fihren zu einem

erhohten Bedarf an HSPs in Krebszellen.

Proliferation

Immunsupression T Zelltod

w A

,Heat Shock”-
Stoffwechsel- € System

modulierung
"4 N

Gewebeinvasion & Angiogenese
Metastasierung

Alterungsprozess

Abbildung 5:  Das ,,Heat Shock“-System ist in zahlreichen Prozessen der Tumorgenese involviert. Abbildung
erstellt in Anlehnung an Lit. [35].

Das ,,Heat Shock“-System ist dariiber hinaus bei nahezu allen zentralen Prozessen involviert,
die als Merkmale von Krebserkrankungen gelten. Hierzu z&hlen die Aufrechterhaltung der
kontinuierlichen Proliferation, die Inhibition des programmierten Zelltods, die Verhinderung
eines replikativ bedingten Alterungsprozesses, die Forderung der Angiogenese, die
Gewebeinvasion und Metastasierung, die Modulierung des energetischen Stoffwechsels

sowie die Immunsuppression (Abb. 5).5

Als potenzielles Target zur Behandlung von Krebserkrankungen hatte sich daher zundchst
das in diese Prozesse hdaufig involvierte HSP90 etabliert. Es folgte die Entwicklung
verschiedener HSP90-Inhibitoren, wie beispielsweise die Geldanamycinderivate 17-AAG
(4a) und 17-DMAG (4b) oder das Isoxazol NVP-AUY922 (5), die gleichzeitig multiple
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onkogene Signalwege blockieren (Abb. 6).2% 1 Wahrend sich Inhibitoren des HSP90 in
praklinischen MM-Studien als erfolgreich herausstellten,% *4! zeigten sie in der klinischen
Therapie nur begrenzte Wirksamkeit.”*?! Vielmehr wurde beobachtet, dass eine Inhibition von
HSP90 zu einer starken und schnellen HSF-1-vermittelten Hochregulation der HSP70-
Expression fuhrt. Die Hypothese, dass das hochregulierte HSP70 die Inhibition von HSP90
kompensiert und so zu einer Abschwachung der Antitumoraktivitat fihrt, wurde
experimentell bestatigt.[**! So wiesen MM-Zellen, in denen entweder HSF-1 oder HSP70
genetisch deaktiviert wurde, eine erhdhte Sensitivitat gegentiber HSP90-Inhibitoren auf.[* %]
Heute wird daher davon ausgegangen, dass eine duale Hemmung von HSP90 und des

HSF-1/HSP70-Systems essenziell flr eine wirksame Behandlung des Multiplen Myeloms ist.

Geldanamycin: R = OCHj, 5
4a: R =NHCH,CH=CH,
4h: R= NHCHQCHQN(CHg)z

Abbildung 6: Die HSP90-Inhibitoren 17-AAG (4a), 17-DMAG (4b) und NVP-AUY922 (5) wurden in
klinischen Studien als Wirkstoffe zur Behandlung von Krebserkrankungen untersucht.

Inhibition des HSF-1-Signalwegs: Als Haupttranskriptionsfaktor reguliert HSF-1 die
Expression von ,Heat Shock“-Proteinen in einem mehrstufigen Prozess (Abb.7). Im
stressfreien Grundzustand der Zelle liegt HSF-1 als inaktives Monomer in einem HSP-
Komplex u.a. mit HSP70 vor. Besteht fur die Stabilisierung und Faltung neu synthetisierter
oder degenerierter Proteine ein erhohter Bedarf an HSPs, wird HSF-1 aus diesem Komplex
freigesetzt. Wéhrend so bereits die zuvor gebundenen HSPs fiir diese Aufgabe bereitstehen,
wird Uber den sogenannten HSF-1-Signalweg die Expression weiterer HSPs induziert. Das
durch Trimerisierung und Phosphorylierung aktivierte HSF-1 transloziert in den Zellkern, wo
es an ,,Heat Shock“-Elemente (HSE) der Promotersequenz innerhalb der HSP-Gene bindet.
Durch die Rekrutierung von Co-Regulatoren wie der RNA-Polymerase und des ,,positiven
Transkription Elongationsfaktors b* (p-TEFb) wird die Transkription der HSP-DNA in die
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entsprechende RNA eingeleitet. Im darauf folgenden Translationsprozess werden schliellich

die benotigten HSPs exprimiert und somit flr die Stabilisierung von Klienten-Proteinen

bereitgestellt.l¢ 471
KNK437 (7)
0 Stresgenin B (8)
¢§ Quercetin (6) @WY‘D
) \/ %40
QO
Konfiguration neuer oder @
degenerierter Proteine Trimerisierung & Zellkern
Phosphorylierung Triptolid (9)

von HSF-1 KRIBB11 (10)

2|l ¢V

Protein

Synthese Komplex aus HSPs

und inaktivem HSF-1

0(‘/

Quinacrin (11)
Ala*-Polyamid

HSP

Translation Emetinderivate

2.B. NZ28 (12)

Abbildung 7:  Schematische Darstellung der HSF-1 vermittelten HSP Expression und der Interaktionsstellen
verschiedener Inhibitoren des HSF-1-Signalwegs. Abbildung erstellt in Anlehnung an Lit. [46]
und Lit. [48].

Wahrend bisher keine direkten Inhibitoren des HSF-1-Proteins bekannt sind, wurden in den
vergangenen Jahren einige Verbindungen identifiziert, die an verschiedenen Stellen in den
HSF-1-Signalweg eingreifen (Abb. 7, 8).1 #"I Das Flavonoid Quercetin (6) inhibiert in vitro
zwar wirksam die Resonanz des ,,Heat Shock“-Systems, allerdings wird als Wirkort eine
Proteinkinase vermutet, die fur die initiale HSF-1-Aktivierung benétigt wird. Bei der
benodtigten Konzentration an Quercetin werden daneben eine Reihe weiterer Proteinkinasen
inhibiert, was zu zahlreichen Nebenwirkungen fuhrt und als Argument gegen eine spezifische
Interaktion mit dem HSF-1-Signalweg angefiihrt wird.[*) Eine Inhibition der HSP-Expression
wurde auch fur das Benzylidenlactam KNK437 (7) und Stresgenin B (8) beschrieben, wobei
7 allerdings eine sehr geringe Wirksamkeit besitzt und der molekulare Wirkmechanismus
beider Verbindungen unbekannt ist. Triptolid (9) hingegen, das aus Tripterygium wilfrodii
isoliert wurde, wirkt bereits im niedrigen nanomolaren Bereich und gilt damit als potentester
Inhibitor des HSF-1-Signalwegs. Als Mechanismus wurde die Inhibition des RNA-

Polymerase-abhangigen Transkriptionsprozesses identifiziert.% 5
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Abbildung 8: Die literaturbekannten Inhibitoren des HSF-1-Signalwegs: Quercetin (6), KNK437 (7),
Stresgenin B (8), Triptolid (9), KRIBB11 (10), Quinacrin (11) und NZ28 (12).

Bei einem Datenbankscreening synthetischer Verbindungen wurde Kkirzlich das
Indazolderivat KRIBB11 (10) als Inhibitor des HSF-1-Signalwegs gefunden. Als
Mechanismus wurde das Eingreifen in die Anlagerung des Co-Regulators p-TEFb an die
HSP70-Promoterregion identifiziert. Mit Konzentrationen im Bereich von 10-20 puM besitzt
10 jedoch eine relativ geringe Wirksamkeit.®? Auch fir den Antimalaria-Wirkstoff
Quinacrin (11) wurde die Inhibition der HSP70-Induktion berichtet. Im HSF-1-Signalweg
wird eine Interaktion im Transkriptionsprozess postuliert, was sich mit den bekannten DNA-
interkalierenden Eigenschaften von 11 aus dem Wirkmechanismus bei Malaria deckt.l*”? Mit
dem Nebenwirkungspotential eines genotoxischen Wirkstoffes erscheint 11 damit jedoch als

suboptimale Leitstruktur fir die Entwicklungen spezifischer Inhibitoren.®!

Erst kirzlich wurde ein B-Alaninreiches Polyamid vorgestellt, das durch Blockierung von
HSEs der HSP70-Promoterregion die Bindung von HSF-1 verhindert. Eine Inhibition der
HSP70-Induktion konnte in Zellen jedoch nicht erreicht werden, was auf ein geringes
Penetrationsvermdgen des Peptids in die Zelle und/oder den Zellkern zurtickgefuhrt wird.¥
Aus einem weiteren Screening von 20.000 Verbindungen diversen Ursprungs ging das
Emetinderivat NZ28 (12) als Inhibitor der HSP70-Induktion hervor. NZ28 zeigt bei niedriger
mikromolarer Aktivitdt und geringer akuter Toxizitdt eine starke Sensitivierung von

Myelomzellen gegen Proteasom- und HSP90-Inhibitoren. Durch Untersuchung des
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Mechanismus konnte eine relativ spezifische Wirkung auf die Translation von HSP70 gezeigt
werden. Eine unspezifische Inhibition des Translationsprozesses erscheint hingegen
unwahrscheinlich, da die Induktion zweier unabhangiger Reporterproteine nicht inhibiert
wurde. Das Emetinderivat 12 stellt damit eine vielversprechende Grundstruktur fir weitere

Entwicklungen von Inhibitoren des HSF-1-Signalwegs dar.!*"!

Inhibition von HSP70: Neben der Inhibition des HSF-1-Signalwegs eignet sich auch die
direkte Inhibition von HSP70, um dessen induzierte Expression nach HSP90-Inhibition zu
kompensieren.** **! Wahrend zur Familie der humanen HSP70-Proteine acht Mitglieder
zahlen, die sich in ihrer exakten Peptidsequenz, ihrem Expressionslevel und ihrem zellularen
Aufenthaltsort unterscheiden, stellen HSP72 und HSP73 die bedeutendsten zytosolischen
Isoformen dar. Das induzierbare HSP72 liegt unter normalen Bedingungen nur in geringen
Mengen vor, wird aber bei zellularem Stress sehr stark exprimiert. Dahingegen ist HSP73,
das auch als HSC70 bezeichnet wird, auch in tumorfreiem Gewebe konstitutiv exprimiert.’®!
Strukturell bestehen alle HSP70-Isoformen aus zwei Regionen mit unterschiedlicher
Funktionalitat. Wahrend der ATP-Umsatz an der N-terminalen Nukleotidbindedoméne
(NBD) stattfindet, lauft der Faltungsprozess von Klientenproteinen an der C-terminalen
Substratbindedoméne (SBD) ab. NBD und SBD sind dabei Uber eine kurze Peptidsequenz
verknupft, die als Interdomén-Linker bezeichnet wird (Abb. 9). Die NBD lasst sich weiter in
zwei Seitenfligel unterteilen, die eine Klemmen-dhnliche Struktur bilden. Durch
Rontgenstrukturanalysen konnte die ATP-Bindestelle am Boden der gebildeten Spalte
lokalisiert werden. Die SBD wird aus einer B-Faltblattstruktur gebildet, an der eine a-helikale

Subdoméne befestigt ist und die &hnlich einem Deckel fungiert.[55]
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B-Faltblatt SBD

a-Helix

ATP Kanal N

Abbildung 9:  HSP70 besteht aus einer Nukleotidbindedoméne und einer Substratbindedomane, die durch den
sog. Interdoman-Linker verknipft sind. Die Darstellung beruht auf der Kristallstruktur des
HSP70-Analoga aus E. coli (pdb 2KHO).F®!

Die zyklische Chaperonaktivitat von HSP70 wird maligeblich durch die Wechselwirkung von
ATP und ADP mit der NBD bestimmt. Im ATP-gebundenen Zustand befindet sich der
a-helikale Deckel der SBD in einem offenen Zustand, sodass der Austausch von Klienten-
proteinen moglich ist (Abb. 10, A). Mit der Hydrolyse von ATP zu ADP wird Energie flr
eine konformelle Anderung der SBD bereitgestellt, die zur SchlieRung des Deckels und damit
zu einer erhohten Bindungsaffinitat des Substrats fuhrt (Abb. 10, B). Nach dem
Faltungsprozess muss fur die Freisetzung des Substrats abschlieiend ADP eliminiert und
ATP erneut gebunden werden (Abb. 10, C). Urséchlich fir die konformellen Anderungen
wéhrend des ATP-Umsatzes scheint eine allostere Kommunikation zwischen NBD und SBD

zu sein, in die der Interdomanlinker involviert ist.>® 571

In den Chaperonzyklus integriert sind Wechselwirkungen von HSP70 mit verschiedenen Co-
Chaperonen, die sich in drei Gruppen einteilen lassen. Durch Interaktionen mit der NBD von
HSP70 beschleunigen HSP40-Proteine den ATP-Umsatz um nahezu eine GroRenordnung,
womit die ADP-Freisetzung zum geschwindigkeitsbestimmenden Schritt wird. Die
Eliminierung von ADP wird durch NEFs (engl. nucleotid exchange factors) beginstigt, die
ebenfalls an die NBD von HSP70 binden. Zusammen katalysieren HSP40 und NEFs so die
ATPase-Aktivitdt von HSP70, die sich direkt auf die Substratbindung auswirkt. Die dritte
Klasse, die TPR-Domanen Co-Chaperone (engl. tetratricopeptid repeat), bindet an die in der
SBD von HSP70-enthaltene EEVD-Peptidsequenz. Durch die gleichzeitige Interaktion mit
einem weiteren EEVD-Motiv, das sich auch in anderen HSPs befindet, wird die Anordnung
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von Multi-Chaperonkomplexen initiiert und so der Substrataustausch z.B. zwischen HSP70
und HSP9O0 realisiert (Abb. 10).1°%>

Abbildung 10: Schematische Darstellung des Chaperonzyklus von HSP70. Abbildung erstellt in Anlehnung an
Lit. [55].

Die in den vergangenen Jahren identifizierten pharmakologischen Inhibitoren von HSP70
lassen sich nach der Protein-Doméne gruppieren, mit der sie interagieren (Abb. 11, 12). Bei
der ersten Verbindung, fur die eine Inhibition der ATPase-Aktivitat von HSP70 berichtet
wurde, handelt es sich um NSC 630668 (13), das aus einem Screening des National-Cancer-
Instituts hervorging. Obwohl die exakte Bindestelle von 13 an HSP70 bis heute nicht bekannt
ist, geht man davon aus, dass der Aktivitat eine Interaktion mit der NBD-Region zu Grunde
Iiegt.[eo] Die in Anlehnung an 13 untersuchten funktionalisierte Dihydropyrimidine zeigten
eine divergente pharmakologische Wirkung auf die HSP70-Aktivitat. Wahrend MAL3-101
(14) eine HSP40-abhdngige Inhibition der ATP-Hydrolse zeigte und so die NBD als
Bindestelle vermutet wird, verstarken strukturell sehr dhnliche Derivate den ATP-Umsatz.
Die Analyse von etwa 30 analogen Substanzen, die mit 75-300 puM nur relativ schwach
wirksam waren, konnte keine klaren Struktur-Wirkungsbeziehungen offenbaren.*® Die
Bindestelle von Sulfoglykolipiden wie adaSGC (15) wurde mit Hilfe von Peptidmodifi-
kationen an der NBD lokalisiert. Mit einem ICso von 50 UM inhibiert 15 die ATPase-
Aktivitat von HSP70 in nichtkompetetiver Weise, wenngleich eine Spezifitat fir HSP70 nicht
gezeigt wurde.™ Auch das Rhodacyaninderivat MKT-077 (16) bindet an der NBD von
HSP70 und konnte in vitro die Proliferation von verschiedenen Krebszellen inhibieren. In
klinischen Studien zeigte sich jedoch, dass eine therapeutische Dosis aufgrund der geringen

Bioverfiigbarkeit nicht erreicht werden konnte und Nieren-toxische Effekte auftraten.l®®
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Fir Apoptozol (17), das als potenteste Verbindung aus einem Screening von
Imidazolderivaten hervorging, ist die Induktion von Apoptose in embryonalen Karzinom-
zellen berichtet. Als Grundlage daftr wird die mittels Oberflachenplasmonresonanz-
spektroskopie gezeigte Wechselwirkung mit humanem HSP72 und HSP73 vermutet.* Die
Ergebnisse einer molekularen Modelling-Untersuchung legen eine Interaktion mit der ATP-
Bindestelle der NBD nahe.®® Aufgrund der sehr hohen Lipophilie (clogP = 7.5) und einem
molekularen Gewicht von uber 600 g/mol wird jedoch auch eine mdgliche unspezifische

Proteinwechselwirkung diskutiert.>
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Abbildung 11: Die Inhibitoren NSC 630668 (13), MAL3-101 (14), adaSGC (15), MKT-077 (16), Apopto-
zol (17) und Ver-15508 (18) interagieren mit der NBD-Region von HSP70.

Die Inhibition der ATP-Bindetasche von HSP70 wurde auch mit Adenosinderivaten
untersucht, die auf Grundlage von strukturbasiertem Design entwickelt wurden. Mit
Ver-15508 (18) wurde dabei eine Verbindung gefunden, die sowohl den ATP-Umsatz als

auch die Chaperonaktivitat, die am Rickfaltungsvermdgen von degenerierter Luciferase
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gemessen wurde, inhibiert.!®? Bei In-vivo-Untersuchungen zeigte sich jedoch, dass 18 einem
schnellen Metabolismus und Ausscheidungsprozess unterliegt, sodass pharmakologisch
wirksame Konzentrationen nicht erreicht werden konnten.®® Grund dafiir kénnte die
anomere Bindung zwischen Zucker- und Baseneinheit sein, die zu geringerer metabolischer
Stabilitat tendiert. Die vergleichbare Aktivitat von 18 an anderen HSPs wie GRP78 offenbart
zudem eine geringe Selektivitat, die grundsatzlich zweifeln lasst, ob die sehr konservierte
ATP-Tasche, die sich in einer Vielzahl unterschiedlicher Proteinen findet, flr die

Entwicklung von HSP70-Inhibitoren geeignet ist.1*> ®4

Zu den Inhibitoren von HSP70, die mit der SBD-Region interagieren, zéhlt 2-PES (19). Der
molekulare Wirkmechanismus beruht dabei auf der Stérung der Interaktion von HSP70 mit
seinen Co-Chaperonen. Allerdings sind fiir 19 auch eine Reihe weiterer biologischer Effekte,
wie die Interaktion mit dem Tumorsupressor-Protein p53 oder dem mitochondrialen
Apoptose-Signalweg, beschrieben. Grund fir diese Beobachtungen konnte die EWG-
substituierte Dreifachbindung und die geringe GréRRe von 19 sein, womit die Interaktion als
Michael-Akzeptor bei Reaktionen mit Thiolresten verschiedener Proteine denkbar ist.>®
Daneben sind verschiedene Peptide beschrieben, die aufgrund ihrer Wechselwirkung mit der
SBD-Region die HSP70-Aktivitat inhibieren. So hemmt Pyrrhocoricin (20) den ATP-
Umsatz, was auf eine Interaktion zurlickgefiihrt, die den a-helikalen Deckel der SBD im
geschlossenen Zustand halt und so die Substratfreisetzung blockiert.™® Basierend auf der
Erkenntnis, dass zu den HSP70-Clienten auch der Apoptose induzierende Faktor (AIF) zéhlt,
wurde das Peptide ADD70 (21), das auf ausgewahlten Abschnitten der Aminosauresequenz
von AIF beruht, als Inhibitor der Substratbindetasche entwickelt. Bei In-vitro und In-vivo-
Untersuchungen konnte so eine Sensitivierung von Krebszellen gegeniiber der Behandlung
mit Cisplatin erreicht werden.®™ Daneben lieferte ein Screening einer Peptidaptamer-
Bibliothek die Sequenz aus acht Aminosauren A8 (22), die an die SBD-Region von HSP70
bindet und dessen Chaperonaktivitat inhibiert.”® Allerdings raumen die Autoren
abschliel’end ein, dass derartige Peptide aufgrund ihrer geringen Gréf3e und hohen Polaritéat
wahrscheinlich nur eine geringe Bioverfugbarkeit besitzen, da sie dem Blutkreislauf durch
renale Ausscheidung schnell entzogen werden diirften.’®® Dariiber hinaus unterliegen kurze
lineare Aminoséuresequenzen hdufig einem schnellen Abbau durch unspezifische Peptidasen,

was deren Halbwertszeit unter physiologischen Bedinungen stark begrenzen dirfte.
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o Peptid Aminoséuresequenz
<:> — o 20 VDKGSYLPRPTPPRPIYNRN
'NH, 21 AIF-Sequenz gekirzt um
19 A1-100, A367-466 und A567-609
22 SPWPRPTY

Abbildung 12: Die Inhibitoren 2-PES (19) sowie die Peptide Pyrrhocoricin (20), ADD70 (21) und Aptamer
A8 (22) wechselwirken mit der SBD-Region von HSP70.

Obwohl durch die bisherigen Ansatze zur Entwicklung von Inhibitoren von HSF-1 und
HSP70 zahlreiche neue Erkenntnisse bezlglich deren biomolekularer Eigenschaften
gewonnen wurden, mangelt es jedoch weiterhin an klinisch relevanten Inhibitoren. Das
enorme therapeutische Potenzial einer dualen Hemmung von HSP90 und des HSF-1/HSP70-
Systems, das genetische Knockdown-Experimente bereits gezeigt haben, lasst weitere

Forschungen auf diesem relativ jungen Gebiet duBerst lohnenswert erscheinen.
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2 Zielsetzung

Das HSF-1/HSP70-System hat sich in den vergangenen Jahren zu einem
vielversprechenden molekularen Zielsystem in der Krebsforschung entwickelt. So konnte
dessen pathogene Rolle bei der Erkrankung am Multiplen Myelom gezeigt werden.®"! In
praklinischen und klinischen Studien zur Behandlung von MM mit HSP90-Inhibitoren zeigte
sich zudem eine erhéhte HSF-1-vermittelte Expression von HSP70, was als Grund fir die
Abschwéchung des Antitumoreffekts betrachtet wird.** % In Einklang damit konnte kiirzlich
gezeigt werden, dass eine entsprechende genetische Deaktivierung (RNA-Silencing) von
entweder HSF-1 oder HSP70 zu einer erhéhten Sensitivitdit von MM-Zellen gegenuber
HSP90-Inhibitoren fihrt.*®! Pharmakologische Inhibitoren des HSF-1-Signalwegs und von
HSP70 werden daher als vielversprechende Therapeutika bei der Behandlung von MM
betrachtet. Allerdings fehlen bis dato klinisch relevante Wirkstoffe, die den HSF-1-Signalweg
oder HSP70 wirksam inhibieren kdnnen.

Unter den bekannten Inhibitoren des HSF-1-Signalwegs stellt das Emetinderivat NZ28 (12)
die vielversprechendste Grundstruktur fur weitere Entwicklungen dar (vgl. Kapitel 1.2).
Strukturell setzt sich 12 aus einem trizyklischen Ringsystem mit einem daran geknipften
Tetrahydroisochinolinsubstituenten zusammen. Da formal auch der Trizyklus selbst ein
Tetrahydroisochinolingertst enthélt, wurde in Vorarbeiten untersucht, in wieweit die
Inhibition des HSF-1-Signalwegs auf dieses Strukturmotiv zuriickzufiihren ist.”® Dabei
zeigte sich, dass die Isochinolin-Derivate 23a und 23b® die HSF-1 vermittelte Expression
von HSP70 bei einer Konzentration von 100 uM zu inhibieren vermochten. Um zu
untersuchen, ob Tetrahydroisochinoline eine Leitstruktur fur die Entwicklung von HSF-1-
Inhibitoren darstellt und durch Variation des Substitutionsmusters eine Steigerung der HSF-
1-Aktivitat zu erzielen ist, sollten im Rahmen dieser Arbeit verschiedene phenylsubstituierte
Tetrahydroisochinolin-Derivate mit Hilfe einer sequentiellen Ugi-Heck-Reaktion hergestellt

werden.



ZIELSETZUNG 19

23a: R=H
23b: R=Me

Abbildung 13: Wie das Emetinderivat NZ28 (12) vermogen auch die Tetrahydroisochinolin-Derivate 23a und
23b die HSF-1 vermittelte Expression von HSP70 zu inhibieren.

Daneben stand die Entwicklung von HSP70-Inhibitoren im Fokus dieser Arbeit.
Ausgangspunkt daftr war das Ergebnis eines virtuellen Screenings, das in der kooperierenden
Arbeitsgruppe Sotriffer durchgefihrt wurde. Im Gegensatz zu den bisher bekannten HSP70-
Inhibitoren, die entweder mit der SBD- oder NBD-Region interagieren, wurde dabei nach
Wirkstoffmolekilen gesucht, die mit dem Interdomanen-Interface wechselwirken. Bei der
aktivsten Verbindung dieses Screenings handelte es sich um das Tetrahydroisochinolinon-

Derivat 24a, das an MM-Zellen in mikromolarer Konzentration wirksam war (Abb. 14).

(%) trans-24a

Abbildung 14: Strukturelle Modifikationen des virtuellen Screening-Hits sollten wesentliche Strukturelemente
offenbaren und das Ableiten von Struktur-Wirkungsbeziehungen ermdglichen.

Daher sollte eine Syntheseroute zum virtuellen Screening-Hit etabliert werden, die sich gut
fur die Erstellung einer Bibliothek analoger Derivate eignet. Auf Basis systematischer
Variationen sollten Struktur-Wirkungsbeziehungen abgeleitet werden und so die fur die

Bioaktivitat wesentlichen Strukturelemente ermittelt werden.
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3  Ansitze zur Entwicklung von HSF-1-Inhibitoren

Nachdem gezeigt werden konnte, dass hochreguliertes HSP70 mafRgeblich in die
Abschwachung des Anti-Tumoreffekts bei der Behandlung von MM mit HSP90-Inhibitoren
involviert ist, wird eine duale Hemmung beider ,,Heat-Shock“-Proteine als vielverspre-
chender Therapieansatz gehandelt.[**! Aufgrund seiner Funktion als Transkriptionsfaktor fir
die HSP70-Expression wird in diesem Zusammenhang auch HSF-1 als potenzielles Ziel fir
eine pharmakologische Intervention betrachtet.*) Um zu untersuchen, in wieweit das in
NZ28 (12) sowie in 23a und 23b enthaltene Tetrahydroisochinolin-Gerdst als Leitstruktur fir
neuartige Inhibitoren des HSF-1-Signalwegs dienen kann, sollte eine Serie unterschiedlich
substituierter Tetrahydroisochinolin-Derivate hergestellt werden.

Neben der klassischen Pictet-Spengler-Reaktion,!™™ die in der Regel auf aktivierte Aromaten
angewiesen ist und nur wenige Moglichkeiten flr das Einfligen von Substituenten bietet, sind
heute flexiblere Methoden fir die Synthese von Tetrahydroisochinolinen verfiigbar. So lassen
sich nach einer von Zhu et al. beschriebenen 3-Komponenten-Reaktion Tetrahydroiso-
chinoline synthetisieren, die in Position 1 und 2 des Piperidinrings je nach verwendeten
Edukten unterschiedlich substituiert sind (Abb. 15, Typ A)."? Eine ebenso flexible Methode
stellt die zweistufige Ugi-Heck-Reaktion dar.l”®! Da die Produkte dieser Synthese dariiber
hinaus die Mdglichkeit bieten, den Einfluss von drei unterschiedlichen Substituenten auf die
Bioaktivitat zu untersuchen, wurde diese Synthesemethode fiir die Herstellung einer ersten
Serie von Tetrahydroisochinolinonen gewahlt (Abb. 15, Typ B).

HN" S0
R2

Typ A TypB

Abbildung 15: Wahrend sich nach einer Methode von Zhu et al. Tetrahydroisochinoline herstellen lassen, die
in Position 1 und 2 substituiert sind (Typ A), tragen die Produkte der Ugi-Heck-Reaktion in
Position 4 des heterozyklischen Systems zusatzlich eine substituierte Doppelbindung (Typ B).
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3.1 Synthese von Tetrahydroisochinolinonen via Ugi-Heck-Reaktion

Substituierte Tetrahydroisochinolinon-Derivate (25) lassen sich via Heck-Reaktion
aus a-Acylaminocarboxamiden (26) herstellen, wenn diese eine Arylhalogenid-Funktion und
ein Olefinsystem tragen, die beide Uber eine zentrale Amid-Einheit verknipft sind.
Entsprechende Substrate lassen sich wiederum in nur einem Reaktionsschritt mit Hilfe der
Ugi-Multikomponentenreaktion synthetisieren (Schema 1). Durch die Maoglichkeit, die
verwendeten Edukte hierbei flexibel zu variieren, stellt die Reaktion aus sequentieller Ugi-
und Heck-Reaktion eine attraktive Methode fir die Herstellung divers substituierter

Tetrahydroisochinolinon-Derivate dar.

Br
H o
3
2fa ) Ugi T Heck
NC = gl ec
2° = = 3
L LT T e g T
HO™ ~0 R2 NE® R2’ N0
NH,
R 26 25
29
Schema 1: Die sequentielle Ugi-Heck-Reaktion bietet in nur zwei Reaktionsschritten Zugang zu hoch

substituierten Tetrahydroisochinolinon-Derivaten.

Im ersten Schritt werden nach einer von Ugi et al. zu Beginn der 1960er Jahre beschriebenen
Reaktion 2-Brombenzaldehyd (27a) mit einem Amin (28), einem Isocyanid (29) und einer
a,B-ungesattigten Carbonsaure (30) umgesetzt (Schema 2).Y Dabei reagiert zunéchst die
Aldehydverbindung mit dem Amin zum entsprechenden Imin. Das durch Protonierung durch
die Carbonsdure entstehende Iminium-lon wird anschlieBend nukleophil vom Isocyanid-
Derivat angegriffen. Durch Addition des Carboxylats an das nun elektrophile
Kohlenstoffatom des Isocyanids bildet sich ein Iminoacyl-Intermediat, das sich in einem
irreversiblen Schritt zum o-Acylaminocarboxamid (26), dem Produkt der Ugi-Reaktion,
umlagert. Wesentliches Element dieser Umlagerung ist der 1,4-(O,N)-Acyltransfer, der auch

als Mumm-Umlagerung bekannt ist.["!
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Die fur die nachfolgende intramolekulare Heck-Reaktion essenzielle Arylhalogenid- und
Olefinstruktur werden Uber die Aldehyd- und die Carbonsaure-Komponente in das a-Acyl-
aminocarboxamid eingefugt und befinden sich im Ugi-Produkt in 1,6-Position zueinander.
Das Stickstoffatom des Amin-Edukts liegt im Produkt in Benzylposition, sodass sich durch
die im zweiten Schritt eingeleitete Ringschlussreaktion ein Isochinolin-Grundgerdist bildet
(Schema 2).

R1
H2N N/R1 H +,R1

28 | e
P (Y T v
Br O C

f (_))K/\R?’
R HY R’ 1
Br N7 0 Br 1NB'_\' BrH‘N’R/ 30

O4

1 0 ~R®
-« T SN
R2,NH R2,N (o) ©/\KJN‘R2

Schema 2: Der Mechanismus der Ugi-Reaktion zeigt, wie die Umsetzung von Aldehyden (27),
Aminen (28), Isocyaniden (29) und Carbonséuren (30) zur Bildung von a-Acylamino-
carboxamiden (26) fiihrt.

Nach dieser Reaktion wurde eine Serie unterschiedlich substituierter o-Acylamino-
carboxamide hergestellt (Tabelle 1). Die Synthese wurde bei Raumtemperatur in
absolutiertem Methanol unter Argon-Atmosphére durchgefiihrt und lieferte die Produkte
26a-k in Ausbeuten von 37-81%.
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Br
H” 0
27a Br
R2-NC + HZN,R1 N RZ,H R
29 o 28 © 09\l
o)\[ (%) 26a-k
30 R
# R! R? R? Produkt [%]
1 Me (28a) Bn (29a) Ph (30a) (x)26a 77
2 c-Propyl (28b) Bn (29a) Ph (30a) () 26b 57
3 Bn (28¢) Bn (29a) Ph (30a) (x)26c 75
4 4-MeO-Bn (28d) Bn (29a) 4-MeO-Ph (30b) (%) 26d 60
5 n-Propyl (28e) c-Hexyl (29b) 4-MeO-Ph (30b) () 26e 72
6 Furan-2ylmethyl (28f) c-Hexyl (29b) Me (30c) (x) 26f 81
7 3,4-(Me0),-Phenethyl (280) n-Pentyl (29c¢) H (30d) (x)26g 69
8 2-Cl-Bn (28h) t-Butyl (29d) Me (30c) (£) 26h 69
9  2-(2-Hydroxyethoxy)ethyl (28i) t-Butyl (29d) H (30d) () 26i 41
10 Bn (28¢) 2-Morpholinethyl (29¢) 2,4-(Cl),-Ph (30e) (%) 26j 37
11 n-Propyl (28e) 2-Morpholinethyl (29e) Ph (30a) () 26k 39

Tabelle 1:

Die auf Basis der Ugi-Reaktion hergestellten a-Acylaminocarboxamide 26a-k.

Die Konstitution des a-Acylaminocarboxamid-Gerists, die wéhrend der Multikomponenten-

reaktion aus der beschriebenen Abfolge mehrerer einzelner Reaktionsschritte entsteht, konnte
anhand der Kristallstruktur des Ugi-Produkts 26h nochmals belegt werden (Abb. 16).

Abbildung 16: Die Strukturformel und Rontgenkristallstrukturt von Verbindung 26h.
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Im zweiten Reaktionsschritt wird die intramolekulare Kniipfung der C-C-Bindung mit Hilfe
der Heck-Reaktion durchgefiihrt. Die Palladium-katalysierte Kreuzkupplung verlauft dabei
uber einen mehrstufigen Reaktionsmechanismus, der mit der In-situ-Generierung der Pd(0)-
Spezies beginnt. Unter den bekannten mono- und bidentaten Phosphin-Liganden kommt
dabei haufig Triphenylphosphin zum Einsatz. Die aktive Katalysatorspezies
Pd°(PPhs),(OAC) wird aus Pd(OAc), und PPhs gebildet (Schema 3).[""!

0
+| [ PhsP-Pd-OAc 0 -
PhsP_ OAc + PPhs, H0 PhsP_
Pd(OAc), + 2 PPhy —»> _PdY — + -~ _Pd-OAc
AcO" W PPhs ¥ - (O)PPhg, HOAc, H* | PhsP
[ PhsP-OAc
Schema 3: Generierung der aktiven Pd’-Spezies aus Pd(OAc), und PPhs.

Der Katalysezyklus beginnt mit der oxidativen Addition der Arylbromidfunktion der Ugi-
Derivate (26) an die aktive Palladium-Spezies (Schema 4, A). Unter Abspaltung des Bromid-
lons entsteht ein neutraler o-Arylpalladium-(11)-Komplex (B), der die intramolekulare
Olefineinheit in Form eines n-Komplexes vorkoordiniert. In der darauffolgenden syn-
Addition an die Doppelbindung wird diese in die Aryl-Palladium-Bindung insertiert und es
entsteht ein o-Alkylpalladium-Intermediat (C). Nach der Ausbildung der C-C-Bindung findet
eine interne Rotation um die urspriingliche Doppelbindung statt, sodass der p-Wasserstoff in
syn-Orientierung zum Palladiumkomplex steht (D). Dies ist notwendig, da die B-Hydrid-
eliminierung, die hier zur Freisetzung des Z-konfigurierten Alken-Produkts fihrt,
ausschlieBlich aus der syn-Position ablauft (E). Unter Einwirkung einer Base kommt es im
letzten Schritt zur reduktiven Eliminierung, was den Hydrido-Palladiumkomplex in die aktive
Katalysatorspezies zuriickfiihrt (F).l"®]
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HNEt,
_ R-Ar-Br (26)
Pd%(PPh;),(OAc)
F
HPd(PPh;),(OAc)  E A R-ArPdBr(OAc)L,
(A .H
RIN-—<C_ “R® B
e Br
Z-Olefin (25)
D B /~ ArPd(OAC)L,
. H Pd(OAc)L, [
( A H e f
R1N—<_\R3 Rm,uufiﬂ..H
0 C WY NRe
Syn H, Pd
— E-Olefin
(A, Pd(OAC)L,
N I-"'H
TN 7 .
syn Ar, Pd
Schema 4: Der Katalysezyklus der Heck-Kupplung am Beispiel einer intramolekularen Reaktion der Ugi-

Produkte (26).

Die zuvor in der Ugi-Reaktion hergestellten a-Acylaminocarboxamide 26a-h wurden nach

dieser intramolekularen Heck-Reaktion zu den entsprechenden ringgeschlossenen Tetra-

hydroisochinolinon-Derivaten 25a-h umgesetzt (Tabelle 2). Da die Verwendung von Silber-1-

Additiven ein gangiges Verfahren zur Steigerung der Katalyserate darstellt,”™ wurde neben

den Reagenzien, die essenziell fur den Katalyse-Zyklus sind, zusatzlich AgsPO,4 zugesetzt.

Auf diese Weise wird das wahrend der Umsetzung freiwerdende Bromid als Silbersalz

abgefangen und das Reaktionsgleichgewicht auf die Produktseite verschoben.

Pd(OAC),,

R PPh,, NEts,
Ag3PO, 3
R?’ N~ O R?’ N- 0
0O R O R

(+) 26a-h (+) 25a-h
#  Edukt R! R’ R® Produkt Konfig. [%]
1 (+)26a Me Bn Ph ()25a  Z° 50
2 ()26b c-Propyl Bn Ph (*)25b  Z°? 57
3 (%) 26¢ Bn Bn Ph (%) 25¢ z° 77
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#  Edukt R! R? R? Produkt Konfig. [26]

4 (+)26d 4-MeO-Bn Bn 4-MeO-Ph (%) 25d z° 88

5 (%) 26e n-Propyl c-Hexyl 4-MeO-Ph  (¥)25¢ E+2Z° 64 °

6 (%) 26f Furan-2ylmethyl c-Hexyl Me (%) 25f z° 19

7 (x)26g 3,4-(MeO),-Phenethyl n-Pentyl H (%) 25¢ - 10

8 (%) 26h 2-Cl-Bn t-Butyl Me (¥)25h E+z°  37°
Tabelle 2: Mit Hilfe der Heck-Reaktion wurden die a-Acylaminocarboxamide (26) in die entsprechenden

Tetrahydroisochinolinon-Derivate (25) tberflhrt. ® Es konnte nur das Z-konfigurierte Produkt
isoliert werden; ® Verhaltnis der isolierten Isomere: E-/Z-25e 1:5, E-/Z-25h 1:1 ¢ Angegeben ist
die Gesamtausbeute der rein isolierten E- und Z-Diastereomeren.

Wahrend die Zyklisierung der Ugi-Produkte in den meisten Fallen ausschlieBlich das durch
die syn-B-H-Eliminerung bedingte Z-lsomer lieferte, wurde fur Verbindung 25e und 25h
zusétzlich das entsprechende E-Isomer isoliert. Dies konnte mit Hilfe der NMR-Technik der
dipolar Kopplung vermittelten Proton-Proton-Korrelation, auch bekannt als Nuklear-
Overhauser-Effekt (NOE), belegt werden. Wahrend Z-konfigurierte Isomere einen
Overhauser-Effekt zwischen dem olefinischen Proton und dem Proton an C-5 des
Isochinolin-Gerdists zeigen (Abb. 17 und 18, Korrelation I), fehlt diese Korrelation bei den
entsprechenden E-lsomeren. Stattdessen lasst sich bei E-konfigurierten Olefinen eine
Korrelation zwischen dem Proton an C-5 des Isochinolins und den Methylprotonen (Abb. 17
und 19, Korrelation 1) bzw. den ortho-Phenylprotonen (Abb. 17 und 20, Korrelation I11) des
Olefin-Substituenten beobachten.

03
R?” N™ =0 R%” N™ =0 R
o R O R’
Z-lsomer E-lsomer

Abbildung 17: Mit Hilfe der NOESY-Korrelation l&sst sich die Konfiguration der Doppelbindung ermitteln.
I: Z-1somer; I, I11: E-Isomer.
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Abbildung 18: Das NOESY-Spektrum von Verbindung Z-25h zeigt die Korrelation zwischen dem
olefinischen Proton (CH-C-1") und dem aromatischen Proton 5-H des Isochinolin-Gerists.

J 1

N

Abbildung 19: Das NOESY-Spektrum von Verbindung E-25h zeigt die Korrelation zwischen den Methyl-
protonen (1"-H) und dem aromatischen Proton 5-H des Isochinolin-Gerdists.
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Abbildung 20: Das NOESY-Spektrum von Verbindung E-25e zeigt eine Korrelation zwischen den ortho-
Phenylprotonen (2"/6"-H) und dem *H-Signal, das die beiden Proton 5-H und 7-H des
Isochinolin-Gerusts liefern.

Anhand der Kristallstruktur von Z-25e lasst sich sowohl die erfolgreiche Knlpfung der neuen

C-C-Bindung sowie die Z-konfigurierte Doppelbindung erkennen (Abb. 21).

(+) Z-25¢

Abbildung 21: Die Strukturformel und Rontgenkristallstrukturl von Verbindung Z-25e.

Einen weiteren Beleg fur die Konfiguration der exozyklischen Doppelbindung l&sst sich bei
Derivaten mit aromatischen Olefin-Substituenten finden. So kommt es in Folge des
Ringstromeffekts bei E-Olefinen zu einer Verschiebung der *H-NMR-Signale der
Isochinolin-Protonen an C-5, -6 und -7. Der von Aromaten ausgehende diamagnetische
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Ringstrom schwécht das effektive Magnetfeld, das ober- und unterhalb sowie im Inneren des
Rings besteht ab, sodass es in diesen Regionen zu einer verstarkten Abschirmung von
Protonen kommt. In Folge dessen kommt es bei E-konfigurierten Produkten zu einer
Hochfeldverschiebung dieser Protonen, was sich in kleineren ppm-Werten widerspiegelt.’®”

(%) E-25e () Z-25e
Proton & e-konfig [PPM] 8 z-konfig [PPM] A8 z [ppm]
H-1 5.09 5.11 0.02
H-5 7.23 7.68 0.45
H-6 7.08 7.36 0.28
H-7 7.23 7.30 0.07
H-8 7.50 7.53 0.03
Tabelle 3: Die Verschiebung der Protonen des Tetrahydroisochinolinon-Gerists der E- und Z-konfigu-

rierten 25e-Diastereomeren.

Dieser Effekt lasst sich an Verbindung 25e betrachten, die sowohl in E- und Z-Konfiguration
isoliert wurde (Tabelle 3). Wahrend die Isochinolin-Protonen an C-1 und C-8 keine
wesentliche Verschiebungsdifferenz zeigen, erscheinen die Protonen an C-5, -6 und -7 bei
E-25e bei niedrigeren ppm-Werten als bei Z-25e. Die abnehmende Auspragung kann dabei
auf die Entfernung zum aromatischen Olefin-Substituenten zurlckgefihrt werden.
Verbindungen 25a-d, die ebenfalls einen aromatischen Substituenten an der Doppelbindung
des Tetrahydroisochinolin-Gerusts tragen, zeigen dagegen die fir Z-Olefinderivate typische

Verschiebung.

Da aus dem Katalysezyklus der Heck-Reaktion bei Verwendung von E-konfigurierten
a,B-ungesattigten Carbonsduren ausschliellich Z-konfigurierte Tetrahydroisochinolinon-
Produkte freigesetzt werden kdnnen, wird davon ausgegangen, dass im Fall von 25e und 25h
eine nachtragliche Isomerisierung stattgefunden hat. Der reversible Prozess der B-Hydrid-

eliminierung macht eine Ruckaddition des Hydrido-Palladiumkomplexes an die zuvor
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generierte  Doppelbindung mdoglich. In  Abhéngigkeit der Regiochemie dieses
Additionsvorgangs kann nach erneuter B-Hydrideliminierung das urspriingliche Z-Olefin oder
das diastereomere E-Olefin gebildet werden (Abb. 22).["

l', Ar. H Isomerisierung / Ar..
R N—«(_\R3 > R1NﬂH
Z-Olefin E-Qlefin
HPd(PPhS)Q(OAc)\ : ‘|‘ HPd(PPh3),(OAc)

\J ! b

/

i ¥

\ i
L (OAC)Pd H LQ(OAC)Pd H LZ(OAC)Pd H

g
|

A ——— — (A R®
R‘IN_y \ > R1 _/ \ > 1Nb

Abbildung 22: Die Isomerisierung des initial gebildeten Z-Olefins wird durch die Rickaddition des Hydrido-
Palladiumkomplexes an die Doppelbindung in umgekehrter Orientierung und erneute
B-Hydrideliminierung ermdglicht.

Eine schlissige Erklarung, weshalb diese Isomerisierung allerdings ausschliel}lich bei den
Tetrahydroisochinolinon-Derivaten 25e und 25h beobachtet wurde, konnte indes nicht
gefunden werden. So weicht weder das Verhaltnis der eingesetzten Edukte und Reagenzien
noch die Reaktionstemperatur und -dauer von den Gbrigen Synthesen ab. Auch sterische
Aspekte konnen nicht zur Argumentation herangezogen werden, da bei anderen Heck-
Kupplungen mit den gleichen Olefin-Substituenten lediglich das E-konfigurierte Produkt
isoliert werden konnte. Aufgrund der sich abzeichnenden negativen Bioaktivitatsergebnissen

wurden keine weiteren Untersuchungen durchgefihrt.

3.2 Ergebnisse

Die Tetrahydroisochinolinon-Derivate 25a-h wurden in der Arbeitsgruppe Chatterjee
(H. Schraud) auf ihr Inhibitionsvermdgen des HSF-1-Signalwegs untersucht. Dazu wurde die
Erkenntnis genutzt, dass die Behandlung von MM-Zellen mit HSP90-Inhibitoren zu einer
HSF-1-vermittelten Hochregulation der HSP72-Expression fiihrt (vgl. Kapitel 1.2).[4 81
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MM-Zellen wurden daher zunédchst mit den potenziellen Inhibitoren 25a-h inkubiert und
danach mit dem HSP90-Inhibtor NVP-AUY922 (5) behandelt. Durch die anschlielende
Messung des HSP72-Levels via Westernblot-Analyse wurde das Inhibitionsvermégen der
getesteten Substanzen ermittelt. Ein Inhibitor, der regulatorisch in den HSF-1-Signalweg
eingreift, sollte hierbei einen reduzierten Proteinlevel an HSP72 zeigen. Zur Interpretation
der ermittelten Proteinbanden wurden eine Positiv- sowie eine Negativ-Kontrolle
durchgefihrt. Dabei dienten MM-Zellen, die weder mit potenziellen Inhibitoren des HSF-1-
Signalwegs noch mit einem HSP90-Inhibitor behandelt wurden, als Positiv-Kontrolle. Sie
zeigen den HSP72-Proteinlevel im Grundzustand. Als Negativ-Kontrolle dienten MM-Zellen,
die ausschlieBlich mit dem HSP90-Inhibtor NVP-AUY922 (5) behandelt wurden und damit
eine erhohte Expression von HSP72 aufweisen. Um eine spezifische Inhibition des HSF-1-
Signalwegs von unspezifisch zytotoxischen Effekten zu unterscheiden, wurde zuséatzlich der
Level des Strukturproteins a-Tubulin beobachtet. Eine gleichzeitige Reduktion von HSP72

und a-Tubulin wirde eine zytotoxische Wirkung der getesteten Verbindungen nahelegen.

Bei der Aktivitatsuntersuchung zeigte sich jedoch, dass bei einer Konzentration von 50 pM
keines der synthetisierten Tetrahydroisochinolinon-Derivate Z-25a-h die HSF-1-vermittelte
HSP72-Expression zu inhibieren vermochte (Abb. 23). Unabhéangig von den verschiedenen
Substituenten an R!, R? und R® der Tetrahydroisochinolinone (Tabelle 2) fiilhrte die
Behandlung von MM-Zellen mit AUY (5) zu einer unverminderten Hochregulation der

HSP72-Expression.

AUY (5)

(£) Z-25¢c
(%) Z-25a
(£) Z-25b
(£) Z-25¢g
(£) Z-25d
(£) Z-25e
AUY (5)

(£) Z-25f
(£) Z-25h

HSP72

Abbildung 23: Westernblot-Analyse der HSF-1 vermittelten HSP70-Expression nach Behandlung mit den
Tetrahydroisochinolinon-Derivaten Z-25a-h bei einer Konzentration von 50 pM.
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Die ausgebliebene Inhibition der HSP72-Expression ist dartber hinaus unabhéngig vom
eingesetzten Isomer, wie der Vergleich der HSP72-Proteinlevel nach Behandlung mit Z-25e
und E-25e, sowie mit Z-25h und E-25h zeigt (Abb. 24). Auch die E-Isomere konnten bei

einer Konzentration von 50 uM die Hochregulation von HSP72 nicht inhibieren.

AUY (5)

() Z-25h
() E-25h
(%) Z-25e
(%) E-25e

HSPT2 e o

o-Tubulin

Abbildung 24: Die Westernblot-Analyse der HSF-1-vermittelten HSP70-Expression nach Behandlung mit den
E- und Z-1someren der Verbindungen 25e und 25h bei einer Konzentration von 50 pM.

Da unter diesen ersten, via Ugi-Heck-Reaktion erhaltenen, Tetrahydroisochinolinon-
Derivaten keine Verbindung gefunden werden konnte, die eine Inhibition des HSF-1-
Signalwegs zeigte, wurde auf die Synthese weiterer analoger Derivate verzichtet.

Um hingegen zu untersuchen, ob die ausgebliebene Aktivitait auf das spezifische
Substitutionsmuster der Heck-Produkte (25) zuriickzufuhren ist, wurden einige der als
HSP70-Inhibitoren entwickelten Verbindungen (vgl. Kapitel 5.3.2 und 5.3.3) im beschrie-
benen HSF-1-Assay untersucht. Bei diesen Molekilen handelt es sich ebenfalls um
Tetrahydroisochinolinon-Derivate, die sich allerdings im Substitutionsmuster des gesattigten
Ringsystems deutlich von den Heck-Produkten (25) unterscheiden (Abb. 25). So befindet
sich beispielsweise die amidische Carbonylfunktion bei den HSP70-Inhibitoren (24) in
Position 1, wéhrend der entsprechende Carbonyl-Sauerstoff der Heck-Produkte (25) in
Position 3 an das Tetrahydroisochinolin-Gerist gebunden ist. Daneben unterscheiden sich

auch die Positionen der variablen Substituenten R*-R®
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Abbildung 25: Gegeniberstellung des Substitutionsmusters der Tetrahydroisochinolinone 24 und 25.

Um den Einfluss des alternativen Substitutionsmuster zu priifen, wurden vier entsprechende
Verbindungen auf ihre Fahigkeit untersucht, den HSF-1-Signalweg zu inhibieren. Hierzu
wurden exemplarisch die Tetrahydroisochinolinon-4-carboxamide trans-24a und trans-24i
(vgl. 5.3.3) sowie die analogen Tetrahydroisochinolinon-4-carbonsdauren cis-36a und
trans-36a (vgl. 5.3.2) ausgewahlt (Tabelle 4).

R3\_¢o HO.__O
= R1 R1
ZW.
(0] 0]
(%) trans-24a, -24i, -36a (+) cis-36a
#  Verbindung R! R? R®
O\ | =
1 (%) trans-24a P N~
) o,
O\ | N
2 () trans-24i N~
oy >
O
+ el ~ _
3 (+)cis-36a /@f \CLO/
o\
+ -
4 (+)trans-36a /@f \CLO/ OH
Tabelle 4: Die als HSP70-Inhibitoren entwickelten Tetrahydroisochinolinon-Derivate, die auf ihre

Féhigkeit untersucht wurden, den HSF-1-Signalweg zu inhibieren.

Nach Behandlung der MM-Zellen mit Substanzkonzentrationen von 50 uM zeigte die
Westernblot-Analyse jedoch auch fur diese Verbindungen keine signifikant reduzierte
HSP72-Expression (Abb. 26).
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Abbildung 26: Westernblot-Analyse der HSP72-Expression nach Behandlung von MM-Zellen mit den
Tetrahydroisochinolin-Derivaten trans-24a, -24i sowie cis- und trans-36a.

Zusammengefasst legen die Bioaktivitatsergebnisse der getesteten Verbindungen 24a, 24i,
25a-h sowie cis- und trans-36a nahe, dass das in NZ28 (12) enthaltene Tetrahydro-
isochinolin-Gerlst moglicherweise keine Leitstruktur fur Inhibitoren des HSF-1-Signalwegs
darstellt. Der strukturelle Unterschied zwischen den synthetisierten Derivaten und dem
Tetrahydroisochinolin-System in NZ28 (12) konnte eine Ursache fir die Inaktivitat der

untersuchten Verbindungn darstellen.

Uberraschenderweise konnte dagegen fiir einige der als Zwischenprodukte synthetisierten
a-Acylaminocarboxamide 26a-k eine verminderte HSP72-Expression nach Inhibition von
HSP90 beobachtet werden. Wahrend die Westernblot-Analyse der meisten Verbindungen wie
fir 26¢c keinen inhibitorischen Effekt auf die Hochregulation des HSP72-Levels zeigte,
konnte nach Behandlung mit 26a, 26e und 26h (25 uM) eine reduzierte Expression von
HSP72 beobachtet werden (Abb. 27). Nach entsprechender Behandlung der Myelom-Zellen
mit 26b und 26j konnte die HSF-1-vermittelte Hochregulation der HSP72-Expression sogar
ganzlich unterbunden werden. Wie die unverminderten Proteinbanden des Strukturproteins
a-Tubulin zeigen, ist die Viabilitit der Myelom-Zellen zum Zeitpunkt der verminderten
HSP72-Expression nicht beeintrachtigt. Eine unspezifisch zelltoxische Wirkung kann als
Grund fur den reduzierten HSP72-Level somit ausgeschlossen werden.

Eine entsprechende Aktivitatsuntersuchung mit Hilfe eines ELISA-Assays machte dariber
hinaus eine quantitative Auswertung der qualitativen Westernblot-Ergebnisse maoglich.
Hierbei lasst sich die Menge an HSP72 ermitteln, die sich nach Behandlung mit einem
HSP90-Inhibitor im Lysat der MM-Zellen befindet. In Ubereinstimmung mit den

Ergebnissen der Westernblot-Analyse zeigte das a-Acylaminocarboxamid 26¢ keine
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wesentliche Inhibition der HSF-1-vermittelten HSP72-Expression gegeniiber der Negativ-
Kontrolle (Abb. 27). Die Behandlung mit den Derivaten 26a, 26e und 26h vermochte
dagegen die Protein-Expression etwa zu halbieren. Den starksten Inhibitionseffekt zeigten —
wie bereits im Westernblot — Verbindung 26b und 26j. Hier lag die Menge an exprimiertem
HSP72 in der GroRenordnung der unbehandelten Positiv-Kontrolle, was auf eine vollstandige
Inhibition der HSF-1-vermittelten HSP72-Expression hindeutet.
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Abbildung 27: Unter den a-Acylaminocarboxamiden 26a-k, die auf eine Inhibition des HSF-1-Signalwegs
untersucht wurden, vermochten einige Verbindungen die HSP72-Expression zu verhindern.
(links: Westernblot-Analyse, rechts: ELISA-Assay)

Vergleicht man die Strukturelemente der aktiven a-Acylaminocarboxamide 26a, 26b, 26e,
26h und 26j, lassen sich jedoch keine klaren Struktur-Wirkungsbeziehungen gewinnen
(Tabelle 5). Dies wird deutlich, wenn man beispielsweise die Substituenten R* und R? der
beiden aktivsten Derivate 26b und 26j vergleicht. Wahrend 26b an R* einen aliphatischen c-
Propyl-Rest tragt, befindet sich bei 26j an gleicher Stelle eine aromatische Benzyleinheit.
Auch die Substituenten an R? unterscheiden sich in beiden Molekiilen. Verbindung 26b tragt
an dieser Stelle einen Benzylrest, wohingegen 26j mit einem Morpholinoethylrest substituiert

ist.

Die Aktivitatsdaten erlauben daneben auch keine strukturelle Abgrenzung der aktiven von
den inaktiven Derivate. So unterscheidet sich die hochaktive Verbindung 26b nur durch eine
c-Propyleinheit an R' von der nahezu inaktiven Verbindung 26c, die hier einen
Benzylsubstituenten tragt. Die geringe Aktivitat von 26¢ kann allerdings nicht ausschlief3lich
auf die Benzyleinheit an R* zuriickgefiihrt werden, da das aktivste Derivat 26j an R* ebenfalls

einen Benzylrest tragt (Tabelle 5).
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Br
R2,N N/R1
0 O)\u
RS
(%) 26
#  Verbindung R! R? R®
1 (%) 26a Me Bn Ph
2 () 26b c-Propyl Bn Ph
3 (%) 26¢ Bn Bn Ph
4 (%) 26e n-Propyl c-Hexyl 4-MeO-Ph
5 (%) 26h 2-Cl-Bn t-Butyl Me
6 () 26j Bn 2-Morpholinethyl 2,4-(Cl),-Ph
Tabelle 5: Die a-Acylaminocarboxamid-Derivate 26a, b, e, h und j inhibieren die HSF-1-vermittelte

HSP72-Expression nach Inhibition von HSP90. Verbindung 26c¢ zeigt dagegen keine
inhibitorische Aktivitat.

3.3  Modifikationen der potentesten a-Acylaminocarboxamide

Um den Einfluss der Grundstruktur der bisherigen a-Acylaminocarboxamide auf die

beobachtete Aktivitdt zu untersuchen, wurden weitere Strukturvariationen durchgefiihrt. Als
Ausgangsmolekile hierfir wurden die bis dato aktivsten Verbindungen 26b und 26j gewahit.
Der Austausch von 2-Brombenzaldehyd (27a) durch Benzaldehyd (27b) lieferte bei
ansonsten unveranderten Edukten die Derivate 26m und 26l (Tabelle 6). Sie erlauben den
Einfluss des Bromsubstituenten auf die Bioaktivitat zu untersuchen, der ursprunglich fir die
anschlielend vorgesehene Heck-Zyklisierung ins Molekul eingebracht wurde.
Die Olefineinheit, die ebenfalls fir die Zyklisierung in die a-Acylaminocarboxamide
eingefihrt wurde, bildet mit der Carbonylamidfunktion ein Michael-System. Um zu
untersuchen, ob der Aktivitat der Verbindungen 26b und 26j eine kovalente Bindung
zugrunde liegt, die aus einer nukleophilen Addition an das Michael-System hervorgehen
kann, wurden deren geséttigte Analoga (31a und 31b) hergestellt. Dazu wurde in der Ugi-
Reaktion die o,B-ungeséttigten Zimtsaurederivate durch die entsprechenden a,p-geséttigten
Carbonséuren (32a und 32b) ersetzt (Tabelle 6).
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y RO
R? NH, R?”Nj‘)\'}l = R*
O R?
0 2 26l
,m
JL + R3’NC —
R’ H oder
27 29
o} o} H R" O
R‘V\)J\OH oder R4/\)kOH Rs'NTH\NJK/\W
30 32 o R
3la, b
# R! R? R® R* Produkt [%]
1 Ph (27b) c-Propyl (28b) Bn (29a) Ph (30a) x)261 73
2 Ph (27b) Bn (28¢) 2-Morpholinethyl (29¢) 2,4-(Cl),-Ph (30e) (£) 26m 53
4 2-Br-Ph (27a)  c-Propyl (28b) Bn (29a) Ph (32a) (¥)31a 60
3 2-Br-Ph (27a) Bn (28¢) 2-Morpholinethyl (29¢) 2,4-(Cl),-Ph (32b) () 31b 37
Tabelle 6: Die in Anlehnung an die potentesten a-Acylaminocarboxamide 26b und 26j synthetisierten

Derivate 26! und 26m sowie 31a und 31b.

Das Vermogen die HSF-1-vermittelte HSP72-Expression zu inhibieren, wurde wie zuvor
durch eine Analyse via Westernblot und den entsprechenden ELISA-Assay ermittelt
(Abb. 28). Dabei zeigte sich, dass nach Behandlung mit den Verbindungen 261, 31a und 31b
die Expression von HSP72 wirksam inhibiert werden konnte. Dagegen zeigte die Behandlung
von MM-Zellen mit dem Derivat 26m nahezu keine Auswirkung auf den Level an

exprimiertem HSP72.
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Abbildung 28: Bestimmung des Levels an HSP72 nach Behandlung mit 26l, 26m, 31a und 31b sowie
anschlieBender Inhibition von HSP90 (links: Westernblot-Analyse, rechts: ELISA-Assay).
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Wahrend der Austausch des Bromrestes in 26j durch Wasserstoff zum Verlust der
Bioaktivitat des Derivats 26m fuhrt, wird die entsprechende Substitution in Verbindung 26b
toleriert, wie die Aktivitat von 26l zeigt. Eine eindeutige Korrelation zwischen der Présenz
des Bromsubsituenten und der Fahigkeit die HSP72-Expression zu inhibieren, l&sst sich somit
nicht herstellen.

Der Einfluss des Michael-Systems auf die Bioaktivitat zeigt hingegen ein konsistentes Bild.
Wie die verminderte Expression von HSP72 nach Behandlung mit 31a und 31b zeigt, ist
deren Aktivitat nicht an das Michael-System der analogen Derivate 26b und 26j gekoppelt.
Eine kovalente Bindung an das Michael-System als zugrundeliegendes Wirkprinzip der

a-Acylaminocarboxamide erscheint damit unwahrscheinlich.



ANSATZE ZUR ENTWICKLUNG VON HSF-1-INHIBITOREN 39

Gesamtlbersicht aller a-Acylaminocarboxamide und deren Inhibitionseigenschaften der
HSF-1-vermittelten HSP72-Expression (Tabelle 7).

Struktur # Verbindung R! R? R? H Slg?izl?gi(opnrgses?on
1 (%) 26a Me Bn Ph +
2 (%) 26b c-Propyl Bn Ph +
3 () 26¢ Bn Bn Ph -
4 (+)26d 4-MeO-Bn Bn 4-MeO-Ph -
> 5 (%) 26e n-Propyl c-Hexyl 4-MeO-Ph +
RZ'H\%’E: 6 (x) 26f  Furan-2ylmethyl c-Hexyl Me -

R 3,4-(MeO),-
7 (%) 269 Phenethyl n-Pentyl H -
8 (%) 26h 2-Cl-Bn t-Butyl Me +
. 2-(2-Hydroxy- . )
9 (%) 26i ethoxy)ethyl t-Butyl H
. 2-Morpholin-
10 (%) 26j Bn ethyl 2,4-(Cl),-Ph +
2-Morpholin-
11 (%) 26k n-Propyl ethyl Ph -
H? 4“7 12 ()26l c-Propyl Bn Ph +
RZ,N NR1
o 2-Morpholin-
O)\LRs 13 (%) 26m Bn ethyl 2,4-(Cl),-Ph -
ng 14 (¥)3la c-Propyl Bn Ph +
RZ,N NR1 _
OO)\L‘/ 15  (£)31b Bn 2-Morpholin-—, , oy by +
R ethyl

Tabelle 7: Gesamtubersicht uber die Aktivitét der a-Acylaminocarboxamide 26a-m sowie 31a und 31b.
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4 2,5-Diketopiperazine mit anti-proliferativer Aktivitat

Im Rahmen der strukturellen Variation der in der Ugi-Reaktion eingesetzten Edukte,
wurde als Carbonsdurederivat auch Benzoylacrylséure eingesetzt. Dabei wurde beobachtet,
dass die Verwendung von [-Acyl-substituierten Acrylséurederivaten in der Ugi-4-
Komponenten-Reaktion auch ohne die Verwendung von Mikrowellenstrahlung zur Bildung
von 2,5-Diketopiperazinderivaten (2,5-DKP) fuhrt.? Damit wurde in nur einem Reaktions-
schritt der Zugang zu einer Substanzklasse erhalten, die pharmakologisch interessant ist.[#*4%)
So ist beispielsweise der aus Aspergillu ochraceus isolierte Naturstoff Avrainamid (33) gegen
multiresistente Bakterien wie Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes und
Enterococcus faecalis aktiv.®! Auch aus der pharmazeutischen Entwicklung von Wirkstoffen
sind 2,5-DKPs bekannt. So wurde der Wirkstoff Aplavivoc (34) als CCR5-Antagonist zur

HIV-Behandlung bis in die Klinische Phase 111 entwickelt (Abb. 29).[5"!

Abbildung 29: 2,5-Diketopiperazine finden sich sowohl in bioaktiven Naturstoffen wie Avrainamid (33) als
auch pharmakologischen Wirkstoffen wie Aplavivoc (34).

Neben dem Screening auf HSF-1-Inhibition wurde in der Arbeitsgruppe Topp (C. Berges),
die Inhibition der Proliferation von aktivierten T-Zellen durch 2,5-DKPs untersucht. Dabei
wurde beobachtet, dass die durch die modifizierte Ugi-Reaktion synthetisierten 2,5-DKPs
eine spezifische antiproliferative Wirkung aufweisen und somit als potenzielle
Wirkstoffkandidaten fur die Behandlung von unbeabsichtigten T-Zell-vermittelten
Autoimmunantworten von groBem Interesse sind. Auf Basis dieser Multikomponenten-
reaktion wurde deshalb eine kleine Substanzbibliothek aufgebaut um  Struktur-
Wirkungsbeziehungen fiir diese anti-proliferativen Wirkstoffe abzuleiten und sehr gut

wirksame Derivate aufzufinden.

“ Dieses Kapitel wurde bereits publiziert; siehe Lit. [82].
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4.1  Synthese

Die Synthese von hoch substituierten 2,5-DKPs erfolgt gewohnlich in zwei Reakti-
onsschritten, die zunachst mit einer klassischen Dipeptidsynthese (Schema 5, Variante A)®®
81 oder der Synthese eines Dipeptids via Ugi-Reaktion (Schema 5, Variante B)® *@ peginnt,

und der sich in beiden Fallen eine Entschiitzung sowie eine zyklisierende Amidierung

anschliel3t.

Variante A
(@]

R? 0O R? R2
BocHN + OH » BocHN OH HN
OH HoN H — 1 NH
R’ o) R’ o) R
(@]
1. Schritt: 2. Schritt:
i Entschitzung & Zyklisierung
Variante B o Peptidsynthese

0
Meo)g/ , o ,
BocHN NH,4CI Me?) R HN J\(R
BocHN 3
R R S
I I
NH

%N O o O~ 'NH
‘R4 R4 R4
Schema 5: Die beiden klassischen Syntheserouten zu substituierten 2,5-Diketopiperazinen verlaufen

mehrstufig uber die Ausbildung zweier Peptidbindungen.

Wahrend die Umsetzung von Aldehyden mit Aminen, Isocyaniden und a,B-ungesattigten
Carbonséuren in der Ugi-Reaktion normal zu a-Acylaminocarboxamiden (26) fihrt (Schema
6), lasst sich die bekannte Multikomponentenreaktion durch Variation der Sdurekomponente
so modifizieren, dass 2,5-DKPs bereits nach einstufiger Synthese entstehen. Durch die
Verwendung von B-Acyl-substituierten Acrylsdurederivaten enthélt das gebildete ,,Ugi-
Produkt® ein Michael-System, das in einer intramolekularen aza-1,4-Michael-Addition,
klassifiziert als 6-exo-trig, zum zyklischen Diketopiperazin (35) reagiert. Dahingegen
reagieren Ugi-Produkte, die auf Basis von a,B-ungesattigten Carbonsduren synthetisiert
wurden und ebenfalls ein Michael-System enthalten, nicht in der analogen 7-endo-trig
Reaktion zum 7-gliedrigen Bislactam (Schema 6). Fur die Ringschlussreaktion ist also das
doppelte Michael-System der Butendion-Einheit essenziell, das Uber jedes beliebige B-Acyl-

substituierte Acrylséurederivat eingefuigt werden kann.
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R2 NH, — _
i ji .
R3.NT‘/LN)J\/\R4 S 1 + R3.NC - Rs'N\[H\N)%%L
: R H
b w . 2 \o /) o
26 i - N
R4/\)J\OH
1,4-Michael Addition 30 1,4-Michael Addition
(7-endo-trig) (6-exo-trig)
, 0 O R*
R% 2
Nk% R
R1/S]’N R* i R*=alkyl, aryl o N. s
‘ TRy .
3 R3 i R*=acyl o
35
Schema 6: Die Ugi-4-Komponenten Reaktion mit o,B-ungeséttigten Carbonséuren (Typ i) liefert a-Acyl-

aminocarboxamide, die trotz enthaltenem Michael-System keine 7-endo-trig Ringschluss-
reaktion zum 7-gliedrigen Lactam vollziehen. Wird die Ugi-Reaktion dagegen mit B-Acyl
substituierten Acrylséurederivaten durchgefthrt (Typ ii), reagiert das Ugi-Produkt in einer 6-
exo-trig Michael-Addition weiter zum entsprechenden 2,5-DKP. Modifiziert nach Lit. [82].

Die einstufige Ugi/Aza-Reaktion zu 2,5-DKPs kann sowohl mit Aldehyden® als auch mit
Ketonen® durchgefiihrt werden, wobei bisher beschrieben wurde, dass die Bestrahlung mit
Mikrowellen fiir den finalen Ringschluss zwingend erforderlich ist. Die Umsetzung war
dartiber hinaus ausschlieBlich fur Alkyl- und Benzylisocyanide genutzt worden, die beide flr

gute Ausbeuten in Ugi-Reaktionen bekannt sind.

Die zur Analyse der anti-proliferativen Eigenschaften von Diketopiperazinen synthetisierten
Derivate wurden hingegen auf Basis des hydrophilen p-Toluolsulfonylmethylisocyanid
(TosMlc) hergestellt. Zwar ist bekannt, dass TosMIc in Ugi-Reaktionen eine geringe
Reaktivitat besitzt!®* ** und die Umsetzung zu 2,5-DKPs damit deutlich anspruchsvoller ist,
doch bringt dessen Verwendung auch einige Vorzlige mit sich. Zum einen sind stark lipophile
Verbindungen flr unspezifische Wechselwirkungen und damit ungewollte Nebeneffekte
bekannt.® Zum anderen miissen die zu testenden Substanzen fiir Bioaktivitatsanalysen ein
Mindestmall an Wasserloslichkeit besitzen. Mit seiner polaren und weithin inerten Sulfon-
Gruppe ist TosMlIc ideal als Synthesebaustein geeignet, um die Polaritdt und

Wasserloslichkeit in Diketopiperazinen zu erhéhen.
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Um den Einfluss der B-Acylgruppe in Acrylséduren auf den Reaktionsverlauf bei der
Umsetzung mit Aldehyden, Aminen und Isocyaniden aufzuklaren, wurde 2-Brom-
benzaldehyd (27a) mit 3-(Aminomethyl)pyridin (28j), TosMIc (29f) und Zimts&ure (30a) zur
Reaktion gebracht. Wie erwartet, wurde dabei das azyklische Produkt der Ugi-Reaktion 26n
isoliert. Das Ersetzen von Zimtsaure durch die sich lediglich um einen Carbonylfunktion
unterscheidende Benzoylacrylsaure (30f) lieferte hingegen das zyklische 2,5-DKP-Derivat
35a (Schema 6).

Es wurde eine kleine Serie verschiedener Derivate von Verbindung 35a hergestellt (Tabelle
8). Zu bemerken ist, dass alle Reaktionen zwischen Raumtemperatur und 75 °C in Methanol
ohne die Verwendung von Mikrowellenstrahlung durchgefiihrt wurden. Vielmehr konnte
keine der ausgefiihrten Synthesen von der Durchfiihrung in Wasser oder der Umsetzung unter
Mikrowelleneinfluss profitieren, die fir die Synthese von 2,5-DKPs auf Basis von
Fumarsaure beschrieben waren.® Die bei der Synthese der Diketopiperazine erzielten
moderaten Ausbeuten werden auf die erlduterte geringe Reaktivitit von TosMlIc
zurlickgefuhrt, stehen jedoch in Einklang mit verwandten Multikomponentenreaktionen, die

mit TosMIc durchgefiihrt wurden. !

RZ,NHZ
28 ; o R
o NC a7 RY
RJkH + R3 — Rs'N\[H\N A Rge  oder N N
27 29 o R R1)\H/ R?
0] @]
R4vk0H (%) 26 (+) 35a-j
30
# R R’ R® R* Produkt cis:trans  [%]
Pyridin- Tosylmethyl
1 2-Br-Ph (273) 3ylmethyl (28j) (29) Ph (30a) (%) 26n - 17
Pyridin- Tosylmethyl _ b
2 2-Br-Ph (27a) 3ylmethyl (28j) (29) Benzoyl (30f) (¢)35a 1.6:1 35
Pyridin- Tosylmethyl a
3 Ph (27b) 3ylmethyl (28) (29f) Benzoyl (30f) (£) 35b  trans 45
L Pyridin- Tosylmethyl _ b
4 2-Cl-Ph (27c) 3ylmethyl (28j) (29f) Benzoyl (30f) (+)35c 2.2:1 35
5 2-1-Ph(27d)  ,Fyndin- Tosylmethyl - g0 oyl (30f) (#)35d 11 43°

3ylmethyl (28j) (29f)
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# R! R? R? R* Produkt cis:trans  [%]
= Pyridin- Tosylmethyl a
6 4-F-Ph (27e) 3ylmethyl (28j) (29f) Benzoyl (30f) (%) 35e trans 42
7 Ph(27b) Bn (28c) Tosz’ég‘gthy' Benzoyl (30f) (+)35f trans® 55
8  Ph(27b)  Phenethyl (28K) Tosz’ég‘gthy' Benzoyl (30f) (+)35g trans® 12
9  Ph(27h)  4-MeO-Bn (28I) Tosz’ég‘gthy' Benzoyl (30f) ()35h trans® 39
Pyridin- Tosylmethyl 4-Cl-Benzoyl . a
10  Ph(27b) 3ylmethyl (28) (29f) (30g) () 351 trans 37
Pyridin- Tosylmethyl 4-MeO- - a
11 Ph@D) 5 imethyl (28)) (29) Benzoyl (30h) (£ 3% trans® 36
Tabelle 8: Das azyklische Ugi Produkt 26n und die synthetisierten 2,5-Diketopiperazine 35a-j. * Das

trans-Produkt prazipitierte aus der Reaktionsldsung; ® Angegeben ist die Ausbeute der rein
isolierten Diastereomerengemische. Modifiziert nach Lit. [82].

Die Stereochemie der synthetisierten 2,5-DKPs wurde in Bezug auf die Konfiguration der
Substituenten an C-3 und C-6 untersucht (Abb. 30). Sind beide Substituenten trans-standig
orientiert, lasst sich eine NOESY-Korrelation zwischen dem Proton an C-3 und den an C-6
gebundenen Metylenprotonen (Abb. 30, Korrelation I) und/oder dem Proton an C-6 und den
ortho-Protonen des Phenylsubstituenten an C-3 (Abb. 30, Korrelation Il) beobachten. Sind
die Substituenten dagegen cis-konfiguriert, lasst sich eine NOESY -Korrelation zwischen dem
Proton an C-6 und den ortho-Protonen des Phenylsubstituenten an C-3 beobachten (Abb. 30,
Korrelation 111).1%"

Die Kiristallstruktur von 35b (Abb. 30) bestatigt sowohl die mittels NMR-Spektroskopie
ermittelte 2,5-DKP-Konstitution als auch die relative Konfiguration der Stereozentren. Die
Substituenten an C-3 und C-6 des nahezu flachen DKP-Rings sind wie erwartet trans-

konfiguriert.

Waéhrend die Mehrzahl der synthetisierten 2,5-DKPs aus der Reaktionslosung ausfielen,
mussten die Verbindungen 35a, 35c und 35d mittels Sdulenchromatographie isoliert werden.
In den Fallen, in denen die Produkte ausgefallen sind, wurden interessanter Weise stets nur
die trans-Diastereomere isoliert. Die Analyse von zwei reprasentativen Reaktionslésungen
(35b und 35j) zeigte kein cis-Produkt. Bei der Synthese zu Verbindung 35a, 35¢ und 35d
wurden Diastereomerenmischungen mit cis:trans-Verhéltnissen von 1:1 bis 1:2 (ermittelt via

Integration der *H-NMR Signale der Protonen an C-3) erhalten. Durch eine zweite saulen-
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chromatographische Trennung an Flash-Kieselgel konnten die Diastereomere voneinander

getrennt werden.

NOESY Korrelation bei
trans Konfiguration

I

R2
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‘\/ul
NOESY Korrelation bei
cis Konfiguration

Abbildung 30: Durch die NOESY Korrelationssignale lasst sich die Konfiguration des DKP-Ger(sts mittels
NMR-Spektroskopie bestimmen. 1, 11: trans; I11: cis (links).”! Die Rontgenkristallstruktur!®®
von Verbindung 35b zeigt die trans-Konfiguration der Substituenten an C-3 und C-6 (links).
Modifiziert nach Lit. [82].

4.2 Bioaktivitatsanalyse

Um die anti-proliferative Aktivitat weiter zu untersuchen, die fir 2,5-DKPs bereits an
Krebszelllinien beobachtet werden konnte,!*® ® wurden aktivierte T-Zellen verwendet.
Diese nehmen zum einen eine zentrale Rolle bei der adaptiven Immunantwort ein, die unter
anderem die korpereigene Abwehr gegen krankhaft verédnderte Zellen auslésen kann, sind
aber auch bei der Aktivierung von dysregulierten Immunantworten wie Entziindungsreaktio-
nen, Autoimmunerkrankungen oder AbstoBungsreaktionen von Transplantaten beteiligt.!**
1021 Als Positiv-Kontrolle wurde fiir die Aktivitatsanalyse der HSP90-Inhibitor 17-Dimethyl-
aminoethylamino-17-demethoxygeldanamycin (17-DMAG, 4b) verwendet, der selektiv die

Proliferation von aktivierten T-Zellen inhibiert.2%!
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Gereinigte humane T-Zellen wurden zunéchst durch Co-Kultivierung mit allogenen dendriti-
sche Zellen unter physiologischen Bedingungen aktiviert und anschlieend fir 24 h mit
unterschiedlichen Konzentrationen der synthetisierten 2,5-DKPs, 17-DMAG und einer
DMSO-Kontrolle inkubiert. Die Proliferation der aktivierten humanen T-Zellen wurde tber
die Aufnahme von [°H]-Thymidin gemessen (Tabelle 9). Zur Bestimmung der Zytotoxizitat
wurden ruhende T-Zellen fur 24 h mit den entsprechenden Konzentrationen der 2,5-DKP-
Derivate, 17-DMAG und der DMSO-Kontrolle inkubiert und die Apoptoserate anschlieRend
via Annexin V+/7-AAD+-Anférbung ermittelt (Tabelle 9).

Konz Effekt auf die Konz Effekt auf die

Verbindung [uM] Proliferation *° Zytotox. ®®  Verbindung [uM] Proliferation Zytotox. ©°

0.5 54.3 (3.0) - 1 101.6 (12.1) -
2 41.6 (2.6) - 5 80.8 (3.3) -
DMAG 5 43.9 (1.7) 2.9 (1.8) cis-35d 10 75.1(9.1) -
10 37.0(2.2) 9.9 (3.1) 20 58.8 (7.6) -

1 92.9 (2.5) - 50 48.5 (7.4) 1.7 (1.1)
5 100.2 (15.3) - 1 87.8 (18.0) -
cis-35a 10 86.2 (14.2) - 5 60.7 (15.3) -
20 67.8 (8.3) 0.4 (0.9) trans-35d 10 44.3 (17.4) -
50 44.8 (6.1) 11.7 (6.4) 20 34.1(14.8) -
1 86.4 (16.0) - 50 25.6 (11.3) -
5 59.5 (8.3) - 10 68.1 (6.4) -
trans-35a 10 43.3 (4.3) - trans-35e 20 79.1 (6.3) -
20 24.0 (2.3) - 50 63.7 (8.0) -
50 11.0 (1.3) 2.4 (1.2) 10 92.1 (8.5) -
10 64.2 (6.7) - trans-35f 20 93.4(9.7) -
trans-35b 20 54.8 (3.2) - 50 68.6 (3.5) -

50 30.0 (2.7) 1.7 (0.3) 10 66.4 (2.5) 7.0 (1.3

1 94.9 (11.3) - trans-35g 20 71.4 (4.4) 12.5(2.3)

5 86.2 (9.8) - 50 74.2 (9.5) 14.0 (4.2)
cis-35¢ 10 68.6 (11.5) - 10 58.7 (5.0) -
20 62.0 (5.1) - trans-35h 20 49.7 (4.2) -
50 35.6 (4.8) 4.8 (1.2) 50 475 (2.9) -

1 80.4 (11.9) - 10 29.9 (1.6) 20.2 (7.1)

5 61.7 (8.5) - trans-35i 20 19.3 (2.6) 46.0 (2.2)

trans-35¢ 10 41.5(5.8) - 50 12.5(7.4) 30.4 (7.2)
20 28.2 (4.8) 0.2 (0.2) 10 98.1(9.2) -
50 14.8 (3.2) 3.9(1.7) trans-35j 20 89.1 (8.0) -

50 77.4 (6.5) 0.2 (1.0)

Tabelle 9: “Prozentuale [*H]-Thymidin-Aufnahme rel. zur DMSO Kontrolle; ° Mittelwerte von

mindestens 4 unabhingigen Dreifach-Messungen; ¢ Spezifische Apoptose von ruhenden T-
Zellen in %; ° Mittelwerte von mindestens 4 unabhangigen Zweifach-Messungen. Modifiziert
nach Lit. [82].
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Wihrend die 2,5-trans-DKPs 35f, 359 und 35j auch bei Konzentrationen von 50 uM nur
einen schwachen Effekt (>75 %) auf die Proliferation von aktivierten T-Zellen zeigen,
inhibieren die Verbindungen cis-35a, trans-35b, cis-35c, cis-35d und trans-35h die
Proliferation bei 20 puM bereits bis zur Halfte (49-68 %) bezogen auf die DMSO-Kontrolle
(Tabelle 9). Die trans-konfigurierten Diketopiperazine 35a, 35c¢, 35d und 35i unterdriicken
die Proliferation von aktivierten T-Zellen bei Wirkstoffkonzentrationen von 20 uM bereits
starker als die hochste getestete 17-DMAG Konzentrationen (10 uM) und liegen bei
aquivalenten Konzentrationen in der GrofRenordnung der Positiv-Kontrolle (Abb. 31).
Vergleicht man die Diastereomerenpaare von 35a, 35¢ und 35d, die sich lediglich durch die
unterschiedliche Stellung der Substituenten unterscheiden, so zeigt sich, dass die trans-
konfigurierten DKPs stets deutlich aktiver sind als ihre entsprechenden cis-Analoga. Die
aktivste Verbindung der synthetisierten Serie an 2,5-DKP-Derivaten ist trans-35i.
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Abbildung 31: Aktivierte humane T-Zellen wurden fir 24 h mit den angegebenen Konzentrationen der
synthetisierten cis- (schwarze Balken), trans-2,5-DKPs (weise Balken) oder 17-DMAG (rote
Balken) inkubiert und anschlieRend die Proliferation mittels [*H]-Thymidin-Aufnahme
gemessen. Modifiziert nach Lit. [82].

Die Analyse der Struktur-Wirkungsbeziehung zeigt dariiber hinaus, dass Brom- und Chlor-
substituenten in Position 2 (R") zu Diketopiperazinen mit starkerem anti-proliferativen Effekt
fuhren (Br = Cl > | > H > F). Im Hinblick auf den Einfluss von R? zeigt sich, dass die polaren

Pyridinylmethyl- und Methoxybenzyl-Substituenten vorteilhafter sind als die lipophile
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Benzyl- und Phenethylgruppe. Der Vergleich der unterschiedlichen Substituenten ergibt fiir

R* eine klare Praferenz firr den Chlorbenzoylrest (Cl-Benzoyl > Benzoyl > MeO-Benzoyl).

Um die spezifische Aktivitat an aktivierten T-Zellen von unspezifisch toxischen Effekten
abzugrenzen, wurde die Wirkung der synthetisierten 2,5-DKPs auf ruhende T-Zellen
untersucht (Tabelle 9). Dabei zeigte sich, dass die Verbindungen trans-35d, trans-35e und
trans-35f bei keiner der getesteten Konzentrationen Apoptose der ruhenden T-Zellen auslost.
Die nur bei hohen Konzentrationen von cis- und trans-35a, cis- und trans-35c sowie von
cis-35d induzierte Apoptose ist vernachlassigbar gering und fallt in allen Fallen niedriger aus
als die der DMAG-Referenz. Demgegeniber zeigten alle verwendeten Konzentrationen von
trans-35g und 35i eine moderate bzw. erhéhte Apoptoseinduktion der ruhenden T-Zellen. Der
anti-proliferative Effekt auf aktivierte T-Zellen ist zwar sowohl fiir Verbindungen 35g als
auch 35i deutlich ausgeprégter als die induzierte Apoptose, dennoch muss davon
ausgegangen werden, dass ein Teil der gemessenen Aktivitdt auf zytotoxische Effekte

zurtickzufiihren ist.

Abschlieend lasst sich zusammenfassen, dass die trans-2,5-DKPs 35a, 35c und 35d die
Proliferation von aktivierten T-Zellen dosisabhéngig, spezifisch und signifikant reduzieren
(Abb. 31) und damit vorausgegangene Untersuchungen bestatigen, die ebenfalls zeigten, dass
2,5-DKPs die Proliferation verschiedener stark proliferierender Zellen zu unterdriicken

vermogen. % 10
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5 Entwicklung neuartiger HSP70-Inhibitoren

Im Gegensatz zu den bisherigen HSP70-Inhibitoren, die entweder mit der NBD- oder
der SBD-Region von HSP70 interagieren (Abb. 9, 11 und 12), sollte im Kontext dieser Arbeit
fir das Design neuartiger Inhibitoren erstmals der Interdoman-Linker adressiert werden.
Verglichen mit einer Hemmung von HSP70 durch Interaktion mit der NBD oder SBD lasst
dieser Ansatz spezifischer wirksame Inhibitoren erwarten. Grund fur diese Annahme ist die
Tatsache, dass ATP-Bindestellen in einer Vielzahl von Proteinen vorhanden sind und daher
eine selektive Inhibition von HSP70 durch Blockade der NBD nur schwer zu erzielen ist.
Dies gilt in gleicher Weise fir eine spezifische Interaktion von Inhibitoren mit der SBD-
Region, da zu den HSP70-Clienten zahlreiche unterschiedliche Proteine zahlen. Die
Erkenntnisse aus der Entwicklung von Ver-15508 (18) unterstiitzt diese Auffassung. Die
Autoren schlussfolgerten ebenfalls, dass sich die Entwicklung potenter, selektiver und in
vitro aktiver Inhibitoren sowohl an der NBD als auch an der hochgradig polaren SBD dufRerst
anspruchsvoll darstellt. Demgegentiber stellt die Interdomanen-Region, die auf essenzielle
Weise in die allostere Kommunikation zwischen NBD und SBD involviert ist,*” ein

attraktiveres Ziel fir eine pharmakologische Intervention dar.

5.1 Inhibitorentwicklung nach rationalem Wirkstoff-Design

Ausgangspunkt fir die Entwicklung neuartiger HSP70-Inhibitoren waren detaillierte
Untersuchungen der Proteinstruktur, die mittels computergestiitzter Methoden in der Arbeits-
gruppe Sotriffer (U. Peinz, D. Zilian) durchgefiihrt wurden. An der Kristallstruktur des
bovinen HSC70, das mit der humanen Isoform eine hohe Sequenzhomologie aufweist, wurde
zunéchst das Interdomanen-Interface auf seine Eignung als Bindestelle analysiert. Auf Basis
einer geometrischen Analysemethode wurde dazu die Topologie der Proteinoberflache
untersucht und die Zahl potenzieller Kontaktstellen fir eine Ligand-Interaktion ermittelt
(Abb. 32A). Nachdem dabei reproduzierbar die Interface-Region als potenziell geeignete
Bindestelle aufgefunden wurde, wurde eine Untersuchung der physikochemischen
Wechselwirkungsmoglichkeiten innerhalb der Bindetasche und die Generierung eines
Pharmakophormodells angeschlossen. Auf Basis der berechneten Hotspots fur Akzeptor- und
Donor-Gruppen von Wasserstoffbriickenbindungen sowie fiir aromatische Systeme wurde ein
Pharmakophormodell entwickelt, das aus neun Pseudozentren flr verschiedene Wechsel-
wirkungstypen besteht (Abb. 32B).
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Abbildung 32: A: Das HSP70-Interdoménen-Interface bietet zahlreiche potenzielle Interaktionsstellen, die
wenig exponiert im abgeschirmten Proteininneren liegen (graue Orbitale: hydrophobe
Wechselwirkungspositionen; rote Orbitale: Positionen hydrophiler Wechselwirkungen). B: Die
Bestandteile des Pharmakophormodells und deren Positionierung im Interdoméanen-Interface
(orange Orbitale: aromatische Eigenschaft; rote Orbitale: Donor-/Akzeptor-Funktion fur H-
Briicke; cyanes Orbital: Donor-Funktion fur H-Briicke; gepunktete Orbitale: projizierte
Donor-/Akzeptor-Funktion auf der Proteinoberflache). Den Abbildungen liegt die Kristall-
struktur des bovinen HSC70 zu Grunde (pdb 1YUW)."

Den Kern des Pharmakophormodells stellen zwei aromatische Regionen dar, die gemal der
Hotspot-Analyse im Zentrum des Interdoménen-Interface liegen. Daneben sind zwei
Regionen enthalten, die sowohl Donor- als auch Akzeptorfunktionen fur Wasserstoffbriicken-
bindungen reprasentieren und die Ausbildung hydrophiler Wechselwirkungen zwischen
Pharmakophor und Proteinstruktur erlauben. Zusétzlich liegt im linken Bereich des
Interdoménen-Interface (betrachtet aus der in Abb. 32, B dargestellten Perspektive) eine
Region, die von einer Wasserstoffbriicken-Donorfunktion besetzt sein soll. Neben diesen finf

reguldren Regionen enthdlt das Pharmakophormodell vier weitere ,,projizierte Features®, die



ENTWICKLUNG NEUARTIGER HSP70-INHIBITOREN 51

auf der Proteinoberflache liegen. Sie stellen unter anderem die korrekte Orientierung von
funktionellen Gruppen eines Liganden sicher, die fur gerichtete Wechselwirkungen mit der

Proteinoberflache notwendig ist.

Zusétzlich zu diesem strukturbasierten Pharmakophormodell wurde durch den Kooperations-
partner ein zweiter ligandbasierter Ansatz gewahlt. Grundlage dafur waren neue Erkenntnisse
uber die mogliche Bindestelle von Apoptozol (17) an HSP70. Wahrend 17 sowohl erfolgreich
an die NBD-, die SBD- und die Interdoménen-Region gedockt werden kann, erscheint das
Interdoméanen-Interface nach Sotriffer et al. allerdings als plausibelste Bindestelle. Um eine
Suche nach &hnlichen Liganden durchzufiihren, wurde von Apoptozol (17) ein nicht-linearer
Diskriptor (Feature Tree) generiert, der die enthaltenen funktionellen Gruppen sowie deren
relative Anordnung reprasentiert und sich daher flr einen zeiteffizienten Datenbankabgleich

eignet.

Aufbauend auf dem strukturbasierten und dem ligandbasierten Ansatz wurde ein Screening
nach potenziellen HSP70-Inhibitoren durchgefuhrt. Dabei kam eine modifizierte Version der
ZINC-Datenbanken!*®1 mit 2.9-10° Verbindungen sowie eine zweite Datenbank mit potenzi-
ellen Leitstrukturen mit 6.5-10° Verbindungen zum Einsatz. Die daraus resultierten 454
virtuellen ,,Hits* wurden einem ausfuhrlicheren Docking unterzogen und die erhaltenen
Posen mit einem Scoring-Algorithmus bewertet. Nach visueller Priifung von 55 ausgewahlten
Verbindungen wurden die neun vielversprechendsten fiir eine In-vitro-Testung ausgewéhlt

und kauflich erworben.

Dazu wurde in der Arbeitsgruppe Chatterjee (E. Muller) das Vermdgen dieser kommerziellen
Substanzen gepruft, Apoptose in MM-Zellen auszulésen, was auch nach HSP70-Knockout
beobachtet werden konnte.[*! Wahrend vier Verbindungen eine Wirksamkeit im zweistellig
mikromolaren Bereich aufwiesen (ECso = 17-90 uM), zeigte Verbindung 24a mit Abstand
die hochste Antitumor-Aktivitat (ECso = 0.7 uM) (Abb. 33). Das Tetrahydroisoquinolinon-
Derivat 24a bildete daher die Grundlage fir die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte

Substanzbibliothek, mit Hilfe derer Struktur-Wirkungsbeziehungen abgeleitet werden sollten.
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Abbildung 33: Das Tetrahydroisoquinolinon-Derivat 24a zeigte die hdchste Antitumor-Aktivitdt bei der
Behandlung von MM-Zellen und passt im berechneten Bindemodus sehr gut in das
Interdoménen-Interface von HSP70.

5.2 Retrosynthetische Betrachtung des virtuellen Screening Hits

Bei der Wahl einer geeigneten Syntheseroute zu einem Wirkstoffmolekal sind in der
medizinischen Chemie verschiedene Aspekte zu beachten. So spielt die Flexibilitat und die
Anzahl der Syntheseschritte eine entscheidende Rolle fur die Generierung einer Bibliothek
verwandter Substanzen. Eine unter diesen Gesichtspunkten durchgeflhrte retrosynthetische
Betrachtung von 24a legt die initiale Spaltung des exozyklischen Amids nahe. Die
resultierende Isochinolinon-Carbonséure 36a kann aus Homophthalsdureanhydrid (37) und
dem entsprechenden Imin 38a hergestellt werden. Durch die Spaltung des Imins in Aldehyd
und Amin l&sst sich die retrosynthetische Zerlegung des Screening-Hits in gangige
Synthesebausteine vollenden (Abb. 34). Die Synthese der Zielverbindung kann so in nur drei
Stufen realisiert werden und bietet dariiber hinaus die Mdglichkeit das Produkt durch

Variation der Edukte einfach und flexibel zu modifizieren.
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Abbildung 34: Die Retrosynthese von 24a zeigt, wie das Zielmolekil in nur drei Schritten aus Homophthal-
séureanhydrid, einem Aldehyd und zwei unterschiedlichen Aminen aufgebaut werden kann.
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5.3 Aufbau einer Substanzbibliothek analoger Tetrahydroisochinolinone

5.3.1 Synthese verschiedener Arylaldimine

Die Synthese des Screening-Hits 24a und analoger Derivate beginnt im ersten Schritt
stets mit der Kondensationsreaktion von Aldehyden (27) und Aminen (28) zu den
entsprechenden Iminen (38) (Tabelle 10). Wéhrend dabei klassischer Weise Ldsungsmittel
wie Dichlormethan*®! oder Ethanol%! zum Einsatz kommen, wurde kiirzlich eine neue
Methode beschrieben, bei der Ethyllactat als Losungsmittelbestandteil verwendet wird.r”!
Durch die Zugabe von Wasser zu Ethyllactat lasst sich die Polaritat des
Losungsmittelgemisches perfekt fir die Synthese einer Reihe von Arylaldiminen einstellen.
Diese kristallisieren dann in sehr guten Ausbeuten und in hoher Reinheit direkt aus dem
Losungsmittel aus. Die obligatorische Aufreinigung durch Umkristallisation bei Verwendung
konventioneller Losungsmittel entfallt damit. Entsprechend dieser Methode wurden die Imine
38a und 38e-h hergestellt. Da bei der Synthese von 38b-d auch nach Variation der
Losungsmittelverhaltnisse keine Kristallisation der Produkte erreicht werden konnte, wurden

diese klassisch in Ethanol hergestellt.

1
R1 H R

o+ HN. o, ——— ﬁN
o ‘R
27 28 38a-h
# R R’ Lésungsmittel Produkt [%6]
1 4-MeO-Ph (27f)  4-MeO-Ph (28m)  Ethyllactat/ H,0 (9 : 1) 38a 99
2 Ph (27b) 4-MeO-Ph (28m) EtOH 38b 92
3 4-MeO-Ph (27f) Ph (28n) EtOH 38¢c 97
4 Ph (27b) Ph (28n) EtOH 38d 83
5 4-F-Ph (279) 4-F-Ph (280) Ethyllactat / H,0 (8 : 2) 38e 94
6 4-Cl-Ph (27h) 4-CI-Ph (28p) Ethyllactat / H,0 (8 : 2) 38f 85
7 3,5-(Me),-Ph (27i) 3,5-(Me),-Ph (28q)  Ethyllactat / H,O (8 : 2) 389 97
8  4-MeO-Ph (27f)  4-PhO-Ph (28r)  Ethyllactat/ H,0 (8 : 2) 38h 98

Tabelle 10: Synthese der unterschiedlich substituierten Imine 38a-h.
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5.3.2 Synthese von Isochinolinon-Carbonsauren

Im zweiten Reaktionsschritt werden die Isochinolinon-Carbonséduren (36) nach einer
urspriinglich von Cushman et al. beschriebenen Reaktion durch Umsetzung von Homophthal-

t.[108 1091 parauf

saureanhydrid (37) mit verschiedenen Imin-Derivaten (38) hergestell
aufbauend wurden in den vergangenen Jahren verschiedene Methoden beschrieben, die zu
einer Steigerung der Stereoselektivitat und der Ausbeute fuhren. Hierfiir kommen beispiels-
weise Lewissduren, protische Sauren, Basen, ionische Flussigkeiten und heterogene
Katalysatoren zum Einsatz.°™3! |m Rahmen dieser Arbeit wurden zwei dieser Methoden

fiir die Herstellung der Isochinolinon-Carbonsduren (36) verwendet.

Die direkte Umsetzung von 37 mit sterisch anspruchsvollen Iminen fiihrt bereits ohne
Auxiliare selektiv zur Bildung der cis-konfigurierten Carbonsauren. Als Grund dafir wird
vermutet, dass Imine, die aufgrund ihrer volumindsen Substituenten als E-Imine vorliegen,
mit Homophthalsdureanhydrid zu cis-Carbonsduren reagieren. Dagegen sollen Z-Imine bei
direkter Umsetzung zu trans-substituierte Produkten fiihren (Schema 7). Eine schlissige
mechanistische Erklarung fur diesen experimentell zu beobachtenden Reaktionsverlauf

konnte bisher jedoch nicht erbracht werden.!X%!

(%) trans-36

Schema 7: Waéhrend die direkte Umsetzung von 37 mit E-Iminen generell zu cis-konfigurierten
Isochinolinon-Produkten fiihrt, liefern Z-Imine die entsprechenden trans-Produkte.

Bei der zweiten Methode handelt es sich um die bis dato einzige Methode, mit der eine
selektive Synthese der entsprechenden trans-Produkte aus Arylaldiminen gelingt. Sie wurde
von Vara et al. beschrieben und basiert auf der Verwendung von Diisopropylethylamin
(DIPEA) und TiCl,.M!
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Der Mechanismus dieser Umsetzung wurde mit Hilfe von DFT-Berechnungen untersucht.
Durch die nicht nukleophile Base DIPEA wird das Anhydrid zundchst zum entsprechenden
Enolat deprotoniert, an das anschlieBend TiCl, bindet (Abb. 35, A). Bei der folgenden
Anlagerung des Imins kann sich entweder ein halbsesselartiger (Abb. 35, B) oder ein
bootformiger Ubergangszustand (UZ) (Abb. 35, C) ausbilden. Wahrend der halbsesselartige
UZ nach DFT-Berechnungen energetisch ginstiger ist und zum trans-Produkt fiihrt, wiirde

der energiereichere bootférmige UZ das cis-Produkt liefern. !

(%) trans-36

O._OH
Ph

N.
Me

o]
(%) cis-36

Abbildung 35: Mechanistische Studien mit Hilfe von DFT-Berechnungen. Wird die Umsetzung von
Homophthalsdureanhydrid mit Iminen in Anwesenheit von TiCl, durchgefiihrt, kann sich ein
halbsesselartiger UZ (B) oder ein bootférmiger UZ (C) ausbilden. Der energetisch giinstigere
Zustand B fihrt dabei zu trans-Produkten. Adaptiert mit Genehmigung von Lit. [111].
Copyright 2008 American Chemical Society.

Die Konfiguration des erhaltenen Produkts lasst sich NMR-spektroskopisch ermitteln.
Grundlage dafur ist der durch die Karplus-Kurve wiedergegebene Zusammenhang zwischen
dem Diederwinkel vicinaler Protonen und der 3J(H,H)-Kopplungskonstante.®” Sind die
Substituenten an C-3 und C-4 des Isochinolinongerists cis-konfiguriert, betragt der Dieder-



56 ENTWICKLUNG NEUARTIGER HSP70-INHIBITOREN

winkel zwischen den daran gebundenen Protonen etwa 0°, was zu einer Kopplungskonstante
von 5-6 Hz fuhrt. Befinden sich die Substituenten dagegen in trans-Stellung, betragt der

Torsionswinkel etwa 90° womit die Kopplungskonstante zwischen 0-2 Hz liegt.["*®!

Unter Verwendung der beiden vorgestellten Synthesemethoden wurden unterschiedlich
substituierte Isochinolinon-Carbonséurederivat in cis- und trans-Konfiguration hergestellt
(Tabelle 11). Der Grad der Diastereoselektivitdit wurde im Rohprodukt mittels NMR-
Spektroskopie ermittelt. Mit 55-85% lag der Diastereomereniiberschuss (engl. diastereomeric
excess; d.e.), der durch Integration der Signale von H-3 und H-4 des cis- und trans-Produkts
ermittelt wurde (vgl. Experimenteller Teil S.165), durchwegs im zufriedenstellenden
Bereich. Die moderaten Ausbeuten von 39-58%, sind in guter Ubereinstimmung mit den

Literaturergebnissen fiir diese Reaktion, M 14

HO._O HO.__O
4] 3 R i R% . @;;fo # 42 3R
Lo O o
(%) cis-36a, b 38 37 (#) trans-36a-h
#  Imin R! R? Methode Produkt d.e. [%] [%]
1 38a 4-MeO-Ph 4-MeO-Ph i (%) cis-36a 87 44
2 38a 4-MeO-Ph 4-MeO-Ph ii (%) trans-36a 87 47
3 38b Ph 4-MeO-Ph i (%) cis-36b 85 48
4 38b Ph 4-MeO-Ph ii (%) trans-36b 71 44
5 38¢c 4-MeO-Ph Ph ii (%) trans-36¢ 75 44
6  38d Ph Ph i (¢) trans-36d -8 41
7 38e 4-F-Ph 4-F-Ph i (%) trans-36e 85 49
8 38f 4-Cl-Ph 4-Cl-Ph i (%) trans-36f 74 39
9 38g 3,5-(Me),-Ph  3,5-(Me),-Ph ii (#) trans-36g 60 58
10 38h 4-MeO-Ph 4-PhO-Ph i (%) trans-36h 55 46
Tabelle 11: Synthese der unterschiedlich substituierten Isochinolinon-Carbonséurederivat 36a-h. i: CHCls,

RT; ii: TiCl,, DIPEA, CH,CIl,, 0°C/RT. ? cis-Produkt nicht identifizierbar.

Eine Auswahl der hergestellten Isochinolinon-Carbonséuren wurde in die entsprechenden
Natriumcarboxylate (39) Uberfiihrt. Im Fall von cis-39a, cis-39b und trans-39c wurde dies
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durch Umsetzung der entsprechenden Carbonsaurederivate mit 1 M NaHCOs-Lsg. erreicht.
Fur die Herstellung von trans-39a und trans-39b wurde die in der Literatur beschriebene
cis — trans-Epimerisierung nach Behandlung mit NaOH herangezogen (Tabelle 12).1209]
Grund daftr war, dass die Aufreinigung der trans-konfigurierten Carbonséuren deutlich
aufwendiger ist als die Reinigung der cis-Produkte. Wahrend sich die cis-Derivate durch
Umkristallisation von Verunreinigung befreien lieBen, waren fir die entsprechenden trans-

Verbindungen mehrere saulenchromatographische Trennungen notig.

HO._O Na O__O
R' i/ ii R'
N. R2 - N. R2
o] o]
(%) 36¢ (1) 39a-c
#  Carbonsaure R! R’ Methode Produkt [%6]
1 ()cis-36a 4-MeO-Ph 4-MeO-Ph i (£) cis-39a 98
2 (%) cis-36a 4-MeO-Ph 4-MeO-Ph ii (%) trans-39a 89
3  ()cis-36b Ph 4-MeO-Ph i (%) cis-39b 98
4 (%) cis-36b Ph 4-MeO-Ph i (%) trans-39b 97
5 (%) trans-36c  4-MeO-Ph Ph i (%) trans-39c 96

Tabelle 12: Die Umsetzung der Carbonséuren 36a-c zu den Natriumcarboxylaten 39a-c. i: NaHCO;3; (1M),
EtOH, RT, 30 min; ii: NaOH (8M), EtOH, RT, 30 min.

5.3.3 Synthese von Isochinolinon-Carboxamiden

Im dritten Reaktionsschritt wird die Synthese des Hit-Molekiils 24a und analoger
Verbindungen durch eine Amidierung abgeschlossen. Fir die Aktivierung der Carbonséure-
Edukte sind dabei verschiedene Methoden denkbar.!**® Die weitverbreitete Aktivierung zu
Carbonsédurechloriden verbietet sich in diesem Fall allerdings aufgrund des a-chiralen
Protons der Carbonsduren 36. Saurechloride mit a-standigen Protonen sind in der Lage unter
formaler Abspaltung eines HCI-Molekuls intermediar Ketene zu bilden. Diese reagieren mit
Nukleophilen zwar ebenfalls zum gewinschten Produkt, allerdings kommt es dabei zum

Verlust der Chiralitatsinformation in a-Position zur Carbonylfunktion (Schema 8).
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H+
o) o) ~ o o) o)
R1 R‘l R1 ) R1 R1
e I N B
R% H R% H rR2 L. R% H H R?
1 : 1
Schema 8: Die Carbonsdureaktivierung via Séurechloride fuhrt bei a-chiralen-Carbonylen zum Verlust der

Stereoinformation.

Besser geeignet ist in diesem Fall die Uberfihrung der Carbonsdure in ein gemischtes
Anhydrid, das durch den nukleophilen Angriff eines Amins zum entsprechenden Amid
reagiert. Die Umsetzung mit i-Butylchlorformiat wird hierfir sehr oft verwendet. Das
intermedidr gebildete Anhydrid setzt bei der Bildung jeweils ein Aquivalent CO, und
i-Butanol frei (Schema 9, Variante A).

0}

+ CI)J\O/\( )\ <) - CO,, i-Butanol
0.0
T-

Variante A
R3
|
HO.__O HN._O
R R!
N‘R2 CI3C<) N\Rz
@) 0]
O<) (0]
() 36 Y- (£) 24
RINH, O~z©
Variante B R’
> N
2
0 -
+ CI)I\O cCl, CO,, Aceton, CHClI3
Schema 9: Die Umsetzung von Carbonséuren zu Amiden mittels Aktivierung als gemischte Anhydride.

Waéhrend die Reaktion mit i-Butylchlorformiat zur Freisetzung von CO, und i-Butanol fiihrt
(Variante A), setzen die auf TCBoc-Chlorid basierenden Anhydride kein Nukleophil frei
(Variante B).

Da bei der Umsetzung zu verschiedenen Amiden allerdings auch der entsprechende i-
Butanolester als Nebenprodukt auftrat, wurde nach einem Anhydrid-Reagenz gesucht, das bei

der Reaktion mit Aminen keine Alkohole oder andere Nukleophile freisetzt. 2,2,2-Trichlor-
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1,1-dimethylethylchoroformiat (TCBoc-Chlorid) erfiillt diese Bedingung. Der nukleophile
Angriff auf das Carbonséureanhydrid-Intermediat flhrt lediglich zur Freisetzung von jeweils

einem Aquivalent CO,, Aceton und Chloroform (Schema 9, Variante B).

Entsprechend dieser beider Methoden wurden verschiedene Tetrahydroisoquinolinon-
Derivate (24) synthetisiert (Tabelle 13). Wahrend die trans-Sduren wie erwartet zu den
entsprechenden trans-Amiden umgesetzt werden konnte, bereitete die Herstellung der cis-
Carboxamide Probleme. So lieferte die Umsetzung von cis-36a mit 2-Amino-6-picolin das
trans-Amid 24a als Hauptprodukt, wohingegen das erwartete cis-Produkt nur in Spuren
vorlag. Als mitverantwortlich fur die nahezu quantitative Epimerisierung hat sich die in der
Reaktion eingesetzte Base N-Methylmorpholin herausgestellt. Ein Experiment, bei dem cis-
36a ausschlieflich mit N-Methylmorpholin bei Raumtemperatur gerihrt wurden, zeigte, dass
bereits nach 1 h mehr als die Halfte des Edukts epimerisiert war (cis/trans-36a 1:2). Bei der
Wiederholung der Synthese wurde deshalb N-Methylmorpholin durch NaHCO; ersetzt. Zwar
konnte cis-24a hierbei in geringen Mengen isoliert werden, doch zeigte sich auch hier, dass
auch das cis-Produkt innerhalb einer Woche zum trans-Produkt epimerisiert (cis/trans-24a
1:1). Da offensichtlich bereits die Basenstarke des im Produkt enthaltenen Pyridin-
substituenten ausreicht, um die Epimerisierung des Carboxamid-Produkts einzuleiten, muss
geschlussfolgert werden, dass das cis-Analoge des virtuellen Screening-Hits 24a nicht stabil

ist.

Mit dieser Erkenntnis wurde anschlieBend der Versuch unternommen, unter Verwendung von
NaHCO; das cis-Carboxamid 24b herzustellen, welches keine basischen Molekuilbestandteile
besitzt. Allerdings konnte dabei auch nach drei Tagen keine Umsetzung zum Produkt
beobachtet werden. Als Grund dafiir werden starke repulsive Wechselwirkungen zwischen
der Arylamidgruppe und dem phenylsubstituierten Isochinolinongerust vermutet, die bei den
entsprechenden trans-Produkten nicht bestehen. Da sich zudem aus Strukur-Wirkungs-
beziehungen der Carbonsduren (36) die cis-Konfiguration als unvorteilhaft herausgestellt
hatte (vgl. Kapitel 5.4.1), wurde auf weitere Syntheseversuche von cis-Carboxamiden

verzichtet.
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R3
HO\:&O R4,rll\?o
AR i/ i AR
@Q\i# + RgRINH —— N,
(@) 0]
() 36a-h () 24a-q
# Carbonsaure R! R? R® R* Produkt [%6]
1 (#)trans-36a 4-MeO-Ph  4-MeO-Ph  6-Me-Pyridin-2yl H (¥)trans-24a 71"
2 (%) trans-36a 4-MeO-Ph  4-MeO-Ph m-Tolyl H () trans-24b 64
3 (%) trans-36a 4-MeO-Ph  4-MeO-Ph Pyridin-2yl H (¢ trans-24c 62
4 (#)trans-36a  4-MeO-Ph  4-MeO-Ph 3,5-(Me),-Ph H (¢ trans-24d 91"
5 (+)trans-36a 4-MeO-Ph  4-MeO-Ph Me H (¢ trans-24e 74"
6 (+)trans-36a 4-MeO-Ph  4-MeO-Ph Me Me () trans-24f 63"
7 (¢)trans-36a  4-MeO-Ph  4-MeO-Ph  Tetrahydro-Naph-1yl H  (#) trans-24g 90"
8 (%) trans-36b Ph 4-MeO-Ph 6-Me-Pyridin-2yl H () trans-24h 54’
9 (#)trans-36c  4-MeO-Ph Ph 6-Me-Pyridin-2yl H () trans-24i 87"
10 () trans-36c  4-MeO-Ph Ph Pyrimidin-2yl H  (+)trans-24j 48"
11 (#)trans-36c  4-MeO-Ph Ph Pyridin-3yl H (+)trans-24k 86"
12 (+)trans-36c  4-MeO-Ph Ph 4,6-(Me),-Pyridin-2yl H (%) trans-241 45"
13 () trans-36d Ph Ph 6-Me-Pyridin-2yl H (#) trans-24m 82°
14 (%) trans-36e  4-F-Ph 4-F-Ph 6-Me-Pyridin-2yl H (¢ trans-24n 90"
15 (#)trans-36f  4-CI-Ph 4-CI-Ph 6-Me-Pyridin-2yl H () trans-240 77"
16 () trans-36g 3,5-(Me),-Ph 3,5-(Me),-Ph  6-Me-Pyridin-2yl H (+)trans-24p 94"

17 (#)trans-36h 4-MeO-Ph  4-PhO-Ph  6-Me-Pyridin-2yl H (+)trans-24q 83"

Tabelle 13: Die aus den Carbonsaurederivaten 36a-h synthetisierten Amide 24a-q. i: i-Butylchlorformiat,
NaHCO3;, CH3CNays, 0 °C/RT; ii: TCBoc-Chlorid, NaHCO; oder NEt;, CH3CN,ys, 0 °C/RT.

Neben den in Tabelle 13 gelisteten Carboxamiden wurde ein weiteres Isochinolinonderivat
hergestellt, das mit zwei Phenolgruppen substituiert ist. Durch Spaltung der Methoxygruppen
mittels Bortribromid wurde trans-24r aus trans-24a mit einer Ausbeute von 61% erhalten
(Schema 10).
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B B

N~ N~
BBr3,
CHoCly aps.
0 °C/RT

_—
(%) trans-24a (%) trans-24r
Schema 10: Das Carboxamid trans-24r wurde aus trans-24a hergestellt.

Anhand der reprasentativen Kristallstruktur von trans-24n konnte sowohl die Konstitution als
auch die relative trans-Konfiguration des Carboxamides bestétigt werden (Abb. 36). Der
gemessene Diederwinkel zwischen H-3 und H-4 von 78.7° ist zudem in guter
Ubereinstimmung mit der 3J(H,H)-Kopplungskonstante von 0-2 Hz, die wie zuvor

beschrieben, fiir die trans-Isomere im *H-NMR-Spektrum beobachtet wurde.

Abbildung 36: Die Kristallstrukturl™ des Carboxamids trans-24n zeigt die trans-Konfiguration der Substi-
tuenten an C-3 und C-4. Die Elementarzelle enthélt auch ein Molekiil CHCl,.

54  , Hit to Lead“-Optimierung

Ausgehend vom Screening-Hit 24a wurde eine Substanzbibliothek strukturell
verwandter Isochinolinon-Verbindung aufgebaut. Die in diesem Prozess synthetisierten
Derivate wurden dabei nach verschiedenen Gesichtspunkten gewéahlt. Neben der Verifikation
verschiedener Strukturmerkmale und der Optimierung der Substituenten des Isochinolinon-
Geriists bestimmten auch Uberlegungen zur Falsifizierung der adressierten Bindetasche das
Design der Derivate.
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Die pharmakologische Wirksamkeit der verschiedenen Derivate wurde in einem
Zellviabilitats-Assay in der Arbeitsgruppe Chatterjee (E. Muller) bestimmt. Dazu wurden
MM-Zellen (INA-6) mit der zu testenden Substanz fur 72 h inkubiert und der Anteil lebender
und apoptotischer Zellen anschlieRend via Annexin V-FITC/PI-Anfarbung detektiert. Durch
Verwendung verschiedener Konzentrationen der getesteten Verbindungen wurden so Viabili-
tatskurven erstellt und die mittleren effektiven Konzentrationen (ECso-Werte) ermittelt.

Um eine tumorspezifische Wirksamkeit von unspezifisch toxischen Effekten zu unterschei-
den, wurden daneben mononukledre Zellen des peripheren Blutes (engl. peripheral blood
mononuclear cells; PMBCs) mit den zu testenden Verbindungen inkubiert und die

Apoptoserate auf analoge Weise ermittelt.

Auf Basis der erhaltenen ECso-Werte an INA-6-Zellen und PBMCs wurden Struktur-
Wirkungsbeziehungen abgeleitet, die zur Identifikation wichtiger Strukturelementen herange-

zogen wurden.

5.4.1 Untersuchungen zur diastereospezifischen Aktivitat

Wie NMR-Untersuchungen zeigten, handelte es sich bei dem kommerziell
erworbenen Screening-Hit 24a um das trans-konfigurierte Carboxamid. Um zu prifen, ob die
beobachtete Antitumorwirkung diastereospezifischer Natur ist, wurde zunéchst versucht die
entsprechende cis-konfigurierte Verbindung (cis-24a) herzustellen. Wie in Kapitel 5.3.3
ausgefuhrt, ist cis-24a jedoch aufgrund einer Epimerisierungsreaktion nicht stabil, sodass ein
Aktivitatsvergleich an diesem Diastereomerenpaar nicht moglich war. Der Einfluss der
Konfiguration auf die Wirksamkeit wurde stattdessen an verschiedenen Isochinolinon-

Carbonsaurderivaten (36) analysiert (Tabelle 14).

Struktur # Verbindung Konfig. R EC (LI;I(,:]A\\/-)G[“M] a ECPB'\[AHC;/I]
50 \— 50
1 () 36a trans HO- 10.1 (x0.1) > 100

R_O oL
2 (£)36a  cis HO- > 100 -
N +-
1 QO/ 3 (£)39a  trans Na'O- 7.9 (£0.8) > 100

4 (+) 39a cis Na“O- > 100 -
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. . INA-6 PBMC
Struktur # Verbindung Konfig. R ECso (25dv) [UM]*  ECao [UM]
5 () 36b trans HO- 57 (£15) > 100
R._O
6  (¥)36b cis  HO- >100 -
N +o
T QO/ 7 (£)39b  trans  Na'O- 64 (£19) > 100
8 (£) 39b cis Na“O- > 100 -
Tabelle 14: Bioaktivitatsergebnisse der Diastereomerenpaare der Carbonséure 36a und 36b sowie der ent-

sprechenden Carboxylate 39a und 39b. * Die angegebenen ECso-Werte sind Mittelwerte von
mindestens drei unabhéngigen Bestimmungen.

Waéhrend Verbindung trans-36a bei einer Konzentration von 10 pM bei 50% der MM-Zellen
Apoptose auslost, konnte fur cis-36a bis 100 uM keine Aktivitat festgestellt werden. Das
gleiche Bild zeigt sich bei einem Aktivitatsvergleich der Carbonsduren trans-36b und
cis-36b. Obwohl wahrend des Viabilitats-Assays keine Prazipitation beobachtet werden
konnte, sollte ausgeschlossen werden, dass die Inaktivitat der cis-Derivate von deren
schlechteren initialen Loslichkeit herruhrt. Eine verbesserte Loslichkeit 1asst sich bei Salzen
beobachten, da diese in Losung leicht dissoziieren und Gitterkrafte im Kristall reduziert
sind.™®  Die getesteten Carbonsduren wurden daher in die entsprechenden
Natriumcarboxylate Uberfihrt und deren Bioaktivitat erneut bestimmt. Vergleicht man die
Aktivitaten der trans-Carbonsduren mit den trans-Carboxylaten, zeigt sich, dass diese wie
erwartet in derselben GrofRenordnung liegen. Trotz der verbesserten L&slichkeit der cis-
Verbindungen konnte auch fur die Natriumcarboxylate cis-39a und cis-39b keine Aktivitét
bis 100 uM beobachtet werden.

Die Ergebnisse zeigen, dass die trans-Konfiguration der Isochinolinonsubstituenten
mafgeblich flr die Bioaktivitat verantwortlich ist. Diese Beobachtung steht dartiber hinaus in
Einklang mit den Vorhersagen des molekularen Modellings, das eine Préferenz fir die

Interaktion von trans-Verbindungen mit dem Interdoménen-Interface prognostiziert.

Wie die Viabilitatsdaten an PBMCs zeigen (ECso > 100 uM), induzieren die Verbindungen
nur in MM-Zellen Apoptose und zeigen somit eine tumorspezifische Wirksamkeit. Fir eine
zusammenfassende Diskussion der Toxizitat der synthetisierten HSP70-Inhibitoren siehe
Kapitel 5.5.
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5.4.2 Optimierung der Substituenten in Position 2 und 3 des Isochinolin-Grundgersts

Der virtuelle Screening-Hit trans-24a tréagt in Position 2 und 3 des Isochinolin-Grund-
geriists zwei p-Methoxyphenyl-Reste. Um den Einfluss dieser beider Substituenten auf die

Aktivitat zu untersuchen, wurden verschiedene analoge Derivate synthetisiert (Tabelle 15).

INA-6 PBMC

. 1 2
Struktur #  Verbindung R R ECso (£sdv) [uUM]?  ECs, [uM]

o

. 1 @wans24a [ [l 068(20.04 > 100
e 2 @rans2h [ L >50° :

N: 3 @trans24i [ 7 10 041(009) > 100

° 4 @tans24m [ ) ) 2.3 (0.6) > 100

5 (rans3ea [ [ 10101 > 100

e 6 (tans3eb [ (L 57 (+15) > 100

e 7 @tans3ee [ ) 1.3 (£0.2) > 100

8 (»trans3ed [ ) [ 6.9 (+0.3) > 100

' o @wans2dr [ [l 30(2) 80

e 11 @wans2an (7 L 6.4 (+0.7) > 100

e 12 (Mwans240  [) Tl 29(:03) > 100

Tabelle 15: Der Einfluss der Substituenten R* und R? auf die Apoptoseinduktion an INA-6-Zellen und
PBMCs. * Die angegebenen ECs-Werte sind Mittelwerte von mindestens drei unabhangigen
Bestimmungen; ° Die Verbindung prézipitierte unter Assay-Bedingungen.

Dabei wurden aufgrund der bereits passablen Aktivitdt (ECso = 0.7 uM) bewusst nur
geringfligige Veranderungen vorgenommen. So wurden die Methoxy-Substituenten alternie-
rend (trans-24h, -24i) und parallel (trans-24m) durch Wasserstoff ersetzt. Wahrend der
Verlust der Methoxyfunktion am Phenylsubstituenten R' (trans-24h) zu einer massiven
Verringerung der Aktivitdt gegeniiber trans-24a fihrt, die aufgrund der im Assay
beobachteten Prazipitate jedoch mit Vorsicht zu interpretieren ist, konnte durch Elimination
der Methoxyfunktion am Phenylsubstituenten R? (trans-24i) die Aktivitat gesteigert werden.
Ist das Molekul mit zwei Phenylgruppen substituiert (trans-24m), verringert sich die

Aktivitat gegenuber dem zwei p-Methoxyphenyl-Reste tragenden trans-24a.
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Vergleicht man die Carboxamide (trans-24a, -24h, -24i, -24m) mit den korrespondierenden
Carbonséuren (trans-36a, -36b, -36¢, -36d) fallen zwei Punkte auf. Zum einen besitzen die
Carbonsédurederivate eine geringere Aktivitat als die Amidverbindungen, zum anderen
bestatigt sich die Tendenz, den die Methoxygruppen auf die Aktivitat haben. Auch bei
trans-36b zeigt sich der negative Effekt des Substitutionsmuster, welches bereits bei
Verbindung trans-24h einen Aktivitatseinbruch vermuten lie. Dagegen zeigt Verbindung
trans-36¢, die an R* den p-Methoxyphenyl-Reste und an R? den Phenylsubstituenten tragt,
auch die hochste Aktivitat unter den Carbonséuren.

Neben dem Einfluss der Methoxygruppen wurde die Auswirkung weiterer Substituenten auf
die Aktivitdt gepruft. Dabei zeigte sich, dass deren Austausch durch Hydroxylgruppen
(trans-24r), die unter physiologischen Bedingungen nahezu vollstandig protoniert vorliegen
durften (>99:1), zu einer knapp funfzigfachen Verringerung der Bioaktivitat fihrt. Eine
Steigerung der Polaritat durch den Einbau von Hydroxylsubstituenten wird an dieser Stelle
des Molekils folglich nicht toleriert. Die Derivate, die anstelle der Methoxygruppen zwei
Fluor- (trans-24n) bzw. zwei Chloratome (trans-240) tragen, zeigen ebenfalls eine reduzierte
Aktivitdt im Vergleich zu trans-24a. Wahrend die Wirksamkeit des chlorsubstituierten
Derivats trans-240 um das Funffache geringer ausféllt, unterscheidet sich die Aktivitat des
fluorsubstituierten trans-24n bereits um eine GrolRenordnung von der des urspriinglichen
Screening-Hits. Vor dem Hintergrund, dass sowohl —-OMe, —F, und -CI denselben
elektronischen Einfluss auf den aromatischen Phenylring besitzen (+M-, -I-Effekt), scheint
die Bioaktivitdt maBgeblich durch andere Einflussfaktoren bestimmt zu werden. Dies wird
auch bei Vergleich des unsubstituierten-Derivats trans-24m mit dem chlorsubstituierten-
Derivat trans-240 deutlich, deren Aktivitat nahezu gleich ist. Die positive Auswirkung auf
die Induktion von Apoptose in MM-Zellen, die der p-Methoxyphenylsubstituent in R* (trans-
24a, -24i) zeigte, konnte vielmehr auf seine Fahigkeit zurtickzufiihren sein Wasserstoff-
briickenbindungen auszubilden. Der Aktivitatsvergleich mit trans-24r legt nahe, dass der
Ligand dabei als Wasserstoffbriickenakzeptor und nicht als Donor agiert.

Mit Ausnahme von trans-24r zeigt keines der Derivate unspezifisch toxische Effekte an
PBMCs (ECso > 100 uM).
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5.4.3 Variationen des exozyklischen Amids

Der Einfluss, den der Substituent des exozyklischen Amids auf die Aktivitat der

Isochinolinone nimmt, wurde am Grundgertst der beiden aktivsten Carboxamide trans-24a

und trans-24i untersucht (Tabelle 16).

. INA-6 PBMC
Struktur # Verbindung R ECs, (2sdv) [UM] ® ECso [UM]
‘ X
1 (%) trans-24a N 0.68 (+0.04) > 100
HN\
2 (%) trans-24b \© 0.88 (x0.10) > 100
RO O o HN_
XX 3 (4)trans24c Moo 0.53 (+0.03) > 100
I \©\O/ HN
4 (%) trans-24e MU 7.1 (x0.3) > 100
5 (&) trans-24f A > 100 -
‘ X
6 (&) trans-24i N 0.41 (+0.03) > 100
HN\
R_O o P m b
7 O ~ 7 (%) trans-24j H\I\T 0.20 (x0.01) >50
O N N‘ X
o 8  (+)trans-24k @ 0.57 (+0.02) >50°
HN_
9 (+)trans-241° N 0.34 (+0.04) > 50"

Derivate von trans-24a und trans-24i mit unterschiedlichen Amidsubstituenten.  Die an-
gegebenen ECs-Werte sind Mittelwerte von mindestens drei unabhdngigen Bestimmungen;
®Wegen der submikromolaren Aktivitdt an MM-Zellen wurde hier eine Konzentration von
50 uM als Grenze fir eine unspezifische Toxizitat festgelegt; ©Verbindung 241 wurde in
Kenntnis der Aktivitat von 24d (vgl. Kapitel 5.4.4) synthetisiert.

Tabelle 16:

So wurde ausgehend von trans-24a durch Substitution der =N-Einheit mit der
isoelektronischen CH-Gruppe der Einfluss des Pyridinrings auf die Aktivitat untersucht.
Variationen nach diesem Azalogie-Prinzip konnen die Eigenschaften von Wirkstoffen
maBgeblich beeinflussen.™*! Ein Vergleich der Wirksamkeit von trans-24a und dessen
Carba-Analogon trans-24b zeigt hier jedoch keinen wesentlichen Aktivitatsunterschied.
Auch der Einfluss der Methylgruppe am Pyridinring ist gering, wie Verbindung trans-24c
zeigt. Demgegenuber tragt die Arylamidgruppe offensichtlich entscheidend zur Aktivitét bei.
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Das Ersetzen durch eine aliphatische MeHN-Einheit (trans-24e) fiihrt zu einer Reduktion der
Wirksamkeit um eine GrofRenordnung. Als noch entscheidender stellt sich die sekundére
Amidstruktur heraus. Wie am Beispiel des tertidren Amidderivats trans-24f zu sehen, flhrt
das Fehlen der NH-Gruppe zu einem kompletten Verlust der Aktivitat. Die Aktivitats-
ergebnisse legen daher eine essenzielle Wasserstoffbriickenbindung zu HSP70 nahe, bei dem

das Isochinolinon als Donor fungiert.

Aufbauend auf der Uberlegung, die Loslichkeit der Carboxamide durch die Modifikation der
Basenstérke des Amidsubstituenten zu beeinflussen, wurden die Derivate trans-24j, -24k und
-24| synthetisiert. Aufgrund des CH-aciden Protons in Position 4 des Isochinolingerists und
der basischen Pyridylgruppe handelt es sich bei den Carboxamiden wie trans-24i um
Ampholyte. Da Sdure- und Basenstarke den pH-Bereich bestimmen, in dem Ampholyte
geladen vorliegen und damit eine hohere Polaritat besitzen, sollten sich die pK,-Eigenschaf-
ten eines Molekdls direkt auf dessen Loslichkeit auswirken. Wahrend das Pyrimidin-Derivat
trans-24j eine geringere Basenstarke als das Pyridin-Derivat trans-24i besitzt, ist die Starke
der Stickstoffbase in trans-24k und trans-241 groRer als in trans-24i. Leider korrelieren die
abgeschatzten Basenstarken jedoch nicht mit den visuell ermittelten Loslichkeiten. Wahrend
sich trans-24j und trans-24k besser 10sen als trans-24i, besitzt trans-241 eine schlechtere
Loslichkeit (Tabelle 17).

# Verbindung max. KOonz. ghne prazipitate KoNz. prazipitation beobachtet
1 (%) trans-24i 0.5 uM 2 uM
2 (%) trans-24j 2 uM 5uM
3 (%) trans-24k 5uM 20 uyM
4 (2) trans-24l -8 0.5 uM
Tabelle 17: Die Wasserloslichkeit der Carboxamide trans-24i-241 wurde unter Verwendung -eines

Lichtmikroskops mit Hilfe einer VVerdiunnungsreihe (100, 20, 5, 2 sowie 0.5 uM) abgeschétzt.
Verwendete Stammldsung: 10 mM in DMSO. ? Loslichkeit < 0.5 uM.

Der Vergleich von trans-24i und trans-24c zeigt, dass die zusétzliche Methylgruppe die
Wirksamkeit nicht beeinflusst. Dahingegen zeigt das Derivat trans-24k, dass eine
Verknlpfung des Pyridylrestes in ortho-Position zu einer besseren Aktivitat fihrt, als eine
Verknipfung in meta-Position. Durch die Verwendung eines Pyrimidinsubstituenten
(trans-24j) konnte die Aktivitat gegenliber dem bis dato aktivsten Carboxamid trans-24i

nochmals verdoppelt werden.
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5.4.4 Falsifizierungsuntersuchungen zur adressierten Bindetasche

Neben der Synthese von Isochinolinon-Derivaten, die zur Identifikation wichtiger
Strukturelemente und zur Optimierung der Bioaktivitat dienten, wurden auch gezielt Derivate
hergestellt, die nicht in der Lagen sein sollten, im postulierten Bindemodus an das
Interdoméanen-Interface binden zu kénnen. Dazu wurden sowohl am exozyklischen Amid als
auch an R* und R? sterisch anspruchsvollere Substituenten eingefiigt, deren Platzbedarf zu
einem Affinitats- und Aktivitatsverlust fuhren sollte (Abb. 37).

Abbildung 37: Nach einer berechneten Docking-Pose sollten volumindse Substituenten zu einem Affinitéts-
und Aktivitatsverlust fuhren.

Da die Analyse einer berechneten Docking-Pose nahelegte, dass fur Substituenten am
exozyklischen Amid nur ein begrenztes Volumen zu Verfligung steht, wurden an dieser Stelle
sterisch anspruchsvollere Substituenten eingebaut. So wurde der Arylsubstituent zum einen
um eine weitere Methylgruppe in meta-Position (trans-24d) ergénzt und zum anderen durch
einen Tetrahydronaphthylrest (trans-24g) ersetzt (Tabelle 18). Wéhrend die zweite
Methylgruppe von trans-24d das vorhandene Platzangebot nicht Uberschreitet und eine
Aktivitdt im einstelligen mikromolaren Bereich zeigt, wird das Tetrahydronaphthyl-
Grundgerdst offensichtlich nicht mehr toleriert. Verbindung trans-24g zeigte keine Aktivitat.

. INA-6 PBMC
Struktur # Verbindung R ECsy (#5dv) [uM] ® ECs, [uM]
‘ X
Rop® O O~ 1 (#)trans-24a N~ 0.68 (+0.04) > 100
HN

~

NS 2 (4) trans-24d U 0.95 (+0.09) > 100

HN__
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INA-6 PBMC

Struktur # Verbindung R ECs (xsdv) [UM]®  ECs [UM]

S.0. 3 (%) trans-24g C@ > 100 -

HN_

Tabelle 18: Der Einfluss sterisch Anspruchsvoller Substituenten am exozyklischen Amid. 2 Die
angegebenen ECs,-Werte sind Mittelwerte von mindestens drei unabhéngigen Bestimmungen.

Auch die GroRe der Protein-Subtaschen, die von den beiden Substituenten R* und R? belegt
werden, lasst vermuten, dass die Verwendung sterisch anspruchsvoller Gruppen mit einem
Aktivitatsverlust einhergeht. Wie erwartet fuhrte sowohl der Einbau zweier meta-Xylolreste
(trans-24p) als auch das Ersetzen der p-Methoxyphenyleinheit durch eine p-Phenoxy-
phenylgruppe (trans-24q) zu einer Reduktion der Aktivitat (Tabelle 19). Der exakte
numerische ECso-Wert muss allerdings aufgrund der wahrend des Assays aufgetretenen

Prézipitate mit Vorsicht interpretiert werden.

INA-6 PBMC

. 1 2
Struktur #  Verbindung R R ECs (2sdv) [UM]® ECs [UM]

O\
~ 1 @tans24a [ L 0.68 (x0.04)  >100

e 2 (4)trans-24p Q r;( 43 (+12)° ;
© 3 (%) trans-24q /@fo\ \CLOQ >100°" -

Tabelle 19: Die Auswirkungen sterisch anspruchsvoller Substituenten auf die Bioaktivitit. *Die
angegebenen ECsy-Werte sind Mittelwerte von mindestens drei unabhangigen Bestimmungen;
® Die Verbindung prazipitierte unter Assay-Bedingungen.

5.4.5 Analyse der enantiospezifischen Aktivitat

Durch die beiden Chiralitatszentren in Position 3 und 4 des Isochinolinon-Gerdists
konnen die Carbonsaure-Derivate 36 und die entsprechenden Carboxamide 24 in Form vier
verschiedener Stereoisomere vorliegen. Durch die Aktivitatsdifferenzierung zwischen dem
cis- und trans-Diastereomerenpaar konnte die Wirksamkeit bereits auf die beiden trans-
Enantiomere eingeschrénkt werden (vgl. Kapitel 5.4.1). Um weiter aufzuklaren, ob die
Aktivitdt auf nur eines der beiden Enatiomere zuriickzufiihren ist, oder ob beide
Enantiomeren gleichermaRen zur Wirksamkeit beitragen, sollten beide getrennt voneinander
getestet werden.
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Zu diesem Zweck wurde eine chirale HPLC-Trennung von R,R- und S,S-24a durchgefihrt.
Im ersten Schritt wurde dazu eine Trennmethode im analytischen Malstab entwickelt. Unter
Verwendung einer chiralen Sdule (Lux Cellulose-1) konnte eine Basislinien-Trennung beider
Verbindungen bereits bei einem isokratischen Eluentengemisch aus Wasser (A) und
Acetonitril (B) (A/B 2:8) innerhalb einer Trennzeit von sechs Minuten erreicht werden
(Tabelle 20, Abb. 38). Durch sukzessives Erhohen des Wasseranteils verlangerte sich zwar
die Retentionszeit beider Enantiomere, daftir vergrof3erte sich die Retentionsdifferenz beider
Signale von 0.5 min auf 5.8 min (A/B 1:1).

Zu den drei wichtigen Beurteilungsparametern einer chromatographische Trennung zéhlen
die Reinheit der Fraktionen, die Ausbeute sowie die Effizienz der Trennmethode. Da sich
diese Parameter gegenseitig beeinflussen, lasst sich eine Trennung nicht gleichzeitig auf alle
drei GroRen optimieren.® Wahrend eine Trennung beider Enantiomere innerhalb von sechs
Minuten zwar effizient ist, ist die zu erwartende Reinheit beider Fraktionen jedoch gering. Da
vor dem Hintergrund der Aktivitatsuntersuchung die Reinheit beider Enantiomere von
hdchster Bedeutung ist, wurde bei der Wahl der Trennmethode der Schwerpunkt auf eine
ausreichende Separierung beider Signale gelegt. Fir die praparative Trennung sollte daher als
Elutionsmittel Wasser/Acetonitril im Verhéltnis 1:1 zum Einsatz kommen.

# A/B tr (Signal A) tr (Signal B) At Rs
1 2:8 4.6 min 5.0 min 0.4 min 1.8
2 3:7 6.4 min 7.4 min 1.0 min 2.8
3 4:6 10.3 min 12.5 min 2.2 min 3.3
4 11 22.5min 28.3 min 5.8 min 3.8
Tabelle 20: Enantiomerentrennung von trans-24a bei verschiedenen Zusammensetzungen des Elutions-

mittels: Wasser (A), Acetonitril (B). Die chromatographische Auflésung Rs wurde wie folgt

. t -t . .
ermittelt: Rg = 1.18 - —X&"RA _ "mit y, < als Halbwertsbreite. !
wo5 (4)TWos (B)

Analytische HPLC-S&ulen mit einem Innendurchmesser (iD) von 4.6 mm haben typischer
Weise eine Kapazitdt von 2-3 mg Substanz, wobei das Injektionsvolumen zwischen 10—
50 pL liegen sollte. Da sowohl eine Substanz- als auch VVolumeniberladung zu einer Signal-
Verbreiterung und damit zu einer verschlechterten Trennung fiihren, limitieren beide
Faktoren die pro Trennung applizierbare Substanzmenge.!'®! Hinzu kommt, dass die
stationdre Phase der verwendete Lux-Saule aus Polysaccharid beschichtetem Kieselgel
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besteht, womit sich die Verwendung von Ldsungsmitteln wie DMSO auch bei der Proben-
vorbereitung verbietet. Auch die Loslichkeit der zu trennenden Substanz im Elutionsmittel
beschrénkt damit die Trennkapazitat. Im Fall von trans-24a lag die maximale Loslichkeit im
Elutionsmittel bei 1 mg/mL womit sich die mit einer analytischen S&ule trennbare

Substanzmenge auf 0.05 mg beschrankt.

Die Trennung der fur die Bioaktivitdsanalyse bendtigten Substanzmenge musste daher an
einer Sdaule mit gréRerem Innendurchmesser erfolgen. Préparative HPLC-Saulen mit einem
Innendurchmesser von 21.2 mm besitzen eine Substanzkapazitat von 50-200 mg und zeigen
auch bei Injektionsvolumina von 1 mL keine Uberladungseffekte. Fir das Scale-Up einer
Trennung von einer analytischen auf eine praparative Saule, muss die Flussrate (V) angepasst

werden. Sie lasst sich nach folgender Formel umrechnen:

Damit wird aus einer Flussrate von 1 mL/min bei einer analytischen Séule (iD 4.6 mm) eine

Flussrate von 21 mL/min bei einer praparativen Saule (iD 21.2 mm).[*8]

Nach der so modifizierten Methode wurde die racemische Verbindung trans-24a unter
Verwendung einer praparativen HPLC-Sdule getrennt und die isolierten Enantiomere
anschlieBend auf ihre Reinheit 0Oberpriift. Dabei zeigte sich, dass beide Enantiomere

quantitativ voneinander separiert werden konnten (Abb. 38).

(+) trans-24a | | | Enantiomer A Enantiomer B

| s0 — 46

Abbildung 38: HPLC-Chromatogramme des getrennten trans-24a-Racemats und der separierten Enantiomere.
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Die Bestimmung der Absolutkonfiguration der getrennten Enantiomere wurde in der Arbeits-
gruppe Bringmann (F. Witterauf, T. Bruhn) durchgefiihrt. Dazu wurden Circulardichroismus-
Spektren (CD) aufgenommen und die Konfiguration der Stereozentren durch Vergleich mit
quantenchemische berechneten Spektren der Enantiomere bestimmt. Das Messprinzip der
CD-Spektroskopie beruht auf dem unterschiedlichen Absorptionsverhalten von rechts-
circular (A") und links-circular polarisiertem Licht (A') durch chirale Verbindungen. Die
Differenz der Absorption ist als CD definiert und wird als Elliptizitat 6 in der Einheit mdeg

angegeben.!*?%
CD(A) = Al — A (1) = 3300 CD

Bei nicht-chiralen Verbindungen und Racematen unterscheidet sich das Absorptionsverhalten
A"und A' nicht, sodass die Elliptizitat in diesen Fallen null betragt. Dagegen verhélt sich die
Absorptionsdifferenz  bei Enantiomeren genau umgekehrt zueinander, womit die

Kurvenverlaufe Spiegelbilder voneinander darstellen.

Die gemessenen und berechneten CD-Kurvenverldufe von Enantiomer A und B sowie von
R,R- und S,S-24a sind in Abb. 39 dargestellt. Deren Vergleich zeigt, dass es sich bei
Enantiomer A um R,R-24a handelt, wahrend Enantiomer B dem S,S-konfiguriertem 24a-

Isomer entspricht.

13 {1 Exp. Enantiomer A 1 1 Exp. Enantiomer B

=) / =)

(9] @ /

i) AN o

é 0 ¢\ o é 0 = RO

Q \/’}/ﬁ ) 7\ )

O . O Berechnet fir

13 | Berechnet fiir 11 | S 5-243
R,R-24a '
200 250 300 350 200 250 300 350
wavelength A (nm) wavelength A (nm)

Abbildung 39: Experimentelle und berechnete CD-Spektren von Enantiomer A und R,R-24a sowie von Enan-
tiomer B und S,S-24a.

Im Viabilitats-Assay zeigte sich, dass die Enantiomeren unterschiedlich wirksam sind.
Waéhrend S,S-24a keine Aktivitdt an MM-Zellen zeigte, wurde fir R,R-24a ein ECso-Wert
von 0.40 uM ermittelt (Tabelle 21). Dies entspricht etwa der Hélfte des ECso-Wertes des
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trans-24a-Racemats und bestatigt damit die Beobachtung, dass die fir das Racemat
gemessene Aktivitat nur durch ein Enantiomer ausgeldst wird. An PBMCs zeigte R,R-24a bis
50 uM keine Toxizitéat.

#  Verbindung ECy (Ii\lsﬁvt); [UM] Egz'\[/lp(li/l]
1 (&) trans-24a 0.68 (+£0.04) > 100
1 R,R-24a 0.40 (x0.03) > 50
2 S,5-24a > 100 -
Tabelle 21: Bioaktivitatsergebnisse des trans-24a-Racemats sowie der Enantiomeren R,R-24a und S,S-24a.

Um die Beobachtung der enantiospezifischen Aktivitat auf ein breiteres Fundament zu
stellen, wurde das zunéchst aktivste Carboxamid-Racemat trans-24i ebenfalls einer
Enantiomerentrennung unterzogen. Analog zum Vorgehen bei trans-24a wurde zundchst eine
HPLC-Trennmethode im analytischen Malistab entwickelt. Dabei stellte sich heraus, dass
eine vollstandige Basislinien-Trennung erst bei einem Ldsungsmittelgemisch mit schwache-
rer Elutionskraft (A/B 4.6 statt 2:8) erreichen werden konnte, womit sich die Trenndauer
folglich erhoht. Eine vergleichbare Retentionsdifferenz beider Signale konnte bei einem
Laufmittelverhaltnis von 5.6:4.4 erreicht werden. Bedingt durch die langere Retentionszeit,
die fiir eine adaquate Trennung notwendig war, kommt es zu einer Verbreiterung der Signale.
Um eine hohe Reinheit der Enantiomere sicherzustellen, wurde flr die praparative Trennung
deshalb eine Methode mit isokratisches Acetonitril/\Wasser-Verhaltnis von 5.8:4.2 gewahlt,
bei der die Retentionsdifferenz der Signale 7.4 Minuten betragt (Tabelle 22).

# A/B tr (Signal A) tr (Signal B) At Rs
1 2:8 4.5 4.7 0.2° 1.1
2 3:7 5.8 6.2 0.4° 14
3 4:6 9.3 10.1 0.8 1.9
4 1:1 20.1 22.7 2.6 2.4
5 5.2:4.8 245 27.6 3.1 24
6 5.4:4.6 30.4 34.4 4.0 25
7 5.6:4.4 38.3 43.5 5.2 2.7
8 5.8:4.2 50.8 58.2 7.4 3.3
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# A/B tr (Signal A) tr (Signal B) AtRr Rs
9 6:4 67.1 77.3 10.2 3.9
Tabelle 22: Enantiomerentrennung von trans-24i bei verschiedenen Zusammensetzungen des Elutions-

mittels: Wasser (A), Acetonitril (B). Die chromatographische Auflésung Rs wurde wie oben
berechnet (siehe S. 70).  Signale nicht basisliniengetrennt.

Die Reinheitsanalyse der isolierten Enantiomere zeigte, dass Enantiomer A ohne
Verunreinigung durch das zweite Enantiomer isoliert werden konnte. Auch Enantiomer B
konnte in zufriedenstellender Reinheit erhalten werden und enthielt nur Spuren (< 2%) von

Enantiomer A (Abb. 40).

(%) trans-24i Enantiomer A Enantiomer B

201 K K 227

j R . \ : 20.1 / \
PRI \\_J/ \_4 \ \ . ‘ _J \;

Abbildung 40: HPLC-Chromatogramme des getrennten trans-24i-Racemats und der separierten Enantiomere.

Die fiir beide Enantiomere aufgenommen CD-Spektren zeigten den gleichen Kurvenverlauf
wie bereits die Enantiomer A und B von trans-24a (Abb. 41). Da sich trans-24a und
trans-24i lediglich um eine Methoxy-Gruppe unterscheiden, ist eine Zuordnung der absoluten
Konfiguration durch Vergleich der experimentellen CD-Spektren von 24i mit den
berechneten CD-Spektren von 24a legitim. Demzufolge handelt es sich bei Enantiomer A um

R,R-24i und bei Enantiomer B um S,S-24i.
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Abbildung 41: Experimentelle CD-Spektren von Enantiomer A und B der Verbindung trans-24i.

Eine Aktivitatsanalyse zeigte, dass auch in diesem Fall nur das R,R-konfigurierte Enantiomer
eine Wirkung gegen MM-Zellen hat, wéhrend S,S-24i inaktiv ist (Tabelle 23). Dies wird
durch den ECsp-Wert von R,R-24i unterstrichen, der etwa der Hélfte des Racemats entspricht.

Wie zu erwarten, zeigte R,R-24i keine toxischen Effekte an PBMCs.

# Verbindung ECq (Ii\lsﬁ\/? [LM] Egz'\[ﬂucli/l]
1 (%) trans-24i 0.41 (x0.03) > 100
1 R,R-24i 0.16 (£0.02) > 50
2 S,S-24i >25 -
Tabelle 23: Bioaktivitatsergebnisse des trans-24i-Racemats und der Enantiomere R,R-24i und S,S-24i.

5.4.6 Ermittlung des LogD und der PSA zur Einschatzung der Bioverfugbarkeit

Die pharmakokinetischen Eigenschaften eines Wirkstoffs werden mal3geblich durch
dessen Lipophilie beeinflusst. So wirkt sich die Polaritat eines Molekils auf jeden der
Prozesse aus, die unter der Bezeichnung ADMET (engl. A = absorption, D = distribution,
M = metabolism, E = excretion, T = toxicity) zusammengefasst werden. Wahrend fur eine
ausreichende Loslichkeit in physiologischen Medien ein Mindestmal? an Polaritat notwendig
ist, setzt die Zellpermeabilitat gleichzeitig einen lipophilen Charakter des Wirkstoffs voraus.
Die Lipophilie wirkt sich daneben auch direkt auf den Metabolismus und die Ausscheidung
einer Verbindung aus und bestimmt damit die Bioverfligbarkeit eines Wirkstoffs. Auch die

Verteilung zwischen den Kompartimenten und die Toxizitdt eines Molekils héngen
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unmittelbar von dessen Polaritat ab. So nimmt beispielsweise die Fahigkeit, unspezifisch mit
verschiedensten Zielstrukturen zu interagieren, mit der Lipophilie eines Wirkstoffs zu. Neben
den pharmakokinetischen Parametern werden auch die pharmakodynamischen Eigenschaften,
wie z.B. die Interaktion eines Wirkstoffs mit Zielproteinen und damit die Wirksamkeit, durch

die Polaritat einer Verbindung beeinflusst.*?

Eine in der medizinischen Chemie weit verbreitete Methode um ein Wirkstoffmolekdil
physikochemisch zu charakterisieren und dessen Lipophilie zu quantifizieren, stellt die
Ermittlung des Verteilungskoeffizienten zwischen Octanol und Wasser dar. Wahrend dieser
fur neutrale Molekile als logP-Wert angegeben wird, verwendet man fiir ionisierbare
Verbindungen den pH-abhéangigen logD-Wert.

log P = [Verbindungoaanol] log D _ [VerbindungOCtanol]
8 [Verbindunglte¥iral] 8 VpH [Verbindungllral]+[verbindungiOnisiert|

Far lipophile Molekile, die zu einem groReren Anteil in der Octanol-Phase vorliegen,
resultieren positive logP/D-Werte, dagegen ergeben sich fiir polare Verbindungen negative
Werte. Ein logP/D-Wert von null stellt eine &quimolare Verteilung einer Verbindung in

beiden Phasen dar.

LogD-Werte tragen dem Umstand Rechnung, dass saure und basische Verbindungen je nach
pH-Wert zu unterschiedlichen Anteilen neutral oder ionisiert vorliegen, was sich direkt auf
deren Polaritat auswirkt. Wie an obigen Formeln zu erkennen, entspricht im Fall von nicht-
ionisierbaren Verbindungen der logD-Wert dem logP-Wert, da hier die Konzentration an
ionischer Spezies null betragt. Bei ionisierbaren Verbindungen hingegen héngen die Vertei-

lungskoeffizienten logP und logD uber folgende Beziehungen miteinander zusammen.

log D,y = logP — log (1 + 10PH~PKa) fur Suren
log D,y = logP — log (1 4 10PXa~PH) fir Basen

logDpy = logP — cp



ENTWICKLUNG NEUARTIGER HSP70-INHIBITOREN 77

Dabei entspricht der logP der Lipophilie der neutralen Verbindung und der logD der
Lipophilie bei einem bestimmten pH-Wert. Da der pK,-abhangige Korrekturfaktor cp sowohl
fiir Sduren als auch Basen stets gro3er-gleich null ist, ist der logD-Wert immer kleiner-gleich
dem logP-Wert. Dies ist plausibel, da ionisierte Verbindungen aufgrund ihrer Polaritat eine

héhere Wasserléslichkeit besitzen. 2124

Die klassische Methode zur Bestimmung der Verteilungskoeffizienten beruht auf einem
mehrstiindigen Schittelprozess, bei dem sich die zu untersuchende Substanz in dem
2-Phasensystem aus Octanol und Wasser verteilt. Die anschlielende Bestimmung der
Konzentration im jeweiligen Ldsungsmittel erfolgt gewdhnlich UV/Vis-spektroskopisch.
Wahrend dieses Verfahren sehr zeitintensiv ist, wurden Methoden wie die Bestimmung via
HPLC entwickelt, mit der sich im Hochdurchsatz sehr zuverldssige Daten ermitteln lassen.
Grundlage flr die chromatographische Bestimmung der Verteilungskoeffizienten ist die sehr
gute Korrelation zwischen der Retentionszeit einer Substanz an einer stationdren Phase mit
RP-18-Saulenmaterial und dessen Verteilungskoeffizienten logP bzw. logD. Zwischen dem
logarithmierten Kapazitatsfaktor k' und dem logP/D-Wert besteht der folgende lineare

Zusammenhang.[*%%]

logP/D = a-logk' + b

. tp—t
wobei k'=2%X-
to

tr = Retentionszeit der Substanz

to = Totzeit ( = Retentionszeit der mobilen Phase)

Durch die Ermittlung der Retentionszeiten von Referenzsubstanzen mit bekannten logP/D-
Werten werden im ersten Schritt durch lineare Regression die Parameter a und b der
Geradengleichung bestimmt. Die Verteilungskoeffizienten der Testsubstanzen lassen sich im

zweiten Schritt anhand der Retentionszeiten ermitteln.

Bei der Wahl der Referenzsubstanzen wurde darauf geachtet, dass diese den relevanten
Lipophiliebereich von logP = 1.36-4.45 abdecken. Als mobile Phase wurde eine Mischung
aus Methanol/Phosphatpuffer (pH 7.4, Verhaltnis 7:3) verwendet. Die experimentell

bestimmten Retentionszeiten, die log k'-Werte sowie die Geradengleichungen, die fur die
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Bestimmung der Verteilungskoeffizienten verwendet wurden, sind im Experimentellen Teil
angegeben (S. 197).

Die ermittelten logD-Werte der Isochinolinoncarboxamide 24 liegen unter physiologischen
Bedingungen zwischen 0.9 und 4.2 und spiegeln den Einfluss der verschiedenen
Substituenten auf die Lipophilie der jeweiligen Derivate wider (Tabelle 24). Die zu
beobachtenden Tendenzen decken sich zudem mit den berechneten clogP-Werten der
neutralen Verbindungen. Betrachtet man die Carboxamide, die sich in den Resten R* und R®
unterscheiden, so zeigt sich bei Vergleich der Derivate 24a, 24h, 24i und 24m, dass die
Methoxysubstituenten nahezu keinen Einfluss auf die Lipophilie haben. Wéhrend im
Vergleich zu 24a die Polaritat durch Hydroxylsubstituenten steigt (24r), nimmt der lipophile
Charakter der Derivate mit Fluor- (24n), Chlor- (240), Methyl- (24p) und Phenoxysubstituen-
ten (24q) erwartungsgemaf zu. Dies gilt ebenso fur die am exozyklischen Amid variierten
Verbindungen. Die Verwendung von Tolyl- (24b), Dimethylphenyl- (24d), Tetrahydronaph-
thalinyl- (24g) und Dimethylpyridinyl-Resten (24l) fuhrt zu gréeren logP- und logD-
Werten. Derivate, die am exozyklischen Amid Pyridinyl- (24c und 24k) oder Pyrimidinyl-
substituenten (24j) sowie eine (24e) oder zwei Methylgruppen (24f) tragen, besitzen kleinere
Verteilungskoeffizienten als der urspriingliche Screening-Hit 24a.

Zur Beurteilung der Lipophilie werden in der Literatur hdufig berechnete logP-Werte
herangezogen. So beinhalten die viel zitierten ,,Lipinski’s Rule of Five®, mit derer sich die
Wahrscheinlichkeit einer guten Loslichkeit und Permeabilitdt/Resorption einschatzen lasst,
einen logP-Grenzwert von < 5.4%¢! Der Grund, weshalb anstelle der pK,-abhangigen logD-
Werte haufig logP-Werte Verwendung finden, ist deren einfachere theoretische Berechnung.
Die Loslichkeit einer ionisierbaren Verbindung vergroRert sich mit der Differenz zwischen
pH und pK,. Der Einbau von ionisierbaren funktionellen Gruppen hat sich als Strategie zu
Verbesserung der Loslichkeit etabliert. Bei ionisierbaren Verbindungen geben LogD-Werte
die effektive Lipophilie unter physiologischen Bedingungen somit adéquater wider.*?: 129
Als Bereich, in dem Wirkstoffe eine ausgeglichene Lipophilie besitzen, wird ein logD von 1-

3 angenommen. 121 2301

Unter den synthetisierten Carboxamiden liegt neben den Derivaten, die gezielt zur
Falsifikation der postulierten HSP70-Bindetasche hergestellt wurden (24g, 241, 24p und 24Q),

nur die chlorsubstituierte Verbindung 240 deutlich auferhalb des vorgeschlagenen logD-
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Bereichs von 1-3. Alle anderen Derivate besitzen unter physiologischen Bedingungen logD-

Werte von 0.9-2.9 und zeigen damit einen ausgewogenen lipophilien Charakter.

O
#  Verbindung R! R? R? R* clogP logD;, PSA [A?]
1 (#)trans-24a  4-MeO-Ph 4-MeO-Ph 6-Me-Pyridin-2yl H 56 28 84.4
2 (¥)trans-24b  4-MeO-Ph 4-MeO-Ph m-Tolyl H 62 29 72.1
3 (%) trans-24c  4-MeO-Ph 4-MeO-Ph Pyridin-2yl H 53 24 85.1
4 ()trans-24d  4-MeO-Ph  4-MeO-Ph 3,5-(Me),-Ph H 61 34 70.6
5 (%) trans-24e  4-MeO-Ph  4-MeO-Ph Me H 39 16 76.3
6 (&) trans-24f  4-MeO-Ph 4-MeO-Ph Me Me 36 1.6 76.3
7 (%)trans-24g  4-MeO-Ph 4-MeO-Ph  Tetrahydro-Naph-1yl H 6.7 3.4 71.7
8 (%) trans-24h Ph 4-MeO-Ph 6-Me-Pyridin-2yl H 56 28 76.1
9 (%) trans-24i  4-MeO-Ph Ph 6-Me-Pyridin-2yl H 56 28 76.1
10 (%) trans-24j  4-MeO-Ph Ph Pyrimidin-2yl H 38 138 87.6
11 (%) trans-24k  4-MeO-Ph Ph Pyridin-3yl H 39 20 76.7
12 (%) trans-24l  4-MeO-Ph Ph 4,6-(Me),-Pyridin-2yl H 58 3.1 74.7
13 (%) trans-24m Ph Ph 6-Me-Pyridin-2yl H 54 28 66.4
14 (%) trans-24n 4-F-Ph 4-F-Ph 6-Me-Pyridin-2yl H 57 29 68.4
15 (%) trans-240 4-Cl-Ph 4-Cl-Ph 6-Me-Pyridin-2yl H 65 39 66.5
16 (x)trans-24p 3,5-(Me),-Ph 3,5-(Me),-Ph  6-Me-Pyridin-2yl H 74 42 65.2
17 (1) trans-24q  4-MeO-Ph 4-PhO-Ph 6-Me-Pyridin-2yl H 6.8 4.0 78.0
18 () trans-24r HO-Ph HO-Ph 6-Me-Pyridin-2yl H 40 09 112.9
Tabelle 24: Ubersicht tiber berechnete clogP- und PSA-Werte sowie die experimentell ermittelten logD-

Werte aller synthetisierten Isochinolinon-Carboxamide.

Neben der Verwendung der Verteilungskoeffizienten zur Einschatzung der pharmako-

kinetischen Eigenschaften eines Wirkstoffs hat sich auch die polare Molekuloberflache (engl.

polar molecular surface; PSA) als sehr nitzlicher Parameter herausgestellt. Die PSA ist dabei

als zugangliche Oberflache aller Sauerstoff- und Stickstoffatome sowie der daran gebundenen

Wasserstoffe in einem Molekil definiert. Mit dessen Hilfe lassen sich vor allem die
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Permeabilitatseigenschaften eines Wirkstoffs d.h. dessen Resorptionsvermdgen gut
abschatzen. Dies lasst sich physikalisch auf den Einfluss polarer Gruppen im
Desolvatationsprozess erkléaren, der wahrend der Migration von einer polarer extrazellularen

Umgebung in lipophile Membranen ablauft [ 131

Grundséatzlich unterscheidet man drei verschiedene Berechnungsmethoden der PSA.
Wahrend die statische PSA auf der geometrieoptimierten 3D-Struktur eines einzigen
Konformers basiert (Abb. 42), errechnet sich die dynamische PSAy aus dem Mittelwert der
PSA verschiedener energieminimierter Konformeren, die nach ihrer Wahrscheinlichkeit
gewichtet werden.™®@ Um den rechnerischen Aufwand vor allem in Hinblick auf
Hochdurchsatz-Screeningverfahren zu minimieren, wurde ein dritte Variante entwickelt, die
als topologische polare Molekuloberflache (TPSA) bezeichnet wird. Dabei handelt es sich um
einen Fragment-basierten Ansatz, bei dem sich die ermittelte PSA additiv aus Beitrdgen

einzelner polarer Wirkstofffragmente zusammensetzt.***]

X \l
|
N~ >7‘\);d
& /
er p > /> =
Generierung einer i’/é & Berechnung der
energieminimierten i( polaren Oberfliche
3D-Struktur )
(¥) trans-24m PSA =66.4 A

Abbildung 42: Die Berechnung der polaren Molekuloberflache (PSA) auf Basis einer energieminimierten
Konformation am Beispiel des Carboxamids trans-24m.

Wahrend die TPSA-Methode die Abhangigkeit der tatsachlichen polaren Oberflache von der
Konformation des Wirkstoffs vernachléssigt, kommt der daraus resultierende rechnerische
Zeitgewinn erst bei groRen Molekildatenbanken zum Tragen. Daneben konnte auch gezeigt
werden, dass die statische polare Molekuloberflache, die im Gegensatz zur PSAq4 nur auf
Basis einer energieminimierten Konformation beruht, in den meisten Fallen fur eine sehr gute

Korrelation mit dem Absorptionsverhalten eines Wirkstoffs ausreicht.!***

Der Zusammenhang von PSA und dem Anteil der Resorption oral verabreichter Wirkstoffe
wird durch eine sigmoidale Kurve beschrieben (Abb. 43). Fur bekannte Wirkstoffe, die eine

nahezu vollstdndige Resorption von >90% zeigen, liegt die berechnete PSA in der Regel
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unter 63 A% Betragt die polare Molekiiloberflache hingegen Werte groRer als 139 A2, wird

ein Resorptionsanteil von < 10% beobachtet.[*?

Um das Resorptionsverhalten der synthetisierten Carboxamide 24 abschétzen zu koénnen,
wurde deren polare Molekiloberflache mit Hilfe der statischen PSA-Methode berechnet
(Tabelle 24). Wie sich beim Vergleich der Ergebnisse zeigt, liegen mit Ausnahme des
hydroxylsubstituierten Derivats 24r (PSA = 113 A?) die Werte aller Verbindungen (24a-q) in
einem Bereich von 65-88 A% Basierend auf der Korrelation von PSA und dem
Resorptionsanteil eines Wirkstoffs lasst sich so eine durchaus passable Permeabilitit und die
Aufnahme der synthetisierten Carboxamid 24a-q in einer GroRenordnung von 55-90%
erwarten (Abb. 43).

100 5 Hoher Resorptionsanteil (> 90%)
PSA <63 A2

Erwarteter Resorptionsanteil

der Carboxamide (55-90%)
typischer PSA-Bereich: 65-88 A2

o
o

Fraction absorbed in humans (%)
wn
(=]

20 1

]_ Niedriger Resorptionsanteil (<2 10%)
PSA > 139 A

0 50 100 150 200 250

Dynamic polar surface area 1A%y

Abbildung 43: Die Korrelation der PSA mit dem Anteil an resorbiertem Wirkstoff nach oraler Gabe bei
Menschen zeigt einen sigmoidalen Zusammenhang.!**> 74 1 © 1997 Plenum Publishing Corpo-
ration. Abbildung mit freundlicher Genehmigung der Springer Science and Business Media.

5.4.7 Betrachtung von LE und LLE der aktiven Carboxamide

Um die Effizienz von Wirkstoffen zu beurteilen, hat sich in der medizinische Chemie
die Berechnung der Ligandeneffizienz (engl. ligand efficiency; LE) und der lipophilen
Ligandeneffizienz (engl. ligand lipophilic efficiency; LLE) etabliert.**! Das Konzept der LE-
Berechnung basiert dabei auf der Beobachtung, dass die Wirksamkeit in einer Serie von
verwandten Derivaten stark mit deren molekularem Gewicht korreliert.**®! Wahrend der
Optimierung einer Wirkstoffstruktur nimmt das molekulare Gewicht typischer Weise zu.*®!
Bei der Auswahl eines Derivates, das als Ausgangspunkt fir weitere Optimierungen dienen

soll, ist daher die Wirksamkeit als alleiniges Kriterium ungeeignet. Vielmehr empfiehlt es
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sich, die biologische Aktivitat um physikalische Einflussfaktoren zu korrigieren und dieses
Ergebnis weiteren Entscheidungen zugrunde zu legen. Als héaufig verwendeter Bezugspunkt
zur Berechnung von LE-Werten hat sich die Anzahl an Schweratomen (engl. heavy atom
count; HA) eines Wirkstoffmolekuls etabliert, mit der die Anzahl aller nicht-

Wasserstoffatomen gemeint ist.

LE = [pICs, (oder pK;) +~ HA] - 1.37

Je groRer die Effizienz des Liganden, desto starker tragen die physikochemischen
Eigenschaften des Molekils zur Wirksamkeit bei. Fur Wirkstoffkandidaten wird ein

Richtwert von > 0.3 empfohlen.!*!

Neben der Anzahl an nicht-Wasserstoffatomen hat sich die Lipophilie einer Verbindung als
zweiter wichtiger Einflussfaktor fir das Verhalten eines Wirkstoffs herausgestellt. Wie
bereits erwahnt nimmt die Wahrscheinlichkeit fir toxische Nebenwirkungen mit der
Lipophilie eines Wirkstoffs zu. Um diesen Aspekt bei der Wahl potenzieller
Wirkstoffmolekdle zu bertcksichtigen, hat sich die Ermittlung von LLE-Werten bewéhrt.

LLE = plCs, (oder pK;) — cLogP (oder LogD)

Dieser Kennwert bringt damit das Bestreben zum Ausdruck, Wirkstoffe mit maximaler
Aktivitat und gleichzeitig minimaler Lipophilie zu entwickeln. Eben dieses Ziel wird auch
bei der Entwicklung aktueller Wirkstoff-Kandidaten verfolgt, wie der Vergleich der
Lipophilie-Werte von Ausgangsmolekiilen und optimierten Wirkstoffen zeigt.® Heute geht

man davon aus, dass Wirkstoff-Kandidaten einen LLE-Wert von > 5 besitzen sollten.

Um einen relativen Vergleich unter den aktiven Isochinolin-Carboxamiden 24 anzustellen,
wurden entsprechende LE- und LLE-Werte auf Basis der ermittelten effektiven Wirkstoff-
konzentrationen (ECsg) und der LogD-Werte berechnet (Tabelle 25).
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# Verbindung ECs [uM] LE LLE # Verbindung ECs[uM] LE LLE
1 (%)trans-24a 0.68 0.23 3.4 9 (%) trans-24j 0.20 0.27 4.9
2 R,R-24a 0.40 0.24 3.6 10 (z) trans-24k 0.57 0.25 4.2
3 (%) trans-24b 0.88 0.22 3.2 11 (&) trans-24l 0.34 0.25 3.4
4 (%) trans-24c 0.53 0.24 3.9 12 (&) trans-24m 2.3 0.23 2.8
5 (%) trans-24d 0.95 0.22 2.6 13 (%) trans-24n 6.4 0.20 2.3
6 (%) trans-24e 7.1 0.23 3.5 14 (%) trans-240 2.9 0.22 1.6
7 (%) trans-24i 0.41 0.25 3.6 15 (%) trans-24p 43 0.16 0.2
8 R,R-24i 0.16 0.27 4.0 16 (&) trans-24r 30 0.18 3.6

Tabelle 25: Die ermittelten EC5-Werte an INA-6-MM-Zellen sowie die berechneten LE- und LLE-Werte
der aktiven Isochinolin-Carboxamide.

Da inhibitorische Konzentrationen (ICsp) in der Regel deutlich geringer ausfallen als
effektive Konzentrationen (ECsp), kdnnen zwar die Richtwerte fir LE und LLE nicht direkt
zur Bewertung der ermittelten Werte herangezogen werden, deren Vergleich untereinander
liefert jedoch ebenfalls wertvolle Informationen. Zur Bewertung der Qualitdt einzelner

Verbindungen bietet sich eine graphische Darstellung von LE und LLE an (Abb. 44).
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Abbildung 44: LE und LLE der aktiven Isochinolin-Carboxamide. Racemische Derivate sind in Blau
dargestellt, isolierte Enantiomere in Rot.

Betrachtet man die racemischen trans-Carboxamide, zeigen die Verbindungen 24c, 24i, 24j,
24k und 24l die groRten LE- und LLE-Werte. Wahrend darunter nur 24c an R* und R? mit
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zwei Methoxyphenylresten substituiert ist, handelt es sich bei 24i, 24j, 24k und 24l um
Derivate, die alle an R' den Methoxyphenylsubstituenten und R? einen Phenylrest tragen. Bei
dem so substituierten Isochinolin-Gerist lasst sich die groRte Ligandeneffizienz aller
Carboxamide beobachten. Vergleicht man diese vier Verbindungen, die sich nur durch den
Substituenten am exozyklischen Amid (=R®) unterscheiden, zeigt sich der Einfluss der
Lipophilie auf die LLE. Die Lipophilie sinkt vom Dimethylpyridinyl- (241) Uber den
Methylpyridinyl- (24i) und Pyridinyl- (24k) bis zum Pyrimidinyl-Substituenten (24))
kontinuierlich ab, wodurch die LLE zunimmt. Verbindung 24j zeigt die glnstigste

Kombination aus LE und LLE aller racemischen Carboxamide.

Wie in Kapitel 5.4.5 ausgefiihrt, zeigen nur die R,R-Enantiomere der Carboxamide eine
therapeutische Wirkung auf MM-Zellen. Im Vergleich zu den racemischen Verbindungen
resultiert damit eine Halbierung der effektiven Konzentration. Da sich die Anzahl an nicht-
Wasserstoffatomen sowie die Lipophilie fir die reinen Enantiomere nicht von denen der
entsprechenden Racemate unterscheidet, resultieren fiir die reinen Enantiomere glnstigere
LE- und LLE-Werte. Dies wird bei Vergleich der Koordinaten von (%) trans-24a mit R,R-24a
sowie von (£) trans-24i mit R,R-24i deutlich (Abb. 44). Analog dazu lasst eine Enantiomeren-
trennung von (x) trans-24j eine weitere Steigerung der LE und LLE erwarten.

5.5 Detaillierte In-vitro-Bioaktivitats- und Toxizitatsanalyse

Da MM-Zellen nach genetischem Knockdown von HSP70 den apoptotischen Zelltod
einleiten,* wurde wahrend der Entwicklung pharmakologischer HSP70-Inhibitoren in
einem In-vitro-Assay zunadchst das Vermogen der synthetisierten Verbindungen untersucht,
ebenfalls Apoptose bei MM-Zellen auszul6sen. Dabei zeigten die aktivsten Isochinolin-
Carboxamide 24 effektive Konzentrationen im submikromolaren Bereich.

Um eine tumorspezifische Aktivitat an MM-Zellen von unspezifisch toxischen Effekten zu
unterscheiden, wurde der Einfluss der Isochinoline auf die Viabilitdt von mononukleéren
Zellen des peripheren Blutes untersucht. Wéhrend flr Toxizitats-Assays haufig genetisch
veranderte oder transformierte Zelllinien verwendet werden, die sich vom physiologischen
Zustand entsprechender Zellen teils deutlich unterscheiden, bietet ein Assay-System mit
frisch isolierte Blutzellen ein Testmodell, das sehr nahe an In-vivo-Bedingungen heran-

reicht.®)  Mit Ausnahme des phenolsubstituierten Isochinolin-Derivats trans-24r
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(ECs0 =80 uM) zeigte keine der getesteten Verbindungen toxische Effekte an PBMCs

(ECso > 100 uM), was einen spezifischen Wirkmechanismus nahelegt.

Um den zelluldaren Wirkmechanismus der synthetisierten Isochinolin-Derivate zu
untersuchen, wurde in der Arbeitsgruppe Chatterjee (E. Miller) der Expressionslevel
verschiedener Proteine in MM-Zellen nach Behandlung mit dem Carboxamid trans-24i
analysiert. Dabei konnte eine Reduktion der Proteinlevel von HSP72 und HSP73, nicht aber
von HSP90, beobachtet werden (Abb. 45A). Dies legt nahe, dass trans-24i spezifisch an die
HSP70-1soformen bindet und es in Folge dessen zu einer Defunktionalisierung der Proteine
und einer darauf folgenden Degenerierung kommt. Der unverdnderte Proteinlevel des
Strukturproteins a-Tubulin signalisiert, dass die Integritat der Zelle zu diesem Zeitpunkt noch
nicht beeinflusst ist, die Zellen also viabel sind. Die Behandlung von MM-Zellen mit
trans-24i beeinflusst wie erwartet auch den Expressionslevel der Klientenproteine des
HSP70/90-Chaperon-Komplexes (Abb. 45B). So ist beispielsweise das Niveau der Proteine
C-Raf, IKKa und MEK im Vergleich zur Kontrolle stark reduziert. Dagegen bleibt das
Protein ERK, das kein Klient des HSP70/90-Komplexes ist, unbeeinflusst. Beide Befunde

sprechen fir eine spezifische und wirksame Inhibition von HSP70.

A B
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trans-24i  — + C-Raf
- HSP72 5 KKa
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N N
E HSP90 E
] £ ERK
w2 w2
@ @
o a-Tubulin < a-Tubulin

Abbildung 45: Nach Behandlung von MM-Zellen mit trans-24i zeigen Westernblot-Analysen eine Reduktion
des HSP72- und HSP73-Proteinlevels (A) sowie eine Reduktion der Proteinklienten des
HSP70/90-Chaperon-Komplexes (B).

Daneben konnte gezeigt werden, dass der nach Behandlung mit trans-24i beobachteten
Apoptose von MM-Zellen ein Caspase-abhangiger Mechanismus zugrunde liegt (Abb. 46).
Wahrend der Anteil viabler MM-Zellen durch trans-24i im Vergleich zu einer Negativ-
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Kontrolle wirksam reduziert wird, verhindert die gleichzeitige Verwendung des Caspase-
Inhibitors Z-VAD-FMK den durch trans-24i induzierten Zelltod.

< 1001
T T 75
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& 254
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+ - + - DMSO (Negativkontrolle)
- + - + trans-24i

S — +  + Z-VAD-FMK

Abbildung 46: Viabilitatsanalyse von MM-Zellen nach Behandlung von trans-24i in Anwesenheit oder
Abwesenheit des Caspase-Inhibitors Z-VAD-FMK.

Bei der intrinsischen Initiation der Apoptose spielen der Apoptose-induzierte Faktor (AIF)
und die sogenannte Caspase-Kaskade eine wichtige Rolle. Eine Variante der Apotose-
initiation basiert auf der Translokation von AIF in den Zellkern, wo AIF die Degradation der
DNA und damit den Zelltod auslést. Unabhéngig davon kann eine Aktivierung der Caspase-
Kaskade zur Auslosung von Apoptose fuhren. Dabei wird zunachst inaktive Caspase-9 durch
Spaltung aktiviert. Die so aktivierte Caspase-9 berfiihrt anschliefend inaktive Caspase-3 in
ihre aktivierte Form, welche den protolytischen Abbau des DNA-Reparaturenzyms PARP

einleitet und so zu Apoptose fuhrt.

Da sowohl AIF als auch Caspase-9 und -3 durch HSP70 in der jeweils inaktiven Form
stabilisiert werden,™®**Y wurde deren Aktivierungsstatus nach Behandlung untersucht.
Dabei zeigte eine Analyse der Protein-Expression im Zellkern nach einer Inkubation mit
trans-24i eine deutliche Translokation von AIF (Abb. 47A). Die Integritét des Zellkerns wird
durch die unverminderte Prasenz des nukledren Strukturproteins Lamin-A signalisiert. Die
gleichzeitige Inkubation mit Z-VAD-FMK hat keinen Einfluss und verdeutlicht, dass es sich
bei der Translokation von AIF um einen Caspase-unabhdngigen Prozess handelt. Nach
Behandlung von MM-Zellen mit trans-24i zeigt die Analyse des gesamten Zelllysats, dass
sowohl Caspase-9 und -3 aktiviert wurden als auch der Abbau von PARP eingeleitet wurde
(Abb. 47B). Wie erwartet unterbleibt die Aktivierung der Caspase-Kaskade bei zeitgleicher
Behandlung mit dem Caspase-Inhibitor Z-VAD-FMK. Diese Beobachtungen stiitzen damit
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ebenfalls die Hypothese, dass die induzierte Apoptose auf die Interaktion von trans-24i mit
HSP70 zuriickzufihren ist.

A B
DMSsO + - + - DMSO + - + -
trans-24i - + -— + trans-24i — + - +
Z-VAD-FMK - - + + Z-VAD-FMK - - + +
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Abbildung 47: Nach Inkubation von MM-Zellen mit trans-24i l&sst sich sowohl eine deutliche Translokation
von AIF in den Zellkern (A) als auch die Aktivierung der Caspase-Kaskade (B) beobachten.

Wie eingangs erwéhnt (Kapitel 1.2) geht man heute davon aus, dass fur eine wirksame
Behandlung des Multiplen Myeloms eine duale Hemmung von HSP70 und HSP90 notwendig
ist. Um zu untersuchen, ob sich die als HSP70-Inhibitoren entwickelten Isochinolinon-
Derivate flr eine duale Therapie mit einem HSP90-Inhibitor eignen, wurden in einem ersten
Versuch persistente MM-Zelllinien (AMO, JIN3 und MMS) mit trans-24i und NVP-
AUY922 (5) behandelt (Abb. 48). Wéhrend der Anteil viabler Zellen nach Inkubation mit 5
(5 bzw. 15 nM) auf 85-90% zurlick ging, fuhrte die Einzelbehandlung mit trans-24i (30 uM)
zu einer Reduktion der Zellviabilitdt auf 50-65%. Bei zeitgleicher Inkubation der MM-
Zelllinien mit beiden Wirkstoffen, zeigte sich ein klarer additiver Effekt. Unter Verwendung
der gleichen Konzentrationen wie bei der Behandlung mit nur einem Wirkstoff ging der
Anteil viabler Zellen auf 25-35% zurtick.
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Abbildung 48: Eine duale Hemmung von HSP70 und HSP90 durch gleichzeitige Inkubation mit trans-24i und
NVP-AUY922 (5) flhrt in verschiedenen MM-Zelllinien zu einem additiven pro-apoptotischen
Effekt.

5.6  Aktivitatsuntersuchung in einer In-vivo-Studie

Aufgrund der vielversprechenden Bioaktivitits- und Toxizitatsergebnisse, die die
synthetisierten Isochinolin-Carbonséurederivate (36 und 39) und -Carboxamidderivate (24)
invitro gezeigt hatten, sollte eine reprasentative Verbindung in einer In-vivo-Studie
untersucht werden. Zu diesem Zweck stand im Rahmen der Klinischen Forschergruppe ein
Maus-Modell des Multiplen Myeloms zu Verfligung, das kirzlich in der Arbeitsgruppe
Beilhack entwickelt wurde.'? Im Unterscheid zu anderen murinen MM-Modellen basiert
dieses Modell auf MOPC-315.BM-Luciferase*-Zellen, womit die Tumorentwicklung nicht-
invasiv durch ein Biolumineszenz-Bildgebungsverfahren in vivo verfolgt werden kann. Zur
Abschétzung der erforderlichen Wirkstoff-Dosis wurde in der Arbeitsgruppe Meinel eine
Simulation der Pharmakokinetik durchgefuhrt, fir die eine physikochemische

Charakterisierung des Wirkstoffs notwendig war.

5.6.1 Bestimmung physikochemischer Parameter ausgewahlter Isochinolinon-Derivate

Fur die in enger Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Meinel (A. Sakalis)
durchgefuhrte Ermittlung der physikochemischen Parameter pK,, logP und Ld&slichkeit,
wurden zwei Isochinolinon-Derivate ausgewéhlt. Dabei handelte es sich zum einen um das
Carboxamid trans-24i, das an INA-6-Zellen mit einem ECso-Wert von 0.4 uM zu den

potentesten Verbindungen zahlt, jedoch eine geringe Loslichkeit besitzt und zum anderen um
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das Natriumcarboxylat trans-39c, dessen geringere Aktivitdt (ECso = 1.8 uM) mit einer
besseren Loslichkeit gepaart ist. Zusatzlich zu diesen Parametern wurde in unserer

Arbeitsgruppe (A. Horst) die Plasma-Protein-Bindung ermittelt.

Die Bestimmung der pK,- und logP-Werte sowie die Ermittlung der Loslichkeit wurde mit
Hilfe eines Sirius T3 PhysChem Messsystems durchgefihrt. Da die experimentelle
Bestimmung der Loslichkeit und des logP-Wertes von einer préazisen Ermittlung der pKs-

Werte abhéngt, wurden im ersten Schritt die pK,-Werte beider Verbindungen bestimmt.

5.6.1.1 Bestimmung der pK,-Werte

Mit Hilfe des Sirius-Systems kann die Ermittlung von pK,-Werten auf zwei unterschiedliche
Methoden erfolgen. Bei der potentiometrischen Bestimmung wird die Konzentration freier
Protonen im Lauf der Titration konventionell durch eine pH-Elektrode detektiert. Durch
Differenzmessung mit und ohne Analysenprobe lasst sich die Anzahl der durch die Substanz
gebundenen Protonen ermitteln. Normalisiert man diesen Wert auf die mittlere
Molekilladung des Analyten (+1 Kation, O Neutral-Spezies, -1 Anion) und tragt dies im
sogenannten Bjerrum-Plot gegen den pH-Wert auf, lasst sich der pK,-Wert ablesen. Bei
einprotonigen Sduren oder Basen entspricht der pK,;-Wert dem pH-Wert, an dem 50% der
Substanz ionisiert vorliegen (Abb. 49). Fir eine pH-metrische Bestimmung von pKj,-Werten

ist eine Mindestkonzentration der Probe von 0.5 mM in wassriger Lésung notwendig.!***!

Demgegeniber ist fur die zweite Methode, bei der der pK,-Wert einer Substanz UV-
metrische ermittelt wird, eine Proben-Konzentration von 20 uM ausreichend. Voraussetzung
fur dieses Messverfahren ist ein Chromophor, der maximal 3—4 Bindungslangen von der
lonisierungsstelle entfernt ist. Da der lonisationsgrad in diesem Fall den molaren
Extinktionskoeffizienten des Chromophors beeinflusst, l&sst sich ein pH-abhéngiges
Absorptionsprofil aufnehmen. Mit Hilfe mathematischer Verfahren kann aus den drei Grof3en
pH-Wert, Absorption und Wellenldnge die Konzentration der einzelnen Spezies bei
unterschiedlichen pH-Werten errechnet werden (Abb. 50). Liegen bei einem bestimmten pH-
Wert zwei aufeinanderfolgende Spezies in gleichen Konzentrationen vor, entspricht dieser
pH-Wert dem pK,-Wert.+*!
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Fur eine pH-metrische Bestimmung der pK,-Werte von trans-39¢ (1.9 mM) wurde eine
Titration beginnend im hohen pH-Bereich durchgefiihrt. Hier liegt trans-39c als geladenes
Carboxylat-lon vor und ist damit besser 16slich als die im niedrigen pH-Bereich vorliegende
protonierte Carbonséure. Bei Erreichen des pH-Wertes von 3.8 begann jedoch die neutrale
Spezies zu prazipitieren, weshalb eine zuverldssige Bestimmung des pK,-Wertes mit der pH-
metrischen Messmethode nicht mdglich war. Legt man ungeachtet dessen fiir eine Regression
der Bjerrum-Kurve die Messpunkte zwischen pH 3.8 und 10.7 zugrunde, wird ein pK,-Wert
von 2.9 vorhergesagt (Abb. 49).
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Abbildung 49: Bejurrm-Plot der pH-metrischen Titration von trans-39c.

Fur eine UV-metrischen Bestimmung des pKj-Wertes wurde eine 0.1 mM-Ldsung von
trans-39c verwendet. Bei dieser Konzentration bildeten sich im gesamten pH-Bereich von
2-12 keine Prézipitate. Unabhangig davon, ob die Titration im hohen oder niedrigen pH-
Bereich begonnen wurde, konnte mit dieser Methode reproduzierbar ein pK,-Wert von 3.2
ermittelt werden (Abb.50). Mit der Carbonylfunktion und dem CH-aciden Proton des
Isochinolin-Grundgertists wéren fur trans-39c allerdings zwei pK,-Werte zu erwarten
gewesen. Wahrend der pK, von 3.2 die Sdurestarke der Carboxylgruppe beschreibt, ist die
Aciditat der CH-Gruppe im Carbonsdurederivat trans-39c offensichtlich so gering, dass der
entsprechende pK,-Wert aullerhalb des Messbereichs von pH 2-12 liegt. Den Grund fir die
geringe CH-Aciditét stellt der mangelnde elektronenziehende Charakter des Carboxylats dar.
Diese Erklarung stimmt mit den experimentellen Bedingungen fir die Epimerisierung der
cis-Carbonsauren in die entsprechenden trans-Derivate tberein (vgl. Kapitel 5.3.2). So wurde

bei der Umsetzung von cis-Carbonsauren mit Natriumhydrogencarbonat-Lésung (1 M,
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pH =10.3) das entsprechende cis-konfigurierte Natriumcarboxylat erhalten. Fir die
Epimerisierung zum trans-konfigurierten Natriumcarboxylat und die zugrunde liegende
Deprotonierung der CH-Einheit war hingegen eine Umsetzung mit konzentrierter
Natronlauge (8 M, pH = 14.9) erforderlich.
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Abbildung 50: Die UV-metrische Titration von trans-39c liefert einen pK,-Wert von 3.2. Die neutrale Spezies
ist mit HA gekennzeichnet, die anionische Spezies mit A",

Aufgrund der geringen Loslichkeit des Carboxamids trans-24i gestaltete sich auch die pKs-
Bestimmung mit der empfindlicheren UV-metrischen Methode problematisch. Selbst bei
einer Konzentration von 20 uM kam es zur vollstandigen Prézipitation, was durch einen Ab-
sorptionsverlust im UV-Spektrum zu erkennen war. Erst die Zugabe von 1% Polyvinylpyrol-
lidon (PVP), das unter anderem als Additiv zur Verbesserung der Ldslichkeit organischer

Substanzen verwendet wird,'*** machte eine UV-metrische Titration moglich (Abb. 51).
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Abbildung 51: Die UV-metrische Titration von trans-24i lieferte drei pKa-Werte. Die protonierte Spezies ist
mit H,A", die neutrale Spezies mit HA, die einfach deprotonierte Spezies mit A" und die
zweifach deprotonierte Spezies mit A% gekennzeichnet.
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Wie erwartet wurden flr trans-24i drei pK,-Werte gefunden. Wéhrend der pK,-Wert von 2.5
den Pyridinsubstituenten als sehr schwache Base ausweist, macht der pK,-Wert von 3.5 die
Saurestarke des CH-aciden Protons in Position 4 des Isochinolin-Grundgerusts deutlich. Wie
die Struktur des Tautomers veranschaulicht, handelt es sich bei den Carboxamiden 24 um
phenyloge Carbaminsédure-Derivate, was die hohe Aciditat erklart. Der dritte pKa,-Wert von
10.8 zeigt, dass es sich bei der sekunddren Amidstruktur um eine sehr schwache Sé&ure
handelt (Abb. 52).
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Abbildung 52: Die vier Protonierungszustande H,A*, HA, A" und A*. Das Tautomer von trans-24i stellt ein
phenyloges Carbaminsaure-Derivat dar.

Da die experimentelle Bestimmung des logP-Wertes und der Loslichkeit nur im pH-
metrischen Messbetrieb durchgefuhrt werden kann, trans-24i jedoch auch unter Verwendung
von PVP als Additiv nicht in der erforderlichen Konzentration von 0.5 mM l6slich ist, wurde
eine weitere Charakterisierung der Carboxamid-Verbindung ausgesetzt. Im Hinblick auf die
In-vivo-Untersuchung wurde stattdessen das besser l6sliche Carboxylat trans-39c fur eine

weitere physikochemische Charakterisierung ausgewahlt.
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5.6.1.2  Bestimmung des logP-Wertes von trans-39c

Die potentiometrische Bestimmung des Verteilungskoeffizienten logP beruht auf der
Verdnderung des pKg-Wertes in dem 2-Phasensystem aus Octanol und Wasser (Abb. 53).
Wahrend der pK,-Wert das Dissoziationsgleichgewicht einer Sdure in Wasser widergibt (1),
stellt der logP-Wert den Verteilungskoeffizient der neutralen Spezies in einem 2-Phasen-
system aus Octanol und Wasser dar (II). In Zusammenhang damit steht das Verteilungs-
gleichgewicht des Anions zwischen den beiden Phasen, das als logP.n bezeichnet wird (I11),
und das Dissoziationsgleichgewicht der S&ure in Octanol, das als p,Ka-Wert angegeben wird
(V).

Octanol

v ;
HAOct — A Oct

HA == H*+ A~
i 1‘ 1‘ 11
’L u pK, = pH + log [[Zil]]

HA A

Wasser

Abbildung 53: Das lonisationsgleichgewicht am Beispiel einer Séure in einem 2-Phasensystem aus Octanol
und Wasser. Abbildung erstellt in Anlehnung an Lit. [143].

Durch den Verteilungsprozess der protonierten S&ure zwischen den beiden Phasen wird die
neutrale Spezies HA dem wassrigen Gleichgewicht | entzogen, woraufthin sich das
Gleichgewicht nach dem Prinzip von Le Chatelier auf die Seite der Sdure verschiebt. Diese
Gleichgewichtsverschiebung fiihrt im Fall von Sduren zu einer VergroRerung des pK,-Wertes
verglichen mit dem pK,-Wert in rein wassrigem Milieu. Im Gegensatz dazu fihrt die
Verteilung von basischen Verbindungen in einem 2-Phasensystem zu einer Reduktion des
pKa-Wertes. Da die Verschiebungsdifferenz des pK,-Wertes damit direkt von der Lipophilie
einer Verbindung abhéngt, kann der logP-Wert fir S&uren und Basen potentiometrisch

bestimmt werden, wenn der pKa-Wert in reinem Wasser bekannt ist.l***!

Fur die Ermittlung des logP-Wertes von trans-39c wurde eine pKj,-Bestimmung bei
unterschiedlichen Mischungsverhéltnissen von Octanol und Wasser durchgefiihrt. Wéhrend

der pK, in rein wassrigem Milieu 3.2 betragt, wurde bei Zugabe von 1% Octanol ein pK, von
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4.4 ermittelt. Bei 5%-igem Octanol-Anteil ergab sich ein pK,-Wert von 4.9 und bei 40%
Octanol ein pKs,-Wert von 5.9 (Abb. 54). Fir die neutrale Carbonséure wird aus der

Verschiebung der pK,-Werte ein logP-Wert von 3.2 errechnet.
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Abbildung 54: Bjerrum-Plot der pH-metrischen Titration von trans-39c bei unterschiedlichen Volumina an
Octanol. Die schwarze Kurve stellt den Titrationsverlauf in reinem Wasser dar.

5.6.1.3  Bestimmung der Loslichkeit von trans-39c

Zur Beschreibung der Loslichkeit von ionisierbaren Verbindungen werden verschiedene
Loslichkeitsbegriffe voneinander unterschieden. So bezeichnet die thermodynamische
Loslichkeit die Sattigungskonzentration aller ionisierbaren Spezies einer Verbindung. Fir
eine einprotonige Sdure setzt sie sich demnach aus der Konzentration der Neutral-Spezies HA

und der Konzentration des Anions A” zusammen.

Stherm = [HA] + [A7]

Da der Dissoziationsgrad ionisierbarer Verbindungen vom pH-Wert abhéngt, ist so auch die
thermodynamische Loslichkeit eine pH-abhangige GroRe.
Demgegeniber beschreibt die intrinsische Loslichkeit die Sé&ttigungskonzentration der

Neutral-Spezies, im Fall einer Saure also die Konzentration der protonierten Form.

Siner = [HA]
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Damit handelt es sich bei der intrinsischen Ldslichkeit um eine pH-unabhangige GroRe. Bei
einem pH-Wert, bei dem eine ionisierbare Verbindung ausschlief3lich in der neutralen Form

vorliegt, sind die thermodynamische Loslichkeit und die intrinsische Loslichkeit identisch.

Fur die experimentelle Bestimmung der Loslichkeit macht man sich den Umstand zu Nutze,
dass es bei einer potentiometrischen Titration in Folge einer Prézipitation zu einer
Abweichung von der Bjerrum-Titrationskurve der vollstdndig gel6sten Probe kommt
(Abb. 55).1143
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Abbildung 55: Titrationsprofil fur trans-39c. Im Vergleich zu einer 0.1 mM Probe, die Uber den gesamten pH-
Bereich vollstdndig geldst bleibt, bilden sich bei einer 3.8 mM Probe ab einem pH-Wert von
4.5 die ersten Prazipitate. Durch die Prazipitation kommt es zu einer Abweichung von der
Bjerrum-Kurve der gelésten Probe.

Mit Hilfe der Henderson-Hasselbalch-Gleichung lasst sich bei Kenntnis des pK,-Wertes der
Verbindung, der eingesetzten Substanzmenge und dem pH-Wert, bei dem es zur Prézipitation

der Probe gekommen ist, die Loslichkeit der untersuchten Verbindung in Wasser ermitteln.

[HA]
[A~]

pK, = pH + log

Fur das Carbonséurederivat trans-39c wurde auf diese Weise eine intrinsische
Wasserloslichkeit von 310 uM berechnet. Anhand des thermodynamischen Loslich-

keitsprofils kann die Loslichkeit von trans-39c¢ bei unterschiedlichen pH-Wert abgelesen
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werden (Abb. 56). Fur pH-Werte, die um eine Einheit groRRer sind als der pK,-Wert der
Verbindung (pH = pKj + 1), lasst sich ein linearer Zusammenhang zwischen logS und pH
beobachten, bis die maximale Loslichkeit der ionisierten Spezies erreicht ist.*! Ab dieser
Konzentration flacht die Kurve der thermodynamischen Loslichkeit ab und lauft horizontal
fort. 141 Wahrend Proben, deren Konzentrationen unterhalb der Loslichkeitskurve liegen, bei
dem jeweiligen pH-Wert léslich sind, sind Proben mit einer Konzentration oberhalb der
Loslichkeitskurve unldslich. Die fur die Ermittlung der Loslichkeit von trans-39c verwendete
Probeldsung hatte beispielsweise eine Konzentration von 3.8 mM und bildete ab einem pH-
Wert von 4.5 die ersten Prazipitate. In Ubereinstimmung mit dem ermittelten Loslichkeits-
profil ist auch die Beobachtung, die wéhrend der pH-metrischen Bestimmung des pK,-Wertes
gemacht wurde. Die 1.9 mM-Probeldsung bildete bei einem pH-Wert von 3.8 Prazipitate
(vgl. Kapitel 5.6.1.1).
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Abbildung 56: Thermodynamisches Loslichkeitsprofil von trans-39c in Wasser.

Um die Wasserloslichkeit organischer Verbindungen zu verbessern, hat sich das nicht-
toxische PVP als Additiv bewéhrt. So l&sst sich beispielsweise in einer 8%-igen PVP-L&sung
die Loslichkeit des Wirkstoffs Paracetamol von 14 mg/mL auf 27 mg/mL steigern.” Als
eine erste Strategie zur Verbesserung der Loslichkeit von trans-39c wurde deshalb der
Einfluss einer 1%-igen PVP-Losung untersucht. Dabei zeigte sich, dass mit dieser
Formulierung eine Steigerung der intrinsischen Loslichkeit von 310 pM auf 650 uM erreicht
werden konnte (Abb. 57). Eine 5.3 mM trans-39c-Probe erreichte bei einem pH-Wert von 4.1

die maximale Loslichkeit in der 1%-igen PVP-LAsung und prézipitierte.



ENTWICKLUNG NEUARTIGER HSP70-INHIBITOREN 97

1
0 )
e i
% g
o -1
Sy = 650 UM

2 (log 5=-3.2) /_/.x

-3
1 3 5 7
pH

Abbildung 57: Thermodynamisches Loslichkeitsprofil von trans-39c in einer 1%-igen PVP Losung.

5.6.1.4 Bestimmung der Plasmaproteinbindung von trans-39c

Plasma-Proteine, die mit 60—80 g/L den grofiten Teil der im Blutplasma gel6sten Substanzen
ausmachen und sich in Albumine und Globuline unterteilen lassen, haben verschiedenste
Funktion im Organismus. Neben der Aufrechterhaltung des osmotischen Drucks und der
Stabilisierung des Blut-pH-Wertes sind sie auch fir den Transport von Substanzen mit
geringer Wasserloslichkeit verantwortlich. Nach der Aufnahme von Arzneistoffen in den
Blutkreislauf werden diese haufig an Plasmaproteine gebunden, womit sich der Anteil an
freiem Wirkstoff reduziert. Da jedoch nur der ungebundene Anteil einer Verbindung an
Enzymen oder Rezeptoren wirken kann, ist die Kenntnis der Plasmaproteinbindung eine

wichtige GroRe fiir die Ermittlung der therapeutischen Wirkstoffdosis. !

Die Ermittlung der Plasmaproteinbindung erfolgt in unserem Arbeitskreis (A. HOrst) mit
Hilfe der kontinuierlichen Ultrafiltrationsmethode. Zentraler Bestandteil der analytischen
Anlage zur Bestimmung der Proteinbindung ist eine Filtrationszelle, die mit einer
Ultrafiltrationsmembran  ausgestattet ist und die nur von niedermolekularen
Plasmabestandteilen wie Wirkstoffmolekilen passierbar ist. Im ersten Schritt wird das mit
einem Phosphatpuffer (pH =7.4) gefillte Messsystem in einem kontinuierlichen
Pumpvorgang mit Wirkstoff beladen und der Konzentrationsanstieg UV-metrisch detektiert
(Abb. 58, A). Sobald die maximale Konzentration erreicht ist und sich im UV-Spektrum ein

Plateau einstellt, wird der Wirkstoff wieder mit Pufferlosung aus dem Messsystem
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ausgespult. Im zweiten Schritt wird Serumalbumin mit Hilfe einer Pumpe in die Messzelle
gespiilt und dort von der Filtermembran zuriickgehalten (Abb. 58, B). Uber die Konzentration
der verwendeten Albumin-Ldsung und das geférderte Volumen l&sst sich die Menge an
Plasmaprotein ermitteln, das sich zu diesem Zeitpunkt in der Filtrationszelle befindet. Ist der
Protein-Ladevorgang abgeschlossen, wird erneut die Wirkstofflosung in das mit Protein
befullte System gepumpt und die Elution UV-metrisch gemessen. Durch die Interaktion des
Wirkstoffs mit dem in der Messzelle befindlichen Albumins kommt es im Vergleich zur
Messung ohne Plasmaprotein zu einem verzdgerten Anstieg der Elution (Abb. 58, C). Die
Differenz aus beiden Messungen spiegelt die Plasmaproteinbindung des Wirkstoffs wider und

kann so fir verschiedene Wirkstoff-Protein-Verhéaltnisse ermittelt werden.
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Abbildung 58: Bestimmung der Plasmaproteinbindung mit Hilfe der kontinuierlichen Ultrafiltration.

Die Plasmaproteinbindung des Isochinolin-Derivats trans-39c an humanem Serumalbumin
wurde nach diesem Verfahren in vier unabhéngigen Messungen bestimmt. Dabei zeigte sich,
dass der Wirkstoff bei einem Wirkstoff-Protein-Verhaltnis von 1:10° zu 91% an Albumin
gebunden wird und zu 9% frei im Plasma vorliegt. Fir die Bindungsaffinitat von trans-39c an

humanem Albumin ergibt sich im Durchschnitt ein pK-Wert von 4.26 (Tabelle 26).
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# Proteinbindung pK
1 88.7 412
2 89.4 4.15
3 93.6 4.38
4 934 4.37
Mittelwert 91.3 4.26
sdv 2.6 0.14
rel sdv [%0] 2.8 3.27
Tabelle 26: Die Plasmaproteinbindung von trans-39c an humanem Serumalbumin.

5.6.2 Aktivitatsuntersuchung an MOPC-MM-Zellen und erweiterte Toxizitatsprufung

Wahrend das Aktivitats-Screening der synthetisierten Isochinolin-Derivate an MM-
Zellen der INA-6-Zelllinie durchgefiihrt wurde, basiert das murine In-vivo-Modell auf der
Multiplen Myelom-Zelllinie MOPC-315. Da die Wirksamkeit an unterschiedlichen Zelllinien
variieren kann, wurde fir das Natriumcarboxylat trans-39c, dessen Aktivitat in vivo

untersucht werden sollte, zusatzlich die effektive Wirksamkeit an MOPC-Zellen in vitro

ermittelt.

Dabei zeigte sich, dass der ECsp-Wert an MOPC-315-Zellen mit 6.3 uM etwas hoher liegt,
als der ECsp-Wert an INA-6-Zellen (1.8 pM). Um den Anteil viabler MM-Zellen auf 10% zu
reduzieren (ECgq), war bei INA-6-Zellen eine Wirkstoffkonzentration von 3.0 uM nétig. Bei
MOPC-315-Zellen lag der ECqo-Wert bei 14 uM (Abb. 59).
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Abbildung 59: Viablitatsverlauf fiir die Behandlung von INA-6- und MOPC-315-Zellen mit trans-39c.
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Durch Vergleich der Wirksamkeiten der synthetisierten Isochinolinon-Derivate an Multiplen
Myelom-Zellen und an PBMCs konnte bereits eine unspezifisch zelltoxische Wirkung
ausgeschlossen werden (vgl. Kapitel 5.5). Um im Vorfeld der In-vivo-Studie das Toxizitats-
potenzial von trans-39c weiter einzugrenzen, wurde neben dessen Hamolyseaktivitat auch
der Effekt auf die Viabilitdt von Leber- und Nierenzellen untersucht. Dabei wurde
festgestellt, dass das Carboxylat trans-39c keine zytotoxische Aktivitdt an humanen
embryonalen Nierenepithelzellen (HEK293T) und an humanen Leberzellen (HepG2) zeigt.
Auch eine Zersetzung der Erythrozyten konnte bis zu einer Wirkstoffkonzentration von
100 uM nicht beobachtet werden (Tabelle 27). Aufgrund der vorliegenden In-vitro-Daten

sollte sich das Carboxylat trans-39c fur eine Untersuchung der Wirksamkeit in vivo eignen.

) INA-6 MOPC-315 PBMC HEK293T HepG2 Erythrozyten
Verbindung - e, (+sdv) [uM] ECso (2sdv) [uM] ECso [uM] ECso [UM] ECso [UM]  ECso [UM]

(t) trans-39c 1.8 (20.1) 6.3 (x0.1) >100  >160 > 160 > 160

Tabelle 27: Wiahrend die Aktivitat von trans-39c an MM-Zellen im einstelligen mikromolaren Bereich
liegt, zeigt die Verbindung bis 100 uM bzw. 160 uM keine toxischen Nebenwirkungen.

5.6.3 Design und Ergebnisse der In-vivo-Studie

Unter Verwendung der ermittelten physikochemischen Parameter von trans-39c
wurde in der Arbeitsgruppe Meinel mit Hilfe des Programms Simcyp Simulator® eine
Simulation der Pharmakokinetik im Mausorganismus durchgefihrt. Darauf aufbauend wurde
fir verschiedene Wirkstoffdosen ein Konzentrationsprofil von trans-39c im Blutplasma
ermittelt. Dabei zeigte sich, dass bei einer Verabreichung von 40 pug im Abstand von 12 h ein
mittlerer Plasmaspiegel von 25 pM zu erwarten ist. Da diese Konzentration etwas uber dem
ECg-Wert an MOPC-Zellen liegt, wurde eine Dosis von 40 pg als potenziell wirksam
betrachtet. Um ein unteres Dosislimit fir eine In-vivo-Behandlung zu bestimmen, wurde eine
zweite Dosis mit 4 ug vorgeschlagen. Bei Verabreichung im Abstand von 12 h ist eine
systemische Konzentration im Plasma von 3 uM zu erwarten. Da diese Konzentration
unterhalb der wirksamen Dosis liegt, sollte hierbei kein therapeutischer Effekt zu beobachten
sein (Abb. 60).
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Abbildung 60: Konzentrationsprofile fur trans-39c im Blutplasma. Wéhrend bei 12-stiindiger Gabe von
4 g trans-39c eine mittlere Konzentration von 3 uM erwartet wird, sagt die Simulation fiir die
40 pg-Dosis eine mittlere Konzentration von 25 UM voraus.

Die Applikation des Wirkstoffs erfolgt in der Arbeitsgruppe Beilhack standardmaéRig
intraperitoneal. Als Vehikel kommt dabei ein Phosphatpuffer (pH=7.4) in 0.9%
Natriumchlorid-Lésung (PBS-Puffer) zum Einsatz, der damit den physiologischen
Bedingungen entspricht. Bei einem maximalen Injektionsvolumen von 200 pL ergibt sich bei
einer Dosis von 40 ug fir die Injektionslésung eine Wirkstoffkonzentration von 0.5 mM. Da
die intrinsische Loslichkeit von trans-39c bei Verwendung einer 1%-igen PVP-Ldsung auf
0.6 mM gesteigert werden konnte, wurde dem PBS-Puffer flr die In-vivo-Studie 1% PVP
zugesetzt. Auf diese Weise wurde die Loslichkeit der ungeladenen Carbonsaure, die fur die

Permeation von Zellmembranen relevant ist, erhoht.

Obwohl sich trans-39c bei In-vitro-Untersuchungen als untoxisch herausgestellt hatte, sollte
im Vorfeld der eigentlichen In-vivo-Studie eine akute In-vivo-Toxizitat ausgeschlossen
werden. Dazu wurden drei gesunden Mé&usen im Abstand von 12 h jeweils zweimal 40 g
appliziert und die Viabilitdt der Tiere fir eine Woche beobachtet. Da alle Tiere die
Behandlung tolerierten, konnte geschlussfolgert werden, dass trans-39c auch in vivo nicht

akut toxisch wirkt.
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Die Bestimmung des Tumorwachstums basiert im verwendeten MM-Maus-Modell auf dem
Prinzip der Biolumineszenz von Firefly-Luciferin.**? Unter Verbrauch von Sauerstoff setzt
das Enzym Luciferase das Benzothiazol-Derivat Luciferin (40) zum entsprechenden Dioxetan
(41) um, welches via Decarboxylierung zum energetisch angeregten Oxyluciferin (42%)
reagiert. Durch Emission von Licht im Bereich von 500-650 nm gelangt das Oxyluciferin aus

dem angeregten Zustand in den entsprechenden Grundzustand (Schema 11).[1%!
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Schema 11: Die Biolumineszenz von Luciferin (40) beruht auf der Lichtemission von Oxyluciferin (42%).

Um das Wachstum der MM-Zellen im lebenden Organismus sichtbar zu machen, wurden in
der Arbeitsgruppe Beilhack MOPC-Zellen mit einem Plasmid transfiziert, dass das Firefly-
Luciferase-Gen tragt. Die so modifizierten Zellen exprimieren damit das Enzym Luciferase,

weshalb es in Anwesenheit von Luciferin zur Lumineszenz der MM-Tumorzellen kommt.

Fur die Untersuchung der In-vivo-Wirksamkeit von trans-39c wurden vier Gruppen mit
jeweils funf Tiere verwendet, die 11 Tage vor Versuchsbeginn mit MOPC-315.BM-
Luciferase*-Zellen infiziert wurden. Wahrend die erste Gruppe unbehandelt blieb, wurde der
zweiten Gruppe nur der PBS/PVP-Vehikel ohne Wirkstoff appliziert. Im Gegensatz zu diesen
beiden Kontrollgruppen wurde die dritte Gruppe alle 12 h mit 40 pug trans-39c behandelt
(Hochdosisgruppe, HD) und der vierten Gruppe im selben Zeitintervall 4 pug des Wirkstoffs
verabreicht (Niedrigdosisgruppe, ND). Das Wachstum der Tumorzellen wurde fiir zehn Tage
im Abstand von 24 h mit Hilfe des Biolumineszenz-Bildgebungsverfahren (BLI) bestimmt
(Abb. 61). Dazu wurden die Tiere zunéchst andasthesiert und die BLI-Messung 10 Minuten
nach Injektion von Luciferin durchgefiihrt. Das am Tag des Behandlungsbeginns gemessene

Lumineszenz-Signal, das der initialen Tumorlast entspricht, wurde flr die Auswertung auf
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den Wert 1 gesetzt und das BLI-Signal der folgenden Messungen als n-fache Anderung in

Bezug auf Tag null angegeben.

Injektion der l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l Wirkstoff-Applikation

MM-Zellen BLI BLI BLI BLI BLI BLI BLI BLI BLI BLI BLI 2'®12"
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Abbildung 61: Schematisches Design der In-vivo-Studie. EIf Tage nach Injektion der MM-Zellen wurde die
Behandlung mit trans-39¢ begonnen und der Wirkstoff im Abstand von 12 h verabreicht. BLI-
Messungen wurden alle 24 h wahrend der Behandlung durchgefiihrt.

Als erstes positives Signal fur eine gelungene Studie wurde der Umstand betrachtet, dass alle
Tiere die Versuchsdauer uberlebten, womit eine statistisch signifikante Auswertung der
experimentellen Daten moglich ist. Vergleicht man die BLI-Aufnahmen von jeweils drei
reprasentativen Tieren der unbehandelten Kontrollgruppe mit denen der Hochdosisgruppe,
zeigt sich bereits optisch, dass durch die Behandlung mit trans-39c das Tumorwachstum und
die Tumorausbreitung reduziert werden konnte (Abb. 62A). Diese Beobachtung bestatigt
sich, wenn man die mittlere Anderung des BLI-Signals der unbehandelten Kontrollgruppe
mit dem BLI-Verlauf der Hochdosisgruppe vergleicht (Abb. 62B). So zeigt das quantifizierte
Biolumineszenz-Signal eine signifikante Differenz zwischen der Tumorlast der
unbehandelten Kontrollgruppe und der Hochdosisgruppe. Wie bereits aufgrund des
errechneten Plasmaspiegels erwartet, fuhrt dagegen die niedrigere Dosis von 4 ug des
Wirkstoffs trans-39c in vivo noch zu keinem wachstumshemmenden Effekt bei Myelom-

Zellen.

Die wéhrend der Behandlung mit 40 pg trans-39c invivo beobachtete Reduktion des
Tumorwachstum konnte auch in einer im Anschluss durchgefiuhrten pathologischen
Untersuchung bestatigt werden. Dabei wurde die Menge an MM-Zellen in verschiedenen
Knochen und Organen mit Hilfe des BLI-Verfahrens exvivo quantifiziert (Abb. 63).
Vergleicht man die Resultate der unbehandelten Kontrollgruppe mit der Hochdosisgruppe, so
zeigt sich, dass die Tumorlast nach Behandlung mit trans-39c deutlich geringer liegt. Dies
gilt sowohl fir den Level an Myelom-Zellen im Knochengewebe von Oberschenkel,

Unterschenkel und Brustbein als auch in den Organen Leber, Lunge und Milz.

Die Ergebnisse der In-vivo-Studie zeigen somit, dass mit dem Isochinolin-Carboxylat

trans-39c eine &ulerst vielversprechende Leitstruktur fur die Entwicklung von HSP70-
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Inhibitoren erhalten wurde. Ein noch grolRerer Behandlungserfolg diirfte sich einstellen,

sobald es gelingt die Ldslichkeit der deutlich potenteren Carboxamide (vgl. Kapitel 5.4.2) zu

steigern.
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Abbildung 62: Das Wachstum von MOPC-315 Myelom-Zellen in vivo. (A) BLI-Aufnahmen von drei
reprasentativen Tieren der unbehandelten Kontrollgruppe und der Hochdosisgruppe. (B)
Quantifizierung der Biolumineszenz im zeitlichen Verlauf.
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Abbildung 63: Ex-vivo-Analyse der Quantitdt von MM-Tumorzellen in verschiedenen Knochen und Organen.



ZUSAMMENFASSUNG 105

6 Zusammenfassung
Das Multiple Myelom (MM) zeichnet sich durch eine krankhafte Entartung der

Plasmazellen im Knochenmark aus und gilt heute trotz zahlreicher Behandlungsfortschritte
immer noch als unheilbar. Als attraktive Zielstrukturen fir neue Therapiemdglichkeiten
haben sich in den vergangenen Jahren ,,Heat-Shock“-Proteine etabliert. Diese liegen h&ufig
Uberexprimiert vor und sind bei der Stabilisierung mehrerer onkogener Signalwege des MM
von zentraler Bedeutung. Zunédchst wurden von Pharmaunternehmen verschiedene
Inhibitoren von HSP90 entwickelt, die sich in praklinischen MM-Studien als erfolgreich
herausstellten, in klinischen Studien jedoch nur eine begrenzte Wirksamkeit zeigten, da eine
Inhibition von HSP90 zu einer schnellen HSF-1-vermittelten Hochregulation der HSP70-
Expression flhrt. Dies kompensiert die Inhibition von HSP90 und fiihrt damit zu einer
Abschwéchung der Anti-Tumoraktivitdt. Eine duale Hemmung von HSP90 und des
HSF-1/HSP70-Systems wird daher als vielversprechende Strategie fur eine wirksame
Behandlung des MM betrachtet.

Die vorliegende Arbeit, die im Rahmen der klinischen Forschergruppe 216 erstellt wurde,
befasst sich daher mit der Entwicklung von Inhibitoren des HSF-1/HSP70-Systems. Hierzu
wurden zwei unabhéngige Strategien verfolgt. Neben einem indirekten Ansatz, der auf einer
blockierten HSP70-Expression via Inhibition des HSF-1-Signalwegs beruht, stand die direkte
Inhibition von HSP70 im Fokus.

Die erzielten Ergebnisse im Einzelnen:

1) In Anlehnung an den HSF-1-Inhibitor NZ28 (12) sollte untersucht werden, ob das dort
enthaltene Tetrahydroisochinolin-Geriist eine Leitstruktur fir die Entwicklung von
Hemmstoffen des HSF-1-Signalwegs darstellt. Hierzu wurde eine Reihe unterschiedlich
substituierter Tetrahydroisochinolinon-Derivate hergestellt. Die Synthese erfolgte Uber
eine sequenzielle Ugi-Heck-Reaktion, da hierbei drei Substituenten des Tetrahydro-
isochinolin-Gerists hochflexibel und unabh&ngig voneinander variiert werden kénnen und
sich so leicht ein breites Spektrum verschiedener Tetrahydroisochinolinon-Derivate
aufbauen lasst. Eine Bioaktivitatsanalyse zeigte jedoch, dass keine der so erhaltenen

Verbindungen (26) die HSF-1-vermittelte HSP70-Expression zu inhibieren vermochte.
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Um den Einfluss des spezifischen Substitutionsmusters der via Ugi-Heck-Reaktion
erhaltenen Produkte zu untersuchen, wurde auRerdem eine Auswahl der als HSP70-
Inhibitoren synthetisierten Tetrahydroisochinolinone (24 und 36) im HSF-1-Assay
getestet. Da auch fir diese Verbindungen keine Inhibition des Signalwegs beobachtet
werden konnte, besteht Grund zur Annahme, dass substituierte Tetrahydroisochinolin-

Derivate nicht als Leitstruktur fiir die Entwicklung von HSF-1-Inhibitoren geeignet sind.

Im Gegensatz zu den synthetisierten Tetrahydroisochinolinonen zeigten einige der als
Zwischenprodukte der Ugi-Heck-Reaktion isolierten a-Acylaminocarboxamide, die durch
ein Michael-System charakterisiert sind, eine Inhibition der HSF-1-vermittelten HSP70-
Expression. Zwar konnten keine eindeutigen Struktur-Wirkungsbeziehungen beziiglich
einzelner Substituenten abgeleitet werden, aber es zeigte sich, dass die beobachtete
Bioaktivitat nicht vom enthaltenen Michael-System abhdangig ist. Dem Wirkprinzip der
a-Acylaminocarboxamide scheint somit keine kovalente Bindung mit nukleophilen
Seitenketten von Proteinen zugrunde zu liegen, was das Potenzial unspezifischer

Interaktionen reduziert.

Bei der Ugi-Multikomponentenreaktion wurden als Carbonséurederivate auch B-Acyl-
substituierte Acrylséuren eingesetzt. Dabei wurde beobachtet, dass dieser Austausch zur
Bildung von pharmakologisch interessanten 2,5-Diketopiperazinderivaten (35) fiihrt. Die
in nur einem Reaktionsschritt erhaltenen 2,5-DKPs zeigten eine spezifische und
dosisabhangige antiproliferative Wirkung auf aktivierte T-Zellen, was sie als potenzielle
Wirkstoffkandidaten fiir die Behandlung von unbeabsichtigten T-Zell-vermittelten

Autoimmunantworten interessant macht (AG Topp).
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Eine Analyse der Struktur-Wirkungsbeziehungen zeigte unter anderem eine Préferenz fur
trans-konfigurierte 2,5-DKPs. Die Aktivitat der potentesten Verbindungen der syntheti-
sierten Serie lag in derselben GroRenordnung wie die der Positiv-Kontrolle 17-Di-

methoxyaminoethylamino-17-demethoxygeldanamycin (17-DMAG, 4b).

4) Ausgangspunkt fur die Entwicklung neuartiger HSP70-Inhibitoren war das Ergebnis eines
virtuellen Screenings (AG Sotriffer), das darauf abzielte die Proteinfunktion durch eine
Interaktion mit dem Interdoménen-Interface von HSP70 zu blockieren. Im ersten Schritt
wurde eine diastereoselektive und hochflexible Reaktionssequenz zum virtuelle
Screening-Hits (trans-24a) etabliert, mit der im zweiten Schritt eine Bibliothek verwandter
Substanzen aufgebaut wurde. Gezielte strukturelle Modifikationen erlaubten dabei
wesentliche Strukturelemente zu identifizieren sowie Informationen fiir die Generierung

von Derivaten mit hoherer Aktivitdt zu gewinnen. Die wichtigsten Erkenntnisse dabei

waren:
- Ausschlielflich trans-konfigurierte Tetrahydroisochinolinon- N
Derivate sind wirksam. N~

- Carboxamide (Pos. 4) sind aktiver als analoge Carbonséuren.
- Die Methoxyfunktion am Phenylsubstituenten in Pos. 3 ist fir
die Aktivitat wichtig, dagegen fiihrt das Entfernen der OCHs-

Gruppe am Phenylring in Pos. 2 zu einer Aktivitatssteigerung.
- Eine aliphatische MeNH-Einheit am exozyklischen Amid re- (+) trans-24a

duziert die Aktivitat gegentiber Arylamidsubstituenten um eine Zehnerpotenz. Dariiber

hinaus fuhrt ein tertidrer Dimethylcarboxamid-Rest zum vollstandigen Aktivitatsverlust.

Zur Falsifizierung der postulierten Bindetasche wurden zusatzlich gezielt Derivate mit
sterisch anspruchsvollen Substituenten (Tetrahydronaphthyl, Phenoxyphenyl) hergestellt,

die nicht in der Lage sein sollten im berechneten Bindemodus am Interdoménen-Interface
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zu binden. Dabei stand das so ermittelte verfligbare Platzangebot in Einklang mit den

aufgrund der Docking-Analysen getroffenen Annahmen.

Um die Enantioselektivitat der Aktivitat der trans-Verbindungen zu prifen, wurde fir
zwei reprasentative Carboxamide (24a und 24i) eine Enantiomerentrennung mittels
chiraler HPLC durchgefuihrt und die Enantiomere einzeln getestet. Dabei erwiesen sich die
R,R-Derivate als Trager der Anti-MM-Wirksamkeit.

Zur Abschatzung der Permeabilitait wurden die PSA-Werte der Carboxamide (24)
berechnet. Mit Ausnahme der hydroxylsubstituierten Verbindung 24r lagen die Werte
aller Derivate (24a-q) in einem Bereich von 65-88 A% was einen akzeptablen
Resorptionsanteil von 55-90% erwarten l&sst. Die Bestimmung der Lipophilie der
hergestellten Carboxamide mittels HPLC ergab einen logD-Bereich von 1-3, in dem
Wirkstoffe einen ausgewogenen lipophilen Charakter besitzen. Die Effizienz der
hergestellten Inhibitoren wurde dartiber hinaus anhand der ermittelten LE- (engl. ligand
efficiency) und LLE-Werte (engl. ligand lipophilic efficiency) beurteilt. Die glinstigste
Kombination aus LE und LLE wurde fur Verbindung 24j (ECso = 0.20 uM) ermittelt.
Dieses Derivat zeichnet sich durch einen Phenylsubstituenten in Position 2 des
Tetrahydroisochinolin-Gerlsts, einen Methoxyphenylrest in Position 3 und einen

Pyrimidinsubstituenten am exozyklischen Amid aus.

Zur Beurteilung unspezifisch toxischer Effekte wurde neben der Wirksamkeit an MM-
Zellen auch der Einfluss der Tetrahydroisochinolin-Derivate auf die Viabilitdt von
mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) untersucht (AG Chatterjee).
Wéhrend die aktivsten Carboxamide an MM-Zellen im submikromolaren Bereich wirksam
waren, zeigte mit Ausnahme des phenolsubstituierten Derivats trans-24r keine der
getesteten Verbindungen toxische Effekte an PBMCs (ECsp > 100 uM). Dariiber hinaus
legen detaillierte Westernblot-Analysen einen HSP70-spezifischen Wirkmechanismus
nahe. AulRerdem flhrte eine duale Hemmung von HSP70 und HSP90 durch gleichzeitige
Inkubation mit trans-24i und NVP-AUY922 (5) zu einem additiven pro-apoptotischen
Effekt bei MM-Zellen.

Aufgrund der vielversprechenden In-vitro-Ergebnisse und seiner guten Loslichkeit wurde
trans-39c in vivo untersucht. Zu diesem Zweck wurden zunéchst die physikochemischen

Parameter pK, logP und Loslichkeit sowie die Plasma-Proteinbindung ermittelt (in
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Kooperation mit AG Meinel). Auf Basis einer im Anschluss durchgefiihrten
Pharmakokinetik-Simulation wurden zwei unterschiedliche Dosierungen gewahlt.
Toxizitatsuntersuchungen von trans-39c zeigten keine Hamolyseaktivitdt und keinen
Effekt auf die Viabilitat von Leber- und Nierenzellen (H. Bruhn).

Fir die In-vivo-Studie wurde ein murines MM-Modell verwendet, das auf MOPC-
315.BM-Luciferase’-Zellen basiert und eine nicht-invasive In-vivo-Bestimmung der

Tumorentwicklung via Biolumineszenz ermdglicht (AG Beilhack). Uber einen Zeitraum

von zehn Tagen wurde zwei Gruppen 200 -
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wachstums gegeniiber einer unbehandelten Kontrollgruppe. Dieses Ergebnis konnte
zusétzlich durch eine im Anschluss durchgefiihrte Ex-vivo-Untersuchung bestétigt werden,
bei der die Tumorlast in verschiedenen Knochen und Geweben ermittelt wurde.

Die Tetrahydroisochinolinon-Derivate haben sich damit als ausgezeichnete Leitstruktur
fir die Weiterentwicklung als HSP70-Inhibitoren erwiesen und konnten in Zukunft zu

einem deutlichen Fortschritt bei der Behandlung des Multiplen Myeloms beitragen.
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7 Summary
Multiple Myeloma (MM) is generally characterized by a malignant disorder of the

plasma cells within the bone marrow. Despite some progress made in treatment, it still
remains incurable. Since the past years heat shock proteins (HSPs) have been established as
attractive targets for new therapies. HSPs are frequently overexpressed in MM and play an
important role in stabilizing multiple oncogene signaling pathways. Initially pharmaceutical
companies had developed various inhibitors of HSP90, which proved to be successful in
preclinical MM studies. However, in clinical therapies they just showed limited potency since
the inhibition of HSP90 leads to a strong and fast HSF-1-mediated upregulation of the HSP70
expression. This response is compensating the inhibition of HSP90 and leads to an
attenuation of the antitumor activity. Therefore a dual depletion of HSP90 and the HSF-
1/HSP70 system is regarded as a promising strategy for an efficient treatment of MM.

The present work, established within the Clinical Research Unit 216, deals with the
development of inhibitors of the HSF-1/HSP70 system. Therefore two independent strategies
were implemented, i.e. an inhibition of the HSF-1 signaling pathway and the direct inhibition
of HSP70.

The obtained results in detail:

1) According to the HSF-1 inhibitor NZ28 (12) it was tested whether its tetrahydro-
isoquinoline-scaffold can serve as a lead structure for the development of HSF-1 pathway
inhibitors. Hence a series of variously substituted tetrahydroisoquinolinone derivatives
was prepared. The synthesis followed a sequential Ugi-Heck reaction, as this procedure
offers the opportunity to vary three substituents of the tetrahydroisoquinoline-scaffold
independently and highly flexible and therefore gives access to a library of different
tetrahydroisoquinolinones. However, bioactivity analysis revealed that none of the
obtained compounds (26) was able to inhibit the HSF-1-mediated HSP70 expression.
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In order to analyze the influence of the specific substitution pattern of the products from
the Ugi-Heck reaction, a variety of the tetrahydroisoquinolinones (24 and 36) synthesized
as inhibitors of HSP70 were additionally tested with the HSF-1 assay. As these
compounds also showed no inhibition of the signaling pathway, it is supposed that
substituted tetrahydroisoquinolines are no suitable lead structures for the development of
HSF-1 inhibitors.

2) In contrast to the synthesized tetrahydroisoquinolinones, several a-acylaminocarbox-
amides showed an inhibition of the HSF-1-mediated HSP70 expression. These compounds
were obtained as intermediates of the Ugi-Heck reaction and are characterized through a
Michael system. Although no distinct structure-activity relationship could be derived with
regard to individual substituents, it could be shown that the observed bioactivity is
independent from the Michael system included. Thus, the activity of the a-acylamino-
carboxamides is apparently not restricted to a covalent bond formed along with

nucleophilic protein side chains. This reduces the potential of unspecific interactions.

3) The Ugi reaction was also performed with p-acyl-substituted acrylic acids. Making use of
such carbonic acids, access to pharmacological interesting 2,5-diketopiperazines (35) was
gained in just one reaction step. The products obtained showed specific anti-proliferative
properties towards activated T-cells in a dose-dependent manner. Therefore they represent
potential candidates for treating unwanted T cell-mediated immune responses (explored in

the group of Prof. Topp).
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Analyzing the structure-activity relationship revealed an explicit preference for trans-
configured 2,5-DKPs. Moreover, the activity of the most potent compound was of the
same magnitude as the positive control 17-dimethoxyaminoethylamino-17-demethoxy-
geldanamycin (17-DMAG, 4b)

4) For the development of novel HSP70 inhibitors it was aimed to prevent the protein
function by an interaction with the interdomain interface of HSP70. A corresponding
Virtual Screening (performed in the group of Prof. Sotriffer) yielded the tetrahydro-
isoquinolinone trans-24a as most potent compound. Initially a diastereoselective and
highly flexible reaction sequence to the virtual screening hit (trans-24a) was established
which was then utilized to create a library of modified compounds. By means of systemic
structural modifications significant moieties were identified and furthermore detailed
information for creating derivatives with higher potency were collected. The most

important results were:

- Exclusively trans-configured tetrahydroisoquinolinones N
are highly active against MM cells. N~

- Carboxamides (Pos. 4) are more potent than the
corresponding carbonic acid and carboxylate analogues.

- The methoxy function at the phenyl substituent in pos. 3 is

important for the activity, whereas its absence at the

(%) trans-24a

phenyl ring in pos. 2 increases the potency.
- An aliphatic MeNH-group at the exocyclic amide is reducing the activity against
arylamide substituents by an order of magnitude. Moreover, a tertiary dimethyl-

carboxamide moiety causes the complete loss of activity.
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To falsify the postulated binding pocket, specific derivatives bearing structural challenging
substituents (tetrahydronaphthyl, phenoxyphenyl) were synthetized additionally. They
should not be able to bind to the interdomain interface in the calculated binding mode. As
a result the available space was in good agreement with the assumptions made upon the

docking analyses.

In order to prove whether the activity of the trans-compounds is induced by only one
enantiomer, two representative carboxamides (24a und 24i) were subjected to an

enantioseparation by means of chiral HPLC. Exclusively the R,R-compounds were active.

To estimate the compounds’ permeability, the PSA values of the carboxamides (24) were
calculated. With exception of the hydroxyl substituted compound 24r, the values of all
other derivatives (24a-q) ranged between 65-88 A% Thus, the fraction of absorption is
expected to be 55-90%. The lipophilicity determined by means of HPLC yielded logD-
values of 1-3, complying to a well-balanced lipophilic character. The efficiency of the
synthesized inhibitors was evaluated by means of the calculated ligand efficiency (LE) and
lipophilic ligand efficiency (LLE). The most favorable combination of LE and LLE was
found for compound 24j (ECso = 0.20 uM). It is characterized by a phenyl substituent in
position 2 of the tetrahydroisoquinoline-scaffold, a methoxyphenyl group in position 3 and
a pyrimidine substituent at the exocyclic amide.

In addition to the analyzed potency against MM cells, the influence of the tetrahydro-
isoquinolines on peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) was determined in order to
appraise unspecific toxic effects (performed in the group of Dr. Chatterjee). While the
most potent carboxamides showed activity against MM cells in a submicromolar
concentration range, none of the tested compounds showed toxic effects against PBMCs
(ECs0 > 100 uM) with exception of the phenol substituted derivative trans-24r.
Furthermore, detailed Westernblot analyses suggest a HSP70 specific mode of action. As
expected the dual inhibition of HSP70 and HSP90 by means of concomitant incubation
with trans-24i and NVP-AUY922 (5) yielded an additive pro-apoptotic effect against MM

cells.

Based on these promising in vitro results compound trans-39c¢ was subjected to an in vivo

study. For this purpose the physicochemical parameters pK,, logP and solubility were
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determined initially (in collaboration with the group of Prof. Meinel) as well as the degree
of plasma protein binding. Pharmacokinetic simulations were the fundamental for the two
different dosages selected afterwards.

In order to evaluate the potential of toxicity in more detail, the compounds’ hemolysis
activity and its impact on the viability of liver and kidney cells were determined by H.
Bruhn. These analyses did not reveal any cytotoxic effect.

The in vivo study was performed with a novel murine MM model that based on MOPC-
315.BM luciferase” cells and therefore allows the none-invasive determination of tumor
growth by means of bioluminescence imaging (developed and performed in the group of
Prof. Beilhack). Two groups of five

200 -
animals each were treated over a period of

== HD40ug

ten days. Therefore trans-39c (4 and 1507 ND 4 g
- - . -~ untreated

40 pg, respectively) was injected intra- 100 - control

peritoneal every 12 h. The therapy was 5

BLI signal
({fold change from day 0)

well tolerated by all animals and the group

0 = .
0 2 4 6 8 10
showed a significant reduction of tumor Days of treatment

treated with the higher dose of 40 ug

growth compared to the untreated control group. This result could be supplemented by ex
vivo analyses performed subsequently where the tumor burden in different bones and
tissues was determined.

Ultimately the tetrahydroisoquinolinones have been established as excellent lead structures
for an advanced development as HSP70 inhibitors and may contribute to a considerable

progress in treatment of Multiple Myeloma in the future.
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EXPERIMENTELLER TEIL

8 Allgemeine Methoden
8.1 Verwendete Apparaturen und Messgerate

Circulardichroismus-Spektroskopie  (CD): Die CD-Spektren wurden an einem
J-715-Spectropolarimeter (Fa. Jasco, Gross-Umstadt, Deutschland) aufgenommen und mit
der zugehorigen Jasco-Software verarbeitet. Bei einer Bandbreite von 1 nm betrug die
Scangeschwindigkeit 200 nm min™. Die aufgezeichneten differentiellen Absorptions-
Koeffizienten Ae [cm? mol™] wurden lber den angegeben Wellenlangenbereich gemessen

und das Lésungsmittelspektrum von den gemessenen Spektren subtrahiert.

Elementaranalyse (CHNS): Die Elementaranalysen wurden an einem EURO EA 3000

Elemental Analyzer Instrument (Fa. Eurovektor Instruments, Milan, Italien) aufgenommen.

Gefriertrocknung: Zur Trocknung waéssriger Proben wurde die Gefriertrocknungsanlage
Alpha 1-4 LD plus (Fa. Christ, Osterode am Harz, Deutschland) mit einer RZ 6
Drehschieberpumpe (Fa. Vacuubrand, Wertheim, Deutschland) verwendet.

Infrarotspektroskopie (IR): Die Aufnahme der Infrarotspektren erfolgte mit einem JASCO-
FT/IR-6100-Spektrometer (Fa. Jasco, Gross-Umstadt, Deutschland). Die Spektren wurden
mit Hilfe einer Diamant-ATR-Einheit aufgenommen. Die Wellenzahl ist mit v bezeichnet und

in cm™ angegeben.

Kernresonanzspektroskopie (*H-NMR, *C-NMR): *H (400.132 MHz) und *C (100.613
MHz) NMR-Spektren wurden bei 300 K an einem Bruker AV 400 NMR-Spektrometer (Fa.
Bruker Biospin, Karlsruhe, Deutschland) aufgenommen. Als interner Standard wurden die
Residualprotonen und die **C-Resonanzsignale der deuterierten Ldsungsmittel verwendet
(CDCls: *H7.26 ppm, ®C 77.16; CDsCN: 'H1.94ppm, “C 132, 118.26; C¢Ds:
'H7.16 ppm, C 128.06; DMSO-dg: *H 2.50 ppm, **C 39.43 ppm). Die chemische
Verschiebung (8) ist in ppm (dtms = 0) und die Kopplungskonstante (J) ist in Hz angegeben.
Fur die Signalmultiplizitdt wurden die folgenden Abkirzungen verwendet: s = Singulett,
d = Dublett, t = Triplett, g = Quartett, dd = Dublett von Dublett, ddd = Dublett von Dublett
von Dublett, dt = Dublett von Triplett, m = Multiplett, br = breites Signal. Die Zuordnung der

Protonen- und Kohlenstoffsignale erfolgt unter Verwendung von 2D-NMR Experimenten.
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Massenspektrometrie (MS): Die Elektrosprayionisations-Massenspektren (ESI) wurden an
einer Agilent 1100 LC/MSD lonenfalle (Fa. Agilent Technologies, Boblingen, Deutschland)
aufgenommen (Kapillarspannung: 3.5 kV, Druck Vernebelungsgas: 20 psi, Trockengas: N,
Flussrate: 5 L/min, Temperatur: 325 °C). Die Injektion erfolgte mit Hilfe einer KDS100
Spritzenpumpe (Fa. KD Scientific, Holliston, USA). Die verwendete lonenpolaritét ist mit
,+¢ (positiv) und ,,-“ (negativ) gekennzeichnet. Die hochaufgelosten Massenspektren
(HRMS) wurden an einem micrOTOF focus Il (Fa. Bruker Daltonik, Bremen, Deutschland)

aufgenommen.

Rontgenbeugungsanalysen: Die Intensitdt der Rontgenbeugungsreflexe wurde an einem
APEX-CCD Diffraktometer (Fa. Bruker AXS, Karlsruhe, Deutschland) mit D8 3-Kreis

Goniometer und monochromatischer Mok,-Strahlung vermessen.

Schmelzpunkte (Schmp.): Die angegebenen Schmelzpunkte wurde am Schmelzpunkt-
Messgerdt SMP3 (Fa. Bibby Scientific, Staffordshire, Grof3britanien) gemessen. Die
angegebenen Werte sind nicht korrigiert.

Vakuumkonzentrator: Fir die Substanzisolierung nach préparativer HPLC-Trennung wurde
der Concentrator 5301 (Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland) verwendet.

Physikochemische Charakterisierung: Die Ermittlung physikochemischer Parameter wie pKj,
logP (alternative Bestimmung via HPLC — siehe Chromatographische Methoden) und der
exakten Loslichkeit wurde an einem Sirius T3 PhysChem Messsystem (Fa. Sirius Analytical,

East Sussex, Grolbritanien) durchgefihrt.

8.2 Chromatographische Methoden

Diinnschichtchromatographie (DC): Fur die Dunnschichtchromatographie wurden kieselgel-
beschichtete Glasplatten (SIL G-25 UV2s4) (Fa. Macherey Nagel, Diren, Deutschland) mit
einer Schichtdicke von 0.25 mm verwendet. Je nach Anforderung wurde flr die Detektion die
Eigenfluoreszenz bei 366 nm, die Fluoresenzldschung bei 254 nm oder das Anfarbeverhalten
mit verschiedenen Spruhreagenzien (Ehrlichs Reagenz, Dragendorfs Reagenz, Kaliumper-

manganat Reagenz) verwendet.

Saulenchromatographie (SC): Als Saulenfillmaterial wurde standardméaiig Kieselgel mit

einer KorngrofRe von 0.063-0.200 mm und in speziellen Fallen mit einer Korngréfle von
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<0.063 mm (bezeichnet als Flash-Kieselgel) (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland)
verwendet. Alle Saulen wurden nass geflllt und die FlieBmittelzusammensetzung ist als

VVolumenprozent (v/v) angegeben.

Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC): Fir analytische Zwecke kamen Agilent
HPLC-Systeme (1100 Serie) (Fa. Agilent Technologies, Bdblingen, Deutschland) mit
Entgasungseinheit (Degasser G1322A), bindrer Pumpe (BinPump G1312A), Saulenofen
(Colcom G1316A), Probenwechsler (ALS G1313A) und DAD-Detektor (DAD G1315B) zum
Einsatz. Zur Auswertung wurde die Agilent ChemStation Software (Release B.03.02)
verwendet. Die Retentionszeit der Verbindungen ist mit tg abgekirzt. Die Detektions-

wellenlénge ist bei den jeweiligen Verbindungen angegeben.

Methode zur Reinheitsanalytik (Methode 1)

HPLC-Sé&ule: Inertsil ODS-2 C18 (5 pm, 150 x 4.6 mm)
(Fa. MZ-Analysetechnik, Mainz, Deutschland).

Eluent: Phosphat-Puffer (10 mM, pH = 7.4, A) und Methanol (B).
Gradient: 0-25 min  10% auf 90% B

25-30 min 90% B

30-32 min 90% auf 10% B

32-35 min 10% B.

Flussrate: 1.0 mL/min.

Temperatur: 25 °C.

Methode zur Bestimmung der logP-Werte (Methode 1)

HPLC-Saule: Inertsil ODS-2 C18 (5 um, 150 x 4.6 mm)
(Fa. MZ-Analysetechnik, Mainz, Deutschland).

Eluent: Phosphat-Puffer (10 mM, pH =7.4): Methanol mit 0.02% N,N-Dimethyl-
hexylamin = 30:70.

Flussrate: 1.0 mL/min.

Temperatur: Raumtemperatur.

Methodenen zur Enantiomerentrennung

HPLC-Sé&ule: Lux Cellulose-1 (5 um, 250 x 4.6 mm)
(Fa. Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland)

Eluent: Wasser (A) und Acetonitril (B).
Isokratisch:  A/B 20:80 (Methode I1I).
A/B 40:60 (Methode V).
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Flussrate: 1.0 mL/min.

Temperatur: 25 °C.

Die préaparativen Enantiomeren-Trennungen wurde an einem HPLC-System (1100 Serie)
bestehend aus zwei praparativen Pumpen (PrepPump G1361 A), einem Probenwechsler
(PrepALS G2260A), einem MWD-Detektor (MWD G1365B) und einem Fraktionssammler
(PrepFC G1364B) (Fa. Agilent Technologies, Boblingen, Deutschland) durchgefuhrt. Die
Steuerung und Spektrenauswertung erfolgte mit der Agilent ChemStation Software (Release
B.01.03).

Methoden zur Enantiomerentrennung

HPLC-Sé&ule: Lux Cellulose-1 (5 pm, 250 x 21.2 mm)
(Fa. Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland)

Eluent: Wasser (A) und Acetonitril (B).
Isokratisch:  A/B 50:50 (Methode V).

A/B 58:42 (Methode VI).
Flussrate: 21.0 mL/min.

Temperatur: Raumtemperatur.

8.3 Chemikalien

Losungsmittel: Das fir HPLC-Anwendungen verwendete Wasser wurde mittels einer Milli-
Q-Synthesis-Anlage (Fa. Merck Millipore, Billerica, USA) gereinigt und deionisiert. Als
organische Komponente wurde Acetonitril (Chromasolv®, HPLC gradient grade, Fa. Sigma-
Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) und Methanol (LiChrosolv®, HPLC gradient grade, Fa.
Merck, Darmstadt, Deutschland) verwendet. Die flr die Sdulenchromatographie verwendeten
Losungsmittel Chloroform, Dichlormethan, Ethanol, Methanol, n-Hexan und Petrolether
(4060 °C) wurden kommerziell erworben und ohne weitere Reinigung verwendet.
Ethylacetat wurde vor Verwendung destilliert. Fir Reaktionen mit luft- und/oder
feuchtigkeitsempfindlichen Substanzen kamen absolutierte Losungsmittel zum Einsatz, die
nach Standardverfahren gewonnen und iiber Molekularsieb (3.6 A) unter Argon-Atmosphére

gelagert wurden.[*>

Sonstige Chemikalien: Alle eingesetzten Chemikalien wurden von den folgenden

Unternehmen erworben und wie erhalten verwendet: Alfa-Aesar (Karlsruhe, Deutschland),
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Fisher Scientific (Schwerte, Deutschland), Fluka (Buchs, Schweiz), Merck (Darmstadt,

Deutschland) Sigma-Aldrich (Schnelldorf, Deutschland), VWR International (Darmstadt,
Deutschland).



120 SYNTHESEN

9 Synthesen
9.1 Synthese der potenziellen HSF-1-Inhibitoren

9.1.1 Synthese von a-Acylaminocarboxamid-Derivaten
N-[2-(Benzylamino)-1-(2-bromphenyl)-2-oxoethyl]-N-methylzimtsaureamid (26a)

Zu einer Lésung von 2-Brombenzaldehyd (230 pL, 2.0 mmol) in abs. MeOH (2 mL) wurde
unter Argon-Atmosphare Methylamin (1.0 mL, 2.0 mmol, 2 M in MeOH) zugegeben und bei
RT 20 min geruhrt. AnschlieBend wurde Benzylisocyanid (280 puL, 2.4 mmol) und
trans-Zimtsaure (300 mg, 2.0 mmol) zugegeben und die Reaktionslésung bei RT 20h
geriihrt. Der ausgefallene Feststoff wurde abfiltriert, in CH,Cl, aufgenommen und mit ges.
NaHCOs-Lsg. extrahiert. Die organische Phase wurde Uber wasserfr. Na,SO,4 getrocknet,
danach eingedampft und der zurtickgebliebene Feststoff aus CH,Cl, umkristallisiert.

Farbloser Feststoff

CxsH23BrN,O,  463.4 g/mol

Ausbeute: 755 mg (1.54 mmol, 77%).
Schmp: 187-188 °C (CH,Cly).

() 26a

IR (ATM, ¥ [cm™]): 3303, 3064, 1677, 1637, 1585, 1539, 1400, 1216, 1110, 978, 761, 699.

'H NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]): 7.68 (d, 15.4 Hz, 1 H, 4-H), 7.59 (dd, 7.8 Hz, 1.0 Hz,
1H, 3"-H), 7.55 (d, 7.8 Hz, 1 H, 6"-H), 7.51-7.45 (m, 2 H, 6/10-H), 7.39-7.16 (m, 10 H, 8-H,
7/9-H, 4"-H, 5"-H, 2"/6"-H, 3"/5"-H, 4"-H), 6.86 (d, 15.4 Hz, 1 H, 3-H), 6.55 (br.s, 1 H,
CONH), 6.35 (s, 1 H, C-1"-CH), 4.56 (dd, 14.8 Hz, 6.0 Hz, 1 H, C-1"-C*H), 4.43 (dd,
14.8 Hz, 5.2 Hz, 1 H, C-1"-C°H), 2.95 (s, 3 H, N-CH3).

3¢ NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]): 169.3 (CONH), 167.3 (C-2), 143.8 (C-4), 137.8 (C-1"),

135.1 (C-5), 134.2 (C-1"), 133.5 (C-3"), 131.2 (C-6"), 130.1 (C-4"), 129.8 (C-8), 128.8 (2 C,

C-4™), 127.4 (C-5" oder C-4"), 125.7 (C-2"), 117.1 (C-3), 61.9 (C-1"-CH), 43.7 (C-1"-CH,),
32.9 (N-CHs).
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MS (ESI*): m/z = 462 / 464 [M]".

N-[2-(Benzylamino)-1-(2-bromphenyl)-2-oxoethyl]-N-cyclopropylzimtsdureamid (26b)

Zu einer Loésung von 2-Brombenzaldehyd (230 pL, 2.0 mmol) in abs. MeOH (3 mL) wurde
unter Argon-Atmosphare c-Propylamin (140 pL, 2.0 mmol) zugegeben und bei RT 20 min
geriihrt. Anschlieend wurde Benzylisocyanid (280 uL, 2.4 mmol) und trans-Zimtsdure
(300 mg, 2.0 mmol) zugegeben und die Reaktionsldsung bei RT 3 d geriihrt. Der ausgefallene
Feststoff wurde abfiltriert, in CH,Cl, aufgenommen und mit ges. NaHCOs-Lsg. extrahiert.
Die organische Phase wurde uUber wasserfr. Na,SO, getrocknet und anschlielend

eingedampft.

Hellbrauner Feststoff

C27H2sBrN,O,  489.4 g/mol

Ausbeute: 558 mg (1.14 mmol, 57%).
Schmp: 169-172 °C.

IR (ATM, ¥ [cm™]): 3338, 1685, 1645, 1589, 1527, 1398, 1348, 1234, 1021, 977, 765, 697.

'H NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]): 7.58 (d, 15.4 Hz, 1 H, 4-H), 7.55 (d, 7.6 Hz, 1 H, 6"-H),
7.48 (d, 7.6 Hz, 1 H, 3"-H), 7.45-7.40 (m, 2 H, 6/10-H), 7.31-7.12 (m, 10 H, 3-H, 7/9-H,
8-H, 5"-H, 2"/6"-H, 3"/5"-H, 4"-H), 7.08 (t, 7.6 Hz, 1 H, 4"-H), 6.49 (t, 5.7 Hz, 1H,
CONH), 591 (s, 1H, C-1"-CH), 4.41 (d, 5.7 Hz, 2 H, C-1"-CH,), 2.45-2.39 (m, 1H,
N-CHc.propyt), 1.06-0.98 (M, 1 H, C*H2 ¢ propy1), 0.84-0.76 (M, 1 H, C*Hy ¢.propy), 0.76-0.69 (m,
1 H, C°Hy ¢propyt), 0.46-0.35 (M, 1 H, C”Hy ¢_propy)-

3¢ NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]): 169.6 (CONH), 169.4 (C-2), 142.9 (C-4), 138.0 (C-1"),
135.2 (C-5), 134.9 (C-1"), 132.9 (C-3"), 132.0 (C-6"), 129.8 (C-8), 129.7 (C-4"), 128.7 (2 C,
C-3"/5"), 128.5 (2 C, C-7/9), 127.9 (2 C, C-6/10), 127.6 (2 C, C-2"/6"), 127.3 (C-5" oder
C-4"), 127.2 (C-5" oder C-4"), 125.6 (C-2"), 118.6 (C-3), 65.7 (C-1"-CH), 43.7 (C-1"-CH,),
29.3 (N-CHcpropy1), 10.7 (CHaz c-propy), 9.1 (C'H2 c-propyl)-

MS (ESI*): m/z = 488 / 490 [M]".
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N-Benzyl-N-[2-(benzylamino)-1-(2-bromphenyl)-2-oxoethyl]zimtsaureamid (26c¢)

Zu einer Lésung von 2-Brombenzaldehyd (120 pL, 1.0 mmol) in abs. MeOH (2 mL) wurde
unter Argon-Atmosphadre Benzylamin (110 pL, 1.0 mmol) zugegeben und bei RT 15 min
geruhrt. AnschlieBend wurde Benzylisocyanid (130 pL, 1.1 mmol) und trans-Zimtsdure
(150 mg, 1.0 mmol) zugegeben und die Reaktionsldsung bei RT 20h geruhrt. Der

ausgefallene Feststoff wurde abfiltriert und mit wenig kaltem MeOH gewaschen.

Farbloser Feststoff

C31H»7BrN,O, 539.5 g/mol

Ausbeute: 405 mg (0.75 mmol, 75%).
Schmp: 170-172 °C.

IR (ATM, ¥ [cm™]): 3268, 3079, 1682, 1639, 1587, 1560, 1427, 1201, 980, 766, 755, 692.

'H NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]): 7.82 (d, 15.3 Hz, 1 H, 4-H), 7.64 (d, 6.8 Hz, 2 H, 3"-H,
6"-H), 7.42-7.01 (m, 17 H, 6/10-H, 7/9-H, 8-H, 2'/6"-H, 3/5-H, 4'-H, 4"-H, 5"-H, 2"/6"-H,
3"/5"-H, 4"-H), 6.81 (d, 15.3Hz, 1H, 3-H), 6.41 (s, 1 H, C-1"-CH), 6.20 (br. s, 1 H,
CONH), 4.90 (d, 17.8 Hz, 1H, C-1-C*H), 4.69 (d, 17.8 Hz, 1 H, C-1-CH), 4.55 (dd,
13.6 Hz, 4.5 Hz, 1 H, C-1"-C%H), 4.43 (dd, 13.6 Hz, 4.2 Hz, 1 H, C-1"-C°H).

13C NMR (CDCls, 5 [ppm], J [Hz]): 169.3 (CONH), 168.2 (C-2), 144.4 (C-4), 137.8 (C-1"),
137.2 (C-1'), 135.0 (C-5), 134.2 (C-1"), 131.2 (C-6"), 133.1 (C-3"), 130.2 (C-4"), 129.8 (C-8),
128.7 (2 C, C-3"/5"), 128.6 (4 C, C-7/9, C-3'/5"), 128.0 (2 C, C-2/6"), 127.7 (2 C, C-6/10),
127.6 (C-2"/6™), 127.4 (C-5" oder C-4"), 127.0 (C-5" oder C-4"), 126.6 (C-2"), 126.3 (C-4"),
117.7 (C-3), 62.4 (C-1"-CH), 49.8 (C-1'-CH,), 43.8 (C-1"-CHy).

MS (ESI*): m/z = 538 / 540 [M]".
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N-[2-(Benzylamino)-1-(2-bromphenyl)-2-oxoethyl]-N-(4-methoxybenzyl)-3-(4-methoxy-
phenyl)acrylamid (26d)

Zu einer Lésung von 2-Brombenzaldehyd (230 pL, 2.0 mmol) in abs. MeOH (5 mL) wurde
unter Argon-Atmosphére 4-Methoxybenzylamin (260 pL, 2.0 mmol) zugegeben und bei RT
20 min geruhrt. AnschlieBend wurde Benzylisocyanid (290 pL, 2.4 mmol) und trans-4-
Methoxyzimtsaure (360 mg, 2.0 mmol) zugegeben und die Reaktionslosung bei RT gerihrt.
Das Ldsungsmittel wurde nach 46 h entfernt und der Rickstand sédulenchromatographisch
gereinigt (Kieselgel, n-Hexan/EtOAc 1:1, R = 0.27).

Farbloser Feststoff

Cs3H31BrN,O4  599.5 g/mol

Ausbeute: 723 mg (1.21 mmol, 60%).
Schmp: 132-134 °C.

IR (ATM, ¥ [cm™]): 3346, 3008, 2963, 1670, 1631, 1598, 1510, 1397, 1246, 1032, 964, 808,
754, 696.

'H NMR (CD4CN, & [ppm], J [Hz]): 7.66 (d, 15.0 Hz, 1 H, 4-H), 7.52-7.38 (m, 4 H, 6/10-H,
3"-H, 6"-H), 7.35-7.19 (m, 6 H, 5"-H, 2"/6"-H, 3"/5"-H, 4"-H), 7.17-7.05 (m, 2 H, CONH,
4"-H), 6.99 (d, 7.1 Hz, 2 H, 2/6'-H), 6.90 (d, 8.1 Hz, 2 H, 7/9-H), 6.78 (d, 15.0 Hz, 1 H, 3-H),
6.68 (d, 7.1 Hz, 2 H, 3/5-H), 6.40 (s, 1 H, C-1"-CH), 4.87 (d, 17.4 Hz, 1 H, C-1-C?H), 4.56
(d, 17.4 Hz, 1 H, C-1-C°H), 4.37 (dd, 15.3 Hz, 5.8 Hz, 1 H, C-1"-C?H), 4.29 (dd, 15.3 Hz,
5.8 Hz, 1 H, C-1"-CH), 3.79 (s, 3 H, C-8-OCHj), 3.68 (s, 3 H, C-4-OCHy).

3C NMR (CDsCN, & [ppm], J [Hz]): 170.4 (CONH), 168.5 (C-2), 162.0 (C-8), 159.4 (C-4),
143.5 (C-4), 140.0 (C-1"), 136.2 (C-1"), 133.8 (C-3"), 132.3 (C-6"), 131.2 (C-1), 131.1
(C-4"), 130.5 (2 C, C-6/10), 129.3 (2 C, C-3"/5"), 128.7 (C-5), 128.6 (C-5"), 128.5 (2 C,
C-216"), 128.4 (2 C, C-2"/6"), 127.9 (C-4™), 127.2 (C-2"), 117.1 (C-3), 115.2 (2 C, C-7/9),
114.3 (2 C, C-3/5"), 63.3 (C-1"-CH), 56.0 (C-8-OCHs), 55.7 (C-4'-OCHs), 49.3 (C-1'-CH,),
43.7 (C-1"-CHy).

MS (ESI"): m/z =598 / 600 [M]".
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N-[1-(2-Bromphenyl)-2-(cyclohexylamino)-2-oxoethyl]-3-(4-methoxyphenyl)-N-propylacryl-
amid (26e)

Zu einer Lésung von 2-Brombenzaldehyd (230 pL, 2.0 mmol) in abs. MeOH (5 mL) wurde
unter Argon-Atmosphdre n-Propylamin (160 pL, 2.0 mmol) zugegeben und bei RT 20 min
gertihrt. AnschlieBend wurde c-Hexylisocyanid (250 pL, 2.4 mmol) und trans-4-
Methoxyzimtsdure (360 mg, 2.0 mmol) zugegeben und die Reaktionslosung bei RT 48 h

geriihrt. Der ausgefallene Feststoff wurde abfiltriert.

Farbloser Feststoff

C27H33BrN,O;  513.5 g/mol

Ausbeute: 744 mg (1.45 mmol, 72%).
Schmp: 171-175 °C.

IR (ATM, ¥ [cm™Y]): 3008, 2970, 1631, 1480, 1423, 1397, 1341, 962, 747.

'H NMR (CDsCN, & [ppm], J [Hz]): 7.66 (dd, 7.8 Hz, 1.2 Hz, 1 H, 3"-H), 7.62 (d, 17.3 Hz,
1H, 4-H), 759 (d, 8.7 Hz, 2 H, 6/10-H), 7.44 (dd, 7.8 Hz, 1.9 Hz, 1 H, 6"-H), 7.39 (td,
7.8 Hz, 1.2 Hz, 1 H, 5"-H), 7.29 (td, 7.8 Hz, 1.9 Hz, 1 H, 4"-H), 6.95 (d, 8.7 Hz, 2 H, 7/9-H),
6.84 (d, 17.3 Hz, 1 H, 3-H), 6.54 (d, 4.8 Hz, 1 H, CONH), 6.21 (s, 1 H, C-1"-CH), 3.82 (s,
3 H, C-8-OCHj), 3.74-3.64 (m, 1 H, N-CHc pexyr), 3.44-3.20 (m, 2 H, 1-H), 1.86-1.75 (m,
2 H, CHy chexyt), 1.73-1.62 (M, 2 H, CHa ¢ hexyt), 1.61-1.53 (M, 1 H, CH2 ¢ hexy), 1.53-1.41 (m,
1 H, 2-*H), 1.40-1.27 (M, 2 H, CHy chexyl), 1.26-1.04 (M, 3 H, CH2 ¢ nexyi), 0.95-0.78 (m, 1 H,
2'-H), 0.62 (t, 7.3 Hz, 3 H, 3"-H).

13C NMR (CDsCN, & [ppm], J [Hz]): 169.4 (CONH), 167.5 (C-2), 162.0 (C-8), 143.0 (C-4),
137.2 (C-1"), 133.9 (C-3"), 132.1 (C-6"), 131.0 (C-4"), 130.5 (2 C, C-6/10), 128.9 (C-5),
128.7 (C-5"), 127.1 (C-2"), 116.8 (C-3), 115.1 (2C, C-7/9), 62.9 (C-1"-CH), 56.0
(C-8-OCHs), 49.4 (N-CHenexy), 48.3 (C-1), 33.3 (CHzcnexy), 33.2 (CHzcnexyl), 26.2
(CH2 chexyl), 25.6 (CHz cnexyl), 25.5 (CHa cnexyl), 24.4 (C-27), 11.3 (C-3).

MS (ESI*): m/z = 512 / 514 [M+H]".
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N-[1-(2-Bromphenyl)-2-(cyclohexylamino)-2-oxoethyl]-N-(furan-2-ylmethyl)but-2-enamid
(26f)

Zu einer Lésung von 2-Brombenzaldehyd (230 pL, 2.0 mmol) in abs. MeOH (5 mL) wurde
unter Argon-Atmosphéare Furfurylamin (180 pL, 2.0 mmol) zugegeben und bei RT 20 min
geruhrt. AnschlieBend wurde c-Hexylisocyanid (300 pL, 2.4 mmol) und Crotonséure
(170 mg, 2.0 mmol) zugegeben und die Reaktionslésung bei RT geriihrt. Das Ldsungsmittel
wurde nach 18 h entfernt und der Riickstand sédulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel,
n-Hexan/EtOAc 1:1, Rf = 0.33).

Farbloser Feststoff

CxH27BrN,O;  459.4 g/mol

Ausbeute: 746 mg (1.62 mmol, 81%).
Schmp: 148-149 °C.

) 26f * s

IR (ATM, 7 [cm™]): 3256, 3008, 2963, 2931, 1630, 1557, 1397, 1341, 1164, 963, 809.

'H NMR (CDsCN, & [ppm], J [Hz]): 7.48 (d, 7.6 Hz, 1 H, 3"-H), 7.38 (dd, 7.7 Hz, 2.1 Hz,
1H, 6"-H), 7.34 (t, 7.6 Hz, 1 H, 5"-H), 7.28-7.11 (m, 1 H, 5-H), 7.20 (t, 7.6 Hz, 1 H, 4"-H),
6.91 (dd, 14.1 Hz, 7.0 Hz, 1 H, 4-H), 6.56 (d, 14.1 Hz, 1 H, 3-H), 6.50 (s, 1 H, CONH), 6.18
(s, 1 H, C-1"-CH), 6.12 (dd, 3.2 Hz, 1.9 Hz, 1 H, 4-H), 5.59 (s, 1 H, 3'-H), 4.62 (d, 17.7 Hz,
1H, C-2-C*H), 4.47 (d, 17.7 Hz, 1 H, C-2'-C°H), 3.72-3.60 (5, 1 H, N-CHc.nexy1), 1.87 (dd,
7.0 Hz, 1.7 Hz, 3 H, 5-H), 1.84-1.72 (M, 2 H, CHychexyl), 1.71-1.61 (M, 2 H, CHa cnexyl),
1.60-1.57 (M, 1 H, CHy cexyt), 1.40-1.25 (M, 2 H, CHz c.newy), 1.22-1.00 (M, 3 H, CHa cnexyl).

13C NMR (CD3CN, & [ppm], J [Hz]): 169.3 (CONH), 168.0 (C-2), 152.6 (C-2'), 143.6 (C-4),
142.8 (C-5'), 136.5 (C-1"), 133.8 (C-3"), 132.0 (C-6"), 131.0 (C-4"), 128.6 (C-5"), 127.4
(C-2"), 123.3 (C-3), 111.1 (C-4"), 107.8 (C-3), 62.4 (C-1"-CH), 49.4 (N-CHcurexy), 43.1
(C-2'-CHy), 33.2 (CHzcnexyl), 33-1 (CHz cnoyt)s 26.2 (CHa chexyt)s 25.53 (CH2 cnexyl), 25.47
(CHz cexyl), 18.3 (C-5).

MS (ESI*): m/z = 458 / 460 [M]".
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N-[1-(2-Bromphenyl)-2-oxo-2-(pentylamino)ethyl]-N-(3,4-dimethoxyphenethyl)acrylamid
(269)

Zu einer Lésung von 2-Brombenzaldehyd (350 pL, 3.0 mmol) in abs. MeOH (5 mL) wurde
unter Argon-Atmosphare 3,4-Dimethoxyphenethylamin (510 pL, 3.0 mmol) zugegeben und
bei RT 20 min gerlhrt. AnschlieBend wurde n-Pentanisocyanid (450 pL, 3.6 mmol) und
Acrylséure (210 mg, 3.0 mmol) zugegeben und die Reaktionslésung bei RT geriihrt. Das
Losungsmittel wurde nach 12 h entfernt und der Rickstand s&ulenchromatographisch
gereinigt  (Kieselgel, n-Hexan/EtOAc 1:1, Ry=0.16). Zur Entfernung restlicher
Verunreinigungen wurde das erhaltene klare Ol in CHCIl; aufgenommen und mit ges.
NaHCOgs-Lsg. extrahiert. Die organische Phase wurde (ber wasserfr. Na,SO,4 getrocknet und

anschlieRend eingedampft.

Farbloser amorpher Feststoff

CosH33BIrN,O4 517.5 g/mol

Ausbeute: 940 mg (1.82 mmol, 61%).
Schmp: 85-87 °C. "

(¥) 26g 4

IR (ATM, ¥ [cm™]): 3302, 2954, 2931, 1680, 1646, 1608, 1514, 1420, 1233, 1026, 755.

'H NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]): 7.74 (d, 7.6 Hz, 1 H, 6"-H), 7.66 (dd, 7.6 Hz, 1.0 Hz, 1 H,
3"-H), 7.40 (t, 7.6 Hz, 1 H, 5"-H), 7.28 (t, 7.6 Hz, 1 H, 4"-H), 6.70 (d, 8.1 Hz, 1 H, 5'-H), 6.56
(dd, 16.5 Hz, 10.1 Hz, 1 H, 3-H), 6.44 (d, 16.5 Hz, 1 H, 4-*H), 6.43-6.38 (m, 1 H, 6-H), 6.32
(s, 1H, 2-H), 6.21 (s, 1 H, C-1"-CH), 5.91 (t, 5.3 Hz, 1 H, CONH), 5.75 (dd, 10.1 Hz,
1.8 Hz, 1 H, 4-°H), 3.81 (s, 3 H, C-4-OCHs), 3.79 (s, 3 H, C-3-OCHz), 3.59-3.43 (m, 2 H,
N-CH,), 3.37-3.18 (m, 2 H, 1"-H), 2.73-2.61 (m, 1H, C-1-C*H), 2.25-2.11 (m, 1H,
C-1-C°H), 1.55-1.44 (m, 2 H, 2"-H), 1.35-1.22 (m, 4 H, 3"-H, 4"-H), 0.87 (t, 6.9 Hz, 3 H,
5"-H).

13C NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]): 169.1 (CONH), 166.8 (C-2), 148.9 (C-3), 147.7 (C-4),
134.8 (C-1"), 133.5 (C-3"), 131.4 (C-6"), 130.4 (C-4"), 129.2 (C-4), 128.3 (C-1), 127.7 (C-3),
126.7 (C-2"), 126.4 (C-5"), 120.4 (C-6"), 113.3 (C-5"), 111.9 (C-2), 62.1 (C-1"-CH), 55.88
(C-3-OCHs oder C-4'-OCHs), 55.85 (C-3-OCH; oder C-4'-OCHs), 48.1 (N-CH), 39.8
(C-1"), 36.0 (C-1'-CHy), 29.0 (2 C, C-2", C-3"), 22.4 (C-4™), 13.9 (C-5").
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MS (ESI*): m/z = 516 / 518 [M]".

N-[1-(2-Bromphenyl)-2-(tert-butylamino)-2-oxoethyl]-N-(2-chlorbenzyl)but-2-enamid (26h)

Zu einer Loésung von 2-Brombenzaldehyd (230 pL, 2.0 mmol) in abs. MeOH (5 mL) wurde
unter Argon-Atmosphéare 2-Chlorbenzylamin (240 uL, 2.0 mmol) zugegeben und bei RT
20 min gerlhrt. Anschlielfend wurde t-Butylisocyanid (230 pL, 2.0 mmol) sowie Crotonséure
(170 mg, 2.0 mmol) zugegeben und die Reaktionslésung bei RT geruhrt. Nachdem eine
Reaktionskontrolle (DC, n-Hexan/EtOAc 1:1) nach 36 h noch unumgesetztes Edukt anzeigte,
wurde die Reaktionsmischung weitere 24 h bei 40 °C gerthrt. Im Anschluss wurde das

Losungsmittel entfernt und der erhaltene Riickstand aus EtOAc umkristallisiert.

Farbloser Feststoff

C23H26BrCIN,O, 477.8 g/mol

Ausbeute: 661 mg (1.38 mmol, 69%).
Schmp: 193-196 °C (EtOAC).

(x) 26h  * >,

IR (ATM, ¥ [cmY]): 3008, 2972, 1673, 1632, 1603, 1542, 1423, 962, 745.

'H NMR (CDsCN, & [ppm], J [Hz]): 7.38 (d, 7.2 Hz, 2 H, 3"-H, 6"-H), 7.33 (d, 7.0 Hz, 1 H,
3-H), 7.23 (t, 7.2 Hz, 1 H, 5"-H), 7.21-7.07 (m, 3 H, 6-H, 5'-H, 4'-H), 7.03 (t, 7.2 Hz, 1 H,
4"-H), 6.96 (dd, 14.7 Hz, 6.9 Hz, 1 H, 4-H), 6.42 (s, 1 H, CONH), 6.32 (s, 1 H, C-1"-CH),
6.09 (d, 14.7Hz, 1H, 3-H), 4.83 (d, 18.9 Hz, 1H, C-1-CH), 4.77 (d, 18.9 Hz, 1H,
C-1-C°H), 1.78 (d, 6.9 Hz, 3 H, 5-H), 1.20 (s, 9 H, CH3 ouy).

13C NMR (CD4CN, & [ppm], J [Hz]): 169.4 (CONH), 168.3 (C-2), 144.5 (C-4), 136.6 (C-1),
136.3 (C-1"), 133.7 (C-3"), 132.2 (C-2), 131.4 (C-6"), 130.7 (C-4"), 129.6 (C-6"), 129.0
(C-3"), 128.6 (2 C, C-5", C-4' oder C-5), 127.4 (C-4' oder C-5), 127.0 (C-2"), 122.9 (C-3),
62.6 (C-1"-CH), 52.2 (N-CHqputy1), 47.6 (C-1'-CHy), 28.5 (3 C, CH toutyr), 18.1 (C-5).

MS (ESI*): m/z = 476 / 478 [M]".
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N-[1-(2-Bromphenyl)-2-(tert-butylamino)-2-oxoethyl]-N-[2-(2-hydroxyethoxy)ethyl]-
acrylamid (26i)

Zu einer Lésung von 2-Brombenzaldehyd (230 pL, 2.0 mmol) in abs. MeOH (5 mL) wurde
unter Argon-Atmosphére 2-(2-Aminoethoxy)ethanol (200 pL, 2.0 mmol) zugegeben und bei
RT 20 min geruhrt. Anschlielend wurde t-Butylisocyanid (230 pL, 2.0 mmol) sowie
Acrylséure (140 mg, 2.0 mmol) zugegeben und die Reaktionslosung bei RT geriihrt.
Nachdem eine Reaktionskontrolle (DC, n-Hexan/EtOAc 1:1) nach 36 h noch unumgesetztes
Edukt anzeigte, wurde die Reaktionsmischung weitere 24 h bei 40 °C geriihrt. Das
Losungsmittel wurde entfernt, der Ruckstand sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel,
n-Hexan/EtOAc 1:10, R¢ = 0.20) und aus Et,O umkristallisiert.

Farbloser Feststoff

C19H27BrN,O4 427.3 g/mol

Ausbeute: 352 mg (0.82 mmol, 41%).
Schmp: 111-112 °C (Et;0).

IR (ATM, ¥ [cm™]): 3266, 3009, 2963, 1678, 1631, 1425, 1341, 963.

'H NMR (CDsCN, & [ppm], J [Hz]): 7.67 (d, 7.8 Hz, 1 H, 3"-H), 7.44 (d, 7.8 Hz, 1 H, 6"-H),
7.41 (t, 7.8 Hz, 1 H, 5"-H), 7.30 (t, 7.8 Hz, 1 H, 4"-H), 6.84 (dd, 16.6 Hz, 10.6 Hz, 1 H, 3-H),
6.48 (s, 1 H, CONH), 6.26 (br. d, 16.6 Hz, 1 H, 4-*H), 6.03 (s, 1 H, C-1"-CH), 5.70 (dd,
10.6 Hz, 2.2 Hz, 1 H, 4-°H), 4.21 (td, 5.8 Hz, 5.1 Hz, 2 H, 4'-H), 3.57-3.48 (m, 1 H, 1'-*H),
3.37 (td, 15.5 Hz, 6.5 Hz, 1 H, 1'-°H), 3.28 (t, 5.1 Hz, 2 H, 3'-H), 3.22-3.11 (m, 1 H, 2'-*H),
3.04 (td, 9.9 Hz, 6.6 Hz, 1 H, 2'-°H), 2.72 (t, 5.8 Hz, 1 H, C-4'-OH), 1.30 (s, 9 H, CHs touyiH).

13C NMR (CDsCN, & [ppm], J [Hz]): 169.6 (CONH), 167.7 (C-2), 136.7 (C-1"), 134.1 (C-3"),
132.1 (C-6"), 131.2 (C-4"), 129.8 (C-3), 128.9 (C-5"), 128.4 (C-4), 127.2 (C-2"), 73.2 (C-3),
70.1 (C-2'), 63.6 (C-1"-CH), 61.7 (C-4'), 52.1 (N-CHyuy1), 45.9 (C-1'), 28.7 (3 C, CHs t.ouy).

MS (ESI*): m/z = 426 / 428 [M]".



SYNTHESEN 129

N-Benzyl-N-{1-(2-bromphenyl)-2-[ (2-morpholinethyl)amin]-2-oxoethyl}-3-(2,4-
dichlorphenyl)acrylamid (26j)

Zu einer Lésung von 2-Brombenzaldehyd (350 pL, 3.0 mmol) in abs. MeOH (5 mL) wurde
unter Argon-Atmosphédre Benzylamin (330 pL, 3.0 mmol) zugegeben und bei RT 20 min
geruhrt. Anschlieend wurde 2-Morpholinethylisocyanid (580 puL, 4.2 mmol) sowie
trans-2,4-Dichlorzimtsaure (650 mg, 3.0 mmol) zugegeben und die Reaktionslosung bei RT
geriihrt. Nach 15 d wurde das Losungsmittel entfernt, der Riickstand in CHCIl3; aufgenommen
und mit ges. NaHCOs-Lsg. extrahiert. Die organische Phase wurde tber wasserfr. Na,SO,4
getrocknet und anschlieBend eingedampft. AnschlieBend wurde der Rickstand
saulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, CHCIs/i-Propanol 10:1, Rf=0.45). Der
erhaltene Feststoff wurde in wenig Toluol geldst und die Kristallisation durch Zugabe von

n-Hexan eingeleitet.

Farbloser Feststoff

C3oH30BrCI;N3O3  631.4 g/mol

Ausbeute: 689 mg (1.09 mmol, 36%).
Schmp: 173-177 °C (Toluol).

IR (ATM, 7 [cm™]): 3393, 2952, 1655, 1613, 1514, 1472, 1435, 1118, 984, 750, 692.

'H NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]): 8.08 (d, 15.4 Hz, 1 H, 4-H), 7.63 (d, 7.1 Hz, 1 H, 6"-H),
7.44 (d, 7.1 Hz, 1 H, 3"-H), 7.39 (d, 1.8 Hz, 1 H, 7-H), 7.28-7.23 (m, 2 H, 10-H, 5"-H), 7.21—
7.18 (m, 2 H, 3/5'-H), 7.18-7.15 (m, 3 H, 2/6'-H, 4'-H), 7.14-7.11 (m, 1 H, 9-H), 7.10 (t,
7.1Hz, 1H, 4"-H), 6.79 (d, 15.4 Hz, 1 H, 3-H), 6.47 (br.s, 1 H, CONH), 6.18 (s, 1 H,
C-1"-CH), 4.89 (d, 17.9 Hz, 1 H, C-1'-C°H), 4.62 (d, 17.9 Hz, 1 H, C-1'-C"H), 3.67-3.55 (m,
4 H, O-CHz morpholin), 3.49-3.34 (M, 2 H, 1"-H), 2.60-2.24 (m, 6 H, 2""-H, N-CHz morphoin).

3¢ NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]): 168.8 (CONH), 167.4 (C-2), 138.7 (C-4), 136.9 (C-1),
135.8 (C-6), 135.3 (C-8), 134.5 (C-1"), 133.1 (C-3"), 131.9 (C-5), 131.0 (C-6"), 130.2 (C-4"),
129.9 (C-7), 128.5 (C-10), 128.4 (2 C, C-3/5'), 127.7 (C-9), 127.4 (C-4' oder C-5"), 127.2
(C-4' oder C-5"), 126.41 (C-2"), 126.38 (2 C, C-2'/6"), 121.1 (C-3), 66.6 (2 C, O-CH2 morpholin),
63.4 (C-1"-CH), 56.6 (C-2"), 53.1 (2 C, N-CH morpholin), 50.4 (C-1'-CH,), 35.8 (C-1").
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N-{1-(2-Bromphenyl)-2-[ (2-morpholinethyl)amino]-2-oxoethyl}-N-propylzimtsaureamid
(26k)

Zu einer Lésung von 2-Brombenzaldehyd (350 pL, 3.0 mmol) in abs. MeOH (5 mL) wurde
unter Argon-Atmosphdre Propylamin (250 pL, 3.0 mmol) zugegeben und bei RT 20 min
geruhrt. Anschlieend wurde 2-Morpholinethylisocyanid (410 uL, 3.0 mmol) sowie
trans-Zimtsdaure (440 mg, 3.0 mmol) zugegeben und die Reaktionslésung bei RT 12d
geriihrt. Das Losungsmittel wurde entfernt, der Rickstand in CHCI; aufgenommen und mit
ges. NaHCOs-Lsg. extrahiert. Die organische Phase wurde iber wasserfr. MgSO, getrocknet
und anschlieend eingedampft. Der Ruckstand wurde s&ulenchromatographisch gereinigt
(Kieselgel, CHCI3/2-Propanol 15:1, Rf = 0.19) und aus Toluol umkristallisiert.

Farbloser Feststoff

Co6H32BrNszO3 514.5 g/mol
Ausbeute: 572 mg (1.12 mmol, 37%). 2"
Schmp: 121-123 °C (Toluol). OJ

IR (ATM, ¥ [cm™}]): 3272, 2967, 1676, 1642, 1588, 1118, 752, 704.

'H NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]): 7.77 (d, 15.4 Hz, 1 H, 4-H), 7.67 (d, 7.7 Hz, 1 H, 6"-H),
7.61(d, 7.7 Hz, 1 H, 3"-H), 7.50 (dd, 7.8 Hz, 2.1 Hz, 2 H, 6/10-H), 7.40-7.30 (m, 4 H, 7/9-H,
8-H, 5"-H), 7.23 (t, 7.7 Hz, 1.4 Hz, 1 H, 4"-H), 6.84 (d, 15.4 Hz, 1 H, 3-H), 6.47 (br.s, 1 H,
CONH), 6.11 (s, 1H, C-1"-CH), 3.50-3.28 (m, 4H, 1"-H), 258 (t, 4.4Hz, 4H,
O-CHz morpholin), 2.45 (M, 2 H, 2"-H), 2.38 (t, 4.4 Hz, 4 H, N-CHy morphoiin), 1.57 (M, 1 H,
2'%H), 1.15 (m, 1 H, 2'-°H), 0.73 (t, 7.2 Hz, 3 H, 3"-H).

3¢ NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]): 168.9 (CONH), 166.9 (C-2), 143.7 (C-4), 135.2 (C-5
oder C-1"), 135.1 (C-5 oder C-1"), 133.2 (C-3"), 131.1 (C-6"), 130.1 (C-4"), 129.7 (C-8),
128.8 (2 C, C-7/9), 127.8 (2 C, C-6/10), 127.6 (C-5"), 126.2 (C-2"), 117.3 (C-3), 66.8 (2 C,
O-CHy morpholin), 63.2 (C-1"-CH), 55.6 (C-2"), 53.1 (2 C, N-CH2 morpholin), 48.8 (C-1'), 35.9
(C-1"), 23.4 (C-2'), 11.2 (C-3").

MS (ESI*): m/z = 513 / 515 [M]".
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N-[2-(Benzylamino)-2-oxo-1-phenylethyl]-N-cyclopropylzimtsaureamid (261)

Zu einer Lésung von Benzaldehyd (300 pL, 2.0 mmol) in abs. MeOH (3 mL) wurde unter
Argon-Atmosphdare c-Propylamin (170 uL, 3.0 mmol) zugegeben und bei RT 20 min gerihrt.
AnschlieRend wurde Benzylisocyanid (430 puL, 3.6 mmol) und trans-Zimtsdure (440 mg,
3.0 mmol) zugegeben und die Reaktionslosung bei RT geruhrt. Nach 24 h wurde das
Losungsmittel entfernt und der Rickstand sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel,
CHCI3/2-Propanol 10:1, R¢=0.78). Das Rohprodukt wurde in Toluol aufgenommen und die

Kristallisation durch Zugabe von Petrolether initiert.

Farbloser Feststoff

C27H26N202 410.5 g/mol -
4" 2"

Ausbeute: 900 mg (2.19 mmol, 73%). @\/
5" "

Schmp: 143-146 °C (Toluol/PE). 6 |

IR (ATM, ¥ [cm™]): 3212, 1650, 1570, 1509, 1239, 1031, 971, 697.

'H NMR (CH4CN, & [ppm], J [Hz]): 7.64 (dd, 7.6 H, 1.8 Hz, 2 H, 6/10-H), 7.59 (d, 15.7 Hz,
1 H, 4-H), 7.46-7.28 (m, 12 H, 7/9-H, 8-H, 2'/6'-H, 3/5"-H, 4'-H, 2"/6"-H, 3"/5"-H), 7.42 (d,
15.7 Hz, 1 H, 3-H), 7.28-7.22 (m, 1 H, 4"-H), 7.04 (t, 6.1 Hz, 1 H, CONH), 5.76 (s, 1 H,
C-1'-CH), 4.39 (d, 6.1 Hz, 2 H, C-1"-CHy), 2.62 (m, 1 H, N-CHcpropy1), 1.05-0.97 (m, 1 H,
C®Hy c-propyt), 0.92-0.83 (M, 1 H, C*Hy ¢.propyt), 0.77-0.69 (M, 1 H, C”Hy ¢.propy), 0.68-0.58 (m,
1 H, C°H2 ¢ propy)-

13C NMR (CH4CN, & [ppm], J [Hz]): 170.9 (CONH), 169.6 (C-2), 142.3 (C-4), 140.4 (C-1"),
137.4 (C-1), 136.4 (C-5), 130.7 (C-8), 130.6 (2 C, C-2/6"), 129.8 (2 C, C-7/9), 129.3 (2 C,
C-3"/5"), 129.1 (2 C, C-3/5'), 128.8 (2 C, C-6/10), 128.6 (C-4'), 128.3 (2 C, C-2"/6"), 127.8
(C-4"), 121.0 (C-3), 66.9 (C-1'-CH), 43.7 (C-1"-CH), 30.8 (N-CHec-propy), 11.0 (CH2 c-propy),
10.1 (C'Hz c-propy)-
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N-Benzyl-3-(2,4-dichlorphenyl)-N-{2-[ (2-morpholinoethyl)amino]-2-oxo-1-phenylethyl}
acrylamid (26m)

Zu einer Lésung von Benzaldehyd (300 pL, 3.0 mmol) in abs. MeOH (5 mL) wurde unter
Argon-Atmosphére Benzylamin (330 pL, 3.0 mmol) zugegeben und bei RT 20 min gerthrt.
AnschlieRend wurde 2-Morpholinethylisocyanid (580 puL, 4.2 mmol) sowie trans-2,4-
Dichlorzimtsaure (650 mg, 3.0 mmol) zugegeben und die Reaktionslésung bei RT gerthrt.
Nach 24 h wurde das Ldsungsmittel entfernt, der Rickstand in CHCI3 aufgenommen und mit
ges. NaHCOs-Lsg. extrahiert. Die organische Phase wurde iber wasserfr. MgSO, getrocknet
und anschlielend eingedampft. Das Rohprodukt wurde s&ulenchromatographisch gereinigt
(Kieselgel, CHCI3/2-Propanol 10:1, Ry=0.31). Der Rickstand wurde in Toluol

aufgenommen und die Kristallisation durch Zugabe von Petrolether initiiert.

Farbloser Feststoff

C3oH31CI,N3O03  552.5 g/mol

Ausbeute: 870 mg (1.58 mmol, 53%).
Schmp: 145-149 °C (Toluol/PE).

IR (ATM, ¥ [cm™Y]): 3268, 2950, 1653, 1617, 1583, 1461, 1113, 972, 746, 696.

'H NMR (CHsCN, & [ppm], J [Hz]): 7.88 (d, 15.2 Hz, 1 H, 4-H), 7.50 (d, 1.9 Hz, 1 H, 7-H),
7.44-7.34 (m, 3 H, 2"/6"-H, 4"-H), 7.31-7.22 (m, 4 H, 3"/5"-H, 9-H, 10-H), 7.19 (it, 7.1 Hz,
1.8 Hz, 2 H, 3/5-H), 7.14 (t, 7.1 Hz, 1 H, 4-H), 7.08 (d, 7.1Hz, 2 H, 26-H), 6.82 (d,
15.2 Hz, 1 H, 3-H), 6.69 (br.s, 1 H, CONH), 6.06 (br.s, 1 H, C-1"-CH), 4.95 (d, 18.0 Hz,
1 H, C-1-C*H), 4.65 (d, 18.0 Hz, 1 H, C-1-C°H), 3.53 (t, 4.5 Hz, 4 H, O-CH2 morpholin), 3.38—
3.27 (M, 1 H, 1"-*H), 3.26-3.15 (m, 1 H, 1"-°H), 2.43-2.28 (m, 6 H, 2"-H, N-CH2 morpholin).

3C NMR (CHsCN, & [ppm], J [Hz]): 170.2 (CONH), 167.7 (C-2), 139.5 (C-1'), 137.7 (C-4),
136.7 (C-1"), 136.2 (C-6 oder C-8), 135.6 (C-6 oder C-8), 133.0 (C-5), 130.9 (2 C, C-2"/6"),
130.4 (C-7), 129.8 (C-10), 129.3 (C-9), 129.1 (4 C, C-3/5', C-3"/5"), 128.5 (C-4"), 127.7
(C-4"), 127.2 (2 C, C-216"), 123.4 (C-3), 67.5 (2 C, O-CHy morpholin), 64.2 (C-1"-CH), 57.7
(C-2"), 54.1 (2 C, N-CHa morphotin), 50.2 (C-1'-CH,), 36.9 (C-1").
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N-{1-(2-Bromphenyl)-2-oxo-2-[ (tosylmethyl)amino]ethyl}-N-(pyridin-3-ylmethyl)zimtsaure-
amid (26n)

Zu einer Lésung von 2-Brombenzaldehyd (350 pL, 3.0 mmol) in abs. MeOH (5 mL) wurde
unter Argon-Atmosphare 3-(Aminomethyl)pyridin (300 pL, 3.0 mmol) zugegeben und bei
RT 20 min gerihrt. AnschlieBend wurde Tosylmethylisocyanid (700 mg, 3.6 mmol) sowie
trans-Zimtsaure (440 mg, 3.0 mmol) zugegeben und die Reaktionslésung bei RT gerdhrt.
Nach 10 d wurde das Lésungsmittel entfernt, der Rickstand in CHCI3 aufgenommen und mit
ges. NaHCOs-Lsg. extrahiert. Die organische Phase wurde tber wasserfr. Na,SO,4 getrocknet
und anschlielend eingedampft. Das Rohprodukt wurde s&ulenchromatographisch gereinigt
(Kieselgel, Toluol/EtOACc 1:3, Rf = 0.16).

Farbloser amorpher Feststoff

C31H2BrN3;O,S  618.5 g/mol
Ausbeute: 310 mg (0.50 mmol, 17%). » AP
Schmp: 184-186 °C.

IR (ATM, ¥ [cm™]): 2952, 1689, 1643, 1594, 1415, 1320, 1288, 1138, 816, 762, 704.

'H NMR (CDCls, & [ppm], J [Hz]): 8.31 (d, 3.4 Hz, 1 H, 4'-H), 8.10 (s, 1 H, 2'-H), 7.85 (d,
15.3 Hz, 1 H, 4-H), 7.71 (d, 8.0 Hz, 2 H, 2"/6™-H), 7.51 (br. s, 1 H, CONH), 7.40 (br. s, 3 H,
6/10-H, 6'-H), 7.36-7.31 (m, 2 H, 7/9-H), 7.27 (d, 8.0 Hz, 2 H, 3"/5"-H), 7.36-7.00 (m, 6 H,
8-H, 5'-H, 3"-H, 4"-H, 5"-H, 6"-H), 6.69 (d, 15.3 Hz, 1 H, 3-H), 6.54 (s, 1 H, C-1"-CH), 4.91
(dd, 13.7 Hz, 7.3 Hz, 1 H, NH-C*H), 4.80 (d, 18.0 Hz, 1 H, C-1-C*H), 4.63-4.49 (m, 2 H,
NH-CPH, C-1'-C°H), 2.39 (s, 3 H, C-4"-CHa).

3C NMR (CDCls, 8 [ppm], J [Hz]): 169.6 (CONH), 167.8 (C-2), 147.7 (C-4"), 147.1 (C-2",
145.6 (C-4), 145.2 (C-4"), 134.6 (C-5), 134.5 (C-6'), 134.0 (C-1"), 133.2 (C-3"), 132.9 (C-1'
oder C-1"), 132.7 (C-1' oder C-1"), 131.3 (C-6"), 130.8 (C-4"), 130.2 (2 C, C-7/9), 130.0
(2 C, C-3"/5"), 128.9 (2 C, C-2"/6™), 128.6 (C-2"), 128.2 (C-8), 128.1 (2 C, C-6/10), 127.8
(C-5"), 123.2 (C-5'), 116.4 (C-3), 61.2 (C-1"-CH), 60.3 (NH-CH,), 46.8 (C-1'-CH,), 21.7
(C-4"-CHj).

CHNS: ber. C 60.20, H 4.56, N 6.79, S 5.18; gem. C 60.04, H 4.60, N 6.88, S 5.01.
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MS (ESI*): m/z = 617 / 619 [M]".

N-[2-(Benzylamino)-1-(2-bromphenyl)-2-oxoethyl]-N-cyclopropyl-3-phenylpropanamid
(31a)

Zu einer Lésung von 2-Brombenzaldehyd (230 pL, 2.0 mmol) in abs. MeOH (3 mL) wurde
unter Argon-Atmosphare c-Propylamin (140 pL, 2.0 mmol) zugegeben und bei RT 20 min
geriihrt. Anschlieend wurde Benzylisocyanid (280 pL, 2.4 mmol) und 3-Phenylpropionséure
(300 mg, 2.0 mmol) zugegeben und die Reaktionslosung bei RT geruhrt. Nach 48 h wurde
das Losungsmittel entfernt und der Rickstand sdulenchromatographisch gereinigt (1. Kiesel-
gel, n-Hexan/EtOAc 2:1, Rs=0.24; 2. Kieselgel, n-Hexan/2-Propanol 10:1, Rf = 0.39). Das
erhaltene farblose Ol wurde in Et,O aufgenommen und die Kristallisation durch Zugabe von

Petrolether initiert.

Farbloser Feststoff

C,7H27BrN,0, 491.4 g/mol 3"
4" 2"
Ausbeute: 588 mg (1.20 mmol, 60%). @\/
5" "
Schmp: 95-97 °C (Et,0/PE). 6 |

IR (ATM, ¥ [cm™]): 3258, 1693, 1662, 1574, 1394, 1028, 753, 696.

'H NMR (CHsCN, & [ppm], J [Hz]): 7.61 (d, 7.7 Hz, 1 H, 3-H), 7.36-7.31 (m, 2 H, 3"/5"-H),
7.31-7.24 (m, 9 H, 7/9-H, 6/10-H, 5'-H, 6'-H, 4"-H, 2"/6"-H), 7.24-7.21 (m, 1 H, 4"-H), 7.21—
7.15 (m, 1 H, 8-H), 7.01 (t, 6.0 Hz, 1 H, CONH), 5.87 (s, 1 H, C-1'-CH), 4.39 (d, 6.0 Hz, 2 H,
C-1"-CH,), 3.00-2.86 (M, 4 H, 3-H, 4-H), 2.20-2.14 (m, 1 H, N-CHc.propy), 1.03-0.94 (m,
1 H, C*Hy cpropyl), 0.77-0.63 (M, 2 H, C*™Hy ¢.propy1), 0.29-0.18 (M, 1 H, C°Hy c.propy)-

13C NMR (CH3CN, & [ppm], J [Hz]): 176.5 (C-2), 170.5 (CONH), 143.0 (C-5), 140.1 (C-1"),
136.8 (C-1), 133.6 (C-3), 133.1 (C-6"), 130.6 (C-4'), 129.5 (2 C, C-6/10), 129.3 (2 C, C-7/9
oder C-3"/5"), 129.2 (2 C, C-7/9 oder C-3"/5"), 128.4 (2 C, C-2"/6"), 128.1 (C-4"), 127.9
(C-5), 126.8 (C-8), 126.3 (C-2'), 66.0 (C-1'-CH), 43.7 (C-1"-CH,), 36.6 (C-3), 31.6 (C4),
29.4 (N-CHe-propy1), 10.9 (CH2 c-propyt), 9.8 (C'Ha c-propy).



SYNTHESEN 135

N-Benzyl-N-{1-(2-bromphenyl)-2-[(2-morpholinoethyl)amino]-2-oxoethyl}-3-(2,4-dichlor-
phenyl)propanamid (31b)

Zu einer Lésung von 2-Brombenzaldehyd (230 pL, 2.0 mmol) in abs. MeOH (5 mL) wurde
unter Argon-Atmosphédre Benzylamin (220 pL, 2.0 mmol) zugegeben und bei RT 20 min
geriihrt. AnschlieRend wurde 2-Morpholinethylisocyanid (390 pL, 2.8 mmol) sowie 3-(2,4-
Dichlorphenyl)propionséure (430 mg, 2.0 mmol) zugegeben und die Reaktionslosung bei RT
geriihrt. Der ausgefallene Feststoff wurde nach 48 h abfiltiert, in Et,O aufgenommen und die

Kristallisation durch Zugabe von n-Hexan ausgelost.

Farbloser Feststoff

C30H3BrCI;N3O3  633.4 g/mol

Ausbeute: 794 mg (1.25 mmol, 62%).
Schmp: 130-132 °C (Et,0O/n-Hexan).

IR (ATM, ¥ [cm™]): 3277, 2946, 1650, 1637, 1566, 1469, 1117, 753, 698.

'H NMR (CeDs, & [ppm], J [Hz]): 7.72 (d, 7.5 Hz, 1 H, 6"-H), 7.13-7.11 (m, 1 H, 3"-H), 7.11
(s, 1 H, 7-H), 7.05-6.94 (m, 4 H, 2'/6'-H, 3/5'-H), 6.91 (tt, 6.9 Hz, 1.7 Hz, 1 H, 4-H), 6.84—
6.80 (M, 2 H, 9-H, 10-H), 6.78 (t, 7.5 Hz, 1 H, 5"-H), 6.51 (t, 7.5 Hz, 1 H, 4"-H), 6.44 (s, 1 H,
C-1"-CH), 5.76 (br. s, 1 H, CONH), 4.53 (d, 17.7 Hz, 1 H, C-1'-C?H), 4.45 (d, 17.7 Hz, 1 H,
C-1'-C°H), 3.47-3.37 (M, 4 H, O-CH morphoin), 3.29-3.15 (m, 1 H, 1"-*H), 3.13-3.00 (m, 3 H,
4-H, 1"-°H), 2.60-2.37 (M, 2 H, 3-H), 2.02-1.93 (M, 4 H, N-CH2 morphotin), 1.93-1.86 (m, 2 H,
2"-H).

13C NMR (CgDg, & [ppm], J [Hz]): 173.0 (C-2), 169.0 (CONH), 137.8 (C-1'), 135.8 (C-1"),
134.9 (C-5 oder C-6), 133.2 (C-3"), 132.7 (C-5 oder C-6), 132.4 (C-10), 131.6 (C-6"), 130.1
(C-4"), 129.3 (C-7), 128.7 (C-8), 128.5 (2 C, C-3'5"), 127.6 (C-5"), 127.18 (C-9 oder C-4'),
127.14 (C-9 oder C-4'), 126.9 (C-2"), 126.5 (2 C, C-2/6'), 66.9 (2 C, O-CH2 morpholin), 63.2
(C-1"-CH), 56.8 (C-2"), 53.4 (2 C, N-CH2 morphotin), 50.3 (C-1'-CH,), 36.3 (C-1"), 33.5 (C-3),
29.0 (C-4).
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9.1.2 Synthese von Tetrahydroisochinolin-1-carboxamid-Derivaten

Allgemeine Synthesevorschrift fiir die Palladium-katalysierte Heck-Kupplung

Zu einer Losung aus abs. Triethylamin (3 Aq) in abs. THF wurde unter Argon-Atmosphére
das entsprechende a-Acylaminocarboxamid-Derivat (1 Aqg), Silberphosphat (2 Aqg),
Palladiumacetat (0.05 Aq) sowie Triphenylphosphin (0.1 Aq) zugegeben und im
Glasbombenrohr auf 80 °C erhitzt. Nachdem die Reaktionskontrolle (DC) die vollstandige
Umsetzung des Edukts anzeigte, wurden die anorganischen Feststoffe abfiltriert und das
Filtrat eingeengt. Je nach Anforderung wurde das Produkt anschlieRend via
Saulenchromatographie oder Filtration isoliert und gegebenenfalls durch Umkristallisation

gereinigt.

(2)-N-Benzyl-4-benzyliden-2-methyl-3-o0x0-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-1-carboxamid (25a)

Verbindung 26a (115 mg, 0.25 mmol) wurde mit NEt; (100 pL, 0.75 mmol), Silberphosphat
(210 mg, 0.50 mmol), Palladiumacetat (3 mg, 13 umol) und Triphenylphosphin (7 mg,
25 umol) in abs. THF (5mL) umgesetzt. Nachdem die Reaktionskontrolle (DC,
n-Hexan/i-Propanol 6:1) nach 24 h eine vollstandige Umsetzung des Edukts anzeigte, wurde
die Reaktion beendet und die anorganischen Feststoffe abfiltriert. Durch Zugabe von wenig
Et,O zum eingeengten Filtrat wurde das Rohprodukt ausgefallt und anschlieBend aus EtOAC

umkristallisiert.

Farbloser Feststoff

CasH22N,0, 382.5 g/mol

Ausbeute: 48 mg (0.13 mmol, 50%).
Schmp: 206-207 °C (EtOAC).

(+) Z-25a

IR (ATM, ¥ [cm™]): 3276, 1651, 1606, 1562, 1445, 1391, 1225, 752, 695.

'H NMR (DMSO, § [ppm], J [Hz]): 8.93 (t, 5.8 Hz, 1 H, CONH), 7.76 (d, 7.4 Hz, 1 H, 5-H),
7.67 (d, 7.4 Hz, 2 H, 2"/6"-H), 7.64 (d, 7.4 Hz, 1 H, 8-H), 7.41 (dt, 7.4 Hz, 1.3 Hz, 1 H, 6-H),
7.36 (dt, 7.4 Hz, 1.0 Hz, 1 H, 7-H), 7.32 (t, 7.4 Hz , 2 H, 3"/5"-H), 7.30-7.20 (m, 4 H, 4"-H),
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7.19 (s, 1 H, C-1"-CH), 7.16 (d, 6.8 Hz, 2 H, 2/6'-H), 5.21 (s, 1 H, 1-H), 4.34 (dd, 15.3 Hz,
5.8 Hz, 1 H, C-1'-CH), 4.23 (dd, 15.3 Hz, 5.8 Hz, 1 H, C-1'-C°H), 2.97 (s, 3 H, N-CHs).

3¢ NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 168.2 (CONH), 164.5 (C-3), 138.7 (C-1'), 136.3 (C-1"),
134.8 (2 C, C-4a, C-1"-CH), 131.0 (C-8a), 129.9 (2 C, C-2"/6"), 128.8 (C-4), 128.3 (C-6),
128.2 (2 C, C-3'/5), 127.5 (C-4"), 127.3 (2 C, C-3"/5"), 127.2 (C-7), 126.9 (2 C, C-2'/6"),
126.8 (C-4'), 126.0 (C-8), 123.4 (C-5), 65.3 (C-1), 42.4 (C-1'-CHy), 33.3 (N-CHy).

MS (ESI): m/z = 383 [M+H]".

(2)-N-Benzyl-4-benzyliden-2-cyclopropyl-3-oxo-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-1-carboxamid
(25b)

Verbindung 26b (120 mg, 0.25 mmol) wurde mit NEt; (100 uL, 0.75 mmol), Silberphosphat
(210 mg, 0.50 mmol), Palladiumacetat (3 mg, 13 umol) und Triphenylphosphin (7 mg,
25 pumol) in abs. THF (5mL) umgesetzt. Nach 24 h zeigte die Reaktionskontrolle (DC,
n-Hexan/i-Propanol 6:1) kein Edukt mehr an. Die anorganischen Feststoffe wurden abfiltriert

und das Lésungsmittel entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wurde aus EtOAc umkristallisiert.

Farbloser Feststoff

Co7H24N20,  408.5 g/mol

Ausbeute: 58 mg (0.14 mmol, 57%).
Schmp: 218-219 °C (EtOAC).

(x) Z-25b

IR (ATM, ¥ [cm™Y]): 3283, 1652, 1607, 1563, 1444, 1406, 1246, 749, 694.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 8.92 (t, 5.6 Hz, 1 H, CONH), 7.73 (dd, 7.6 Hz, 1.0 Hz,
1H, 5-H), 7.67 (d, 7.6 Hz, 3 H, 8-H, 2"/6"-H), 7.40 (dt, 7.6 Hz, 1.4 Hz, 1 H, 6-H), 7.37-7.19
(m, 7 H, 7-H, 3/5"-H, 4-H, 3"/5"-H, 4"-H), 7.16 (br. s, 1 H, C-1"-CH), 7.15 (d, 8.1 Hz, 2 H,
2/6'-H), 5.22 (s, 1 H, 1-H), 4.35 (dd, 15.3 Hz, 5.6 Hz, 1 H, C-1-C°H), 4.21 (dd, 15.3 Hz,
5.6 Hz, 1 H, C-1-C°H), 2.72 (m, 1 H, N-CHc propy1), 0.86-0.79 (m, 1 H, C°Hy c.propyt), 0.79—
0.69 (M, 1 H, C*Ha c-propyl), 0.66-0.56 (M, 2 H, C°Hy c.propyt, C”H2 c-propy)-
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3¢ NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 168.8 (CONH), 166.0 (C-3), 138.7 (C-1'), 136.5 (C-1"),
134.8 (C-1"-CH), 134.6 (C-4a), 134.4 (C-4), 129.8 (2 C, C-2"/6"), 129.6 (C-8a), 128.3 (C-6),
128.2 (2 C, C-3/5), 127.4 (C-4"), 127.3 (2 C, C-3"/5"), 127.2 (C-7), 126.9 (2 C, C-2/6"),
126.8 (C-4'), 126.0 (C-8), 123.3 (C-5), 64.0 (C-1), 42.4 (C-1'-CHy), 29.1 (N-CHc.propyl), 7.3
(CH2 c-propyl), 5.4 (C'H2 c-propy)-

MS (ESI"): m/z = 409 [M+H]".

(2)-N,2-Dibenzyl-4-benzyliden-3-o0xo0-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-1-carboxamid (25c¢)

Verbindung 26¢ (100 mg, 0.18 mmol) wurde mit NEt; (80 uL, 0.55 mmol), Silberphosphat
(150 mg, 0.37 mmol), Palladiumacetat (2 mg, 9 umol) und Triphenylphosphin (5 mg,
18 umol) in abs. THF (5mL) umgesetzt. Nachdem die Reaktionskontrolle (DC,
n-Hexan/i-Propanol 6:1) nach 24 h eine vollstandige Umsetzung des Edukts anzeigte, wurde
die Reaktion beendet, die anorganischen Feststoffe abfiltriert und das Filtrat eingeengt. Das
Rohprodukt wurde s&ulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, n-Hexan/i-Propanol 6:1,
R¢ = 0.26).

Farbloser Feststoff

Ca1HN20,  458.6 g/mol

Ausbeute: 65 mg (0.14 mmol, 77%).
Schmp: 101-103 °C.

IR (ATM, ¥ [cm™]): 3280, 3065, 1980, 1645, 1608, 1541, 1496, 1446, 1225, 734, 695.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 8.85 (t, 5.8 Hz, 1 H, CONH), 7.78 (d, 7.5 Hz, 1 H, 5-H),
7.71 (d, 7.5 Hz, 2 H, 2"/6"-H), 7.07 (d, 6.9 Hz, 2 H, 2'/6'-H), 7.55 (d, 7.5 Hz, 1 H, 8-H), 7.41
(t, 75Hz, 1H, 6-H), 7.38-7.20 (m, 13 H, 7-H, 3/5-H, 4-H, 2"/6"-H, 3"/5"-H, 4"-H,
C-1"-CH, 3"/5"-H, 4"-H), 5.19 (s, 1 H, 1-H), 5.10 (d, 15.4 Hz, 1 H, C-1"-C*H), 4.26 (dd,
15.3 Hz, 5.8 Hz, 1 H, C-1'-C°H), 4.19 (d, 15.4 Hz, 1 H, C-1"-C"H), 4.14 (dd, 15.3 Hz, 5.8 Hz,
1 H, C-1'-C°H).
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3C NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 168.2 (CONH), 164.6 (C-3), 138.5 (C-1'), 134.94
(1"-CH), 134.85 (C-4a), 136.9 (C-1"), 136.3 (C-1"), 131.1 (C-8a), 129.8 (2 C, C-2"/6"),
129.30 (C-4), 128.40 (C-6), 128.37 (2 C, C-3"/5"), 128.2 (2 C, C-3/5"), 127.54 (2 C, C-2"/6"),
127.47 (C-4"), 127.37 (2 C, C-3"/5"), 127.2 (C-4"), 126.89 (2 C, C-2/6"), 126.85 (C-4),
126.77 (C-7), 125.8 (C-8), 123.5 (C-5), 63.1 (C-1), 48.6 (C-1"-CHy), 42.4 (C-1'-CH,).

MS (ESI*): m/z = 458 [M]".

(2)-N-Benzyl-2-(4-methoxybenzyl)-4-(4-methoxybenzyliden)-3-oxo-1,2,3,4-tetrahydroiso-
chinolin-1-carboxamid (25d)

Verbindung 26d (550 mg, 0.92 mmol) wurde mit NEt; (380 pL, 2.8 mmol), Silberphosphat
(770 mg, 1.8 mmol), Palladiumacetat (10 mg, 46 umol) und Triphenylphosphin (24 mg,
0.09 mmol) in abs. THF (20 mL) umgesetzt. Nach 24 h zeigte die Reaktionskontrolle (DC,
n-Hexan/i-Propanol 6:1) kein Edukt mehr an. Die anorganischen Feststoffe wurden abfiltriert
und das Losungsmittel entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wurde in wenig CHCI; geldst und
die Kristallisation durch Zugabe von Et,0 eingeleitet.

Farbloser Feststoff

Ca3HzoN,O4  518.6 g/mol

Ausbeute: 419 mg (0.81 mmol, 88%).
Schmp: 176-177 °C.

IR (ATM, ¥ [cm™]): 3299, 1657, 1608, 1509, 1443, 1237, 1031, 834, 747, 698.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 8.81 (t, 5.6 Hz, 1 H, CONH), 7.77 (d, 8.8 Hz, 2 H,
2"/6"-H), 7.70 (d, 7.4 Hz, 1 H, 4-H), 7.53 (d, 7.4 Hz, 1 H, 7-H), 7.38 (dt, 7.4 Hz, 0.9 Hz,
1H, 5-H), 7.28 (dt, 7.4 Hz, 0.9 Hz, 1 H, 6-H), 7.24 (d, 7.4 Hz, 2 H, 3/5-H), 7.23-7.20 (m,
1H, 4-H), 7.18 (d, 8.7 Hz, 2 H, 2"/6"-H), 7.14 (s, 1 H, C-1"-CH), 7.06 (d, 7.4 Hz, 2 H,
2'/6'-H), 6.93 (d, 8.8 Hz, 2 H, 3"/5"-H), 6.88 (d, 8.7 Hz, 2 H, 3"/5"-H), 5.15 (s, 1 H, 1-H),
5.03 (d, 15.0 Hz, 1 H, C-1"-C?H), 4.25 (dd, 15.3 Hz, 5.6 Hz, 1 H, C-1-C®H), 4.14 (d, 15.0 Hz,
1 H, C-1"-C°H), 4.11 (dd, 15.3 Hz, 5.6 Hz, 1 H, C-1-C°H), 3.80 (s, 3 H, C-4"-OCHs), 3.72
(s, 3 H, C-4"-OCHs).
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3¢ NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 168.2 (CONH), 164.8 (C-3), 159.1 (C-4"), 158.5 (C-4"),
138.6 (C-1'), 135.4 (C-4a), 135.0 (C-1"-CH), 132.0 (2 C, C-2"/6"), 131.0 (C-8a), 129.1 (2 C,
C-2"/6"), 128.8 (C-1"), 128.4 (C-1"), 128.3 (C-5), 128.1 (2 C, C-3'5"), 126.9 (3 C, C-6,
C-2'/6"), 126.8 (C-4"), 127.3 (C-4), 125.8 (C-7), 123.2 (C-4), 113.8 (2 C, C-3"/5"), 112.9 (2 C,
C-3"/5"), 62.9 (C-1), 55.0 (C-4"-OCHj), 54.9 (C-4"-OCHs), 48.0 (C-1"-CH,), 42.4
(C-1-CHy).

MS (ESI*): m/z = 518 [M]".

N-Cyclohexyl-4-(4-methoxybenzyliden)-3-oxo-2-propyl-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-1-

carboxamid (25e)

Verbindung 26e (510 mg, 1.0 mmol) wurde mit NEt; (420 uL, 3.0 mmol), Silberphosphat
(840 mg, 2.0 mmol), Palladiumacetat (11 mg, 50 pmol) und Triphenylphosphin (26 mg,
0.10 mmol) in abs. THF (20 mL) umgesetzt. Die Reaktionskontrolle (DC, n-Hexan/EtOAc
1:2) zeigte nach 24 h eine vollstdndige Umsetzung des Edukts an. Die anorganischen
Feststoffe wurden abfiltriert und das Filtrat eingeengt. Das Rohprodukt wurde saulenchro-
matographisch gereinigt (Flash-Kieselgel, n-Hexan/EtOAc 1:2) und so Z-25e (Rf = 0.46) und

E-25e (Rf = 0.38) getrennt. Die Feststoffe wurden anschlieRend aus Et,O umkristallisiert.

() Z-25e
Farbloser Feststoff
Co7H2N,03  432.6 g/mol

Ausbeute: 229 mg (0.53 mmol, 53%).
Schmp: 197-199 °C (Et,0).
NOESY: 5-H «» C-1"-CH (— 2). (%) Z-25¢

IR (ATM, ¥ [cm™]): 3296, 2930, 2854, 1653, 1605, 1530, 1509, 1446, 1247, 1031, 829, 744.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 8.25 (d, 7.8 Hz, 1 H, CONH), 7.71 (d, 8.9 Hz, 2 H,
2"/6"-H), 7.68 (d, 7.5 Hz, 1 H, 5-H), 7.53 (dd, 7.5 Hz, 1.2 Hz, 1 H, 8-H), 7.36 (dt, 7.5 Hz,
1.2 Hz, 1 H, 6-H), 7.30 (dt, 7.5 Hz, 1.0 Hz, 1 H, 7-H), 7.05 (s, 1 H, C-1"-CH), 6.89 (d,
8.9 Hz, 2 H, 3"/5"-H), 5.11 (s, 1 H, 1-H), 3.79 (s, 3 H, C-4"-OCHs), 3.47 (ddd, 13.3 Hz,
8.2 Hz, 6.4Hz, 1H, 1-*H), 3.43-3.45 (M, 1 H, N-CHcrexy), 3.25 (ddd, 13.5 Hz, 8.2 Hz,
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6.4 Hz, 1 H, 1-°H), 1.83-1.41 (M, 7 H, 2'-H, CHz cnewyt), 1.32-1.02 (M, 5 H, CHz c.nexy), 0.84
(t, 7.4 Hz, 3 H, 3-H).

3¢ NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 167.7 (CONH), 164.5 (C-3), 158.9 (C-4"), 135.4 (C-4a),
134.2 (C-1"-CH), 131.9 (2 C, C-2"/6"), 131.4 (C-8a), 128.5 (C-1"), 128.1 (C-6), 127.7 (C-4),
126.7 (C-7), 125.4 (C-8), 123.1 (C-5), 112.8 (2 C, C-3"/5"), 63.8 (C-1), 55.0 (C-4"-OCHy),
47.8 (N-Cehexy), 47.5 (C-1), 325 (CHzchexyt), 31.8 (CHachexy)s 25.0 (CHzcnexyr), 24.2
(CH2 chexyt), 24.1 (CH2 c-exyr), 20.5 (C-2), 11.2 (C-37).

MS (ESI"): m/z = 433 [M+H]".

() E-25e
Farbloser Feststoff
C27H32N203 432.6 g/mol

Ausbeute: 49 mg (0.11 mmol, 11%).
Schmp: 169-171 °C (Et,0).
NOESY: 5-H < 2"/5"-H (— E).

(+) E-25e ~

IR (ATM, ¥ [cm™]): 3290, 2932, 2854, 1653, 1604, 1541, 1509, 1448, 1248, 1031, 831, 747.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 8.32 (d, 7.6 Hz, 1 H, CONH), 7.50 (d, 7.9 Hz, 1 H, 8-H),
7.49 (s, 1 H, C-1"-CH), 7.26-7.21 (m, 2 H, 5-H, 7-H), 7.29 (d, 8.7 Hz, 2 H, 2"/6"-H), 7.08 (d,
7.9 Hz, 1.2 Hz, 1 H, 6-H), 6.88 (d, 8.7 Hz, 2 H, 3"/5"-H), 5.09 (s, 1 H, 1-H), 3.76 (s, 3 H,
C-4"-OCHs), 3.60 (ddd, 13.7 Hz, 8.5 Hz, 6.2 Hz, 1 H, 1'-*H), 3.49-3.39 (M, 1 H, N-CHc.exyl),
3.11 (ddd, 13.7 Hz, 8.5 Hz, 6.2 Hz, 1 H, 1'-°H), 1.88-1.41 (M, 7 H, 2"-H, CHzcexyl), 1.31—
1.09 (M, 5 H, CHz c.nexy), 0.83 (¢, 7.4 Hz, 3 H, 3-H).

3C NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 167.9 (CONH), 165.6 (C-3), 159.1 (C-4"), 132.8 (C-4a),
132.2 (C-1"-CH), 131.9 (C-5 oder C-7), 130.9 (C-8a), 130.3 (2 C, C-2"/6"), 127.94 (C-4 oder
C-1"), 127.90 (C-4 oder C-1"), 127.4 (C-5 oder C-7), 126.8 (C-6), 126.1 (C-8), 113.9 (2 C,
C-3"/5"), 63.6 (C-1), 55.0 (C-4"-OCHyz), 47.9 (N-CHcnexy1), 47.8 (C-1'), 32.3 (CH2 c-hexy), 31.8
(CH2 chexyl), 25.0 (CHa c-hexyt), 24.12 (CH2 chexyt), 24.10 (CHy cnexyt), 20.4 (C-2'), 11.1 (C-3).
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MS (ESI*): m/z = 433 [M+H]".

(2)-N-Cyclohexyl-4-ethyliden-2-(furan-2-ylmethyl)-3-oxo-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-1-
carboxamid (25f)

Verbindung 26f (460 mg, 1.0 mmol) wurde mit NEt; (420 uL, 3.0 mmol), Silberphosphat
(840 mg, 2.0 mmol), Palladiumacetat (11 mg, 50 umol) und Triphenylphosphin (26 mg,
0.10 mmol) in abs. THF (20 mL) umgesetzt. Die Reaktionskontrolle (DC, n-Hexan/EtOAc
1:1) zeigte nach 24 h eine vollstandige Umsetzung des Edukts an. Die anorganischen
Feststoffe wurden abfiltriert und das Filtrat eingeengt. Das Rohprodukt wurde saulenchro-

matographisch gereinigt (Kieselgel, n-Hexan/EtOAc 1:1, Rf = 0.24).

Hellgelber Feststoff
C23H26N203 378.5 g/mol

Ausbeute: 71 mg (0.19 mmol, 19%).
Schmp: 140-143 °C.
NOESY: 5-H < C-1"-CH (— 2).

IR (ATM, ¥ [cm™]): 3304, 2931, 2855, 1654, 1538, 1447, 1225, 747.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 8.22 (d, 7.7 Hz, 1 H, CONH), 7.57 (dd, 1.8 Hz, 0.7 Hz,
1H, 5-H), 7.49 (dd, 7.6 Hz, 1.3 Hz, 2 H, 5-H, 8-H), 7.29 (dt, 7.6 Hz, 1.3 Hz, 1 H, 6-H), 7.25
(dt, 7.6 Hz, 1.3 Hz, 1 H, 7-H), 6.56 (g, 7.3 Hz, 1 H, C-1"-CH), 6.40 (dd, 3.9 Hz, 1.8 Hz, 1 H,
4'-H), 6.29 (d, 3.0 Hz, 1 H, 3-H), 5.06 (s, 1 H, 1-H), 5.02 (d, 15.6 Hz, 1 H, C-2'-C*H), 4.05
(d, 15.6 Hz, 1 H, C-2-C°H), 3.39-3.30 (m, 1 H, N-CHeexy), 2.34 (d, 7.3 Hz, 3 H, 1"-H),
1.77-1.42 (M, 5 H, CHy chexyt), 1.28-0.97 (M, 5 H, CHz c.newy).

13C NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 167.1 (CONH), 164.6 (C-3), 150.1 (C-2'), 142.6 (C-5),
134.9 (C-1"-CH), 133.9 (C-4a), 130.2 (C-8a), 128.5 (C-4), 128.1 (C-6), 126.8 (C-7), 125.6
(C-8), 123.0 (C-5), 110.4 (C-4'), 108.7 (C-3"), 62.9 (C-1), 47.9 (N-CHc.nexy1), 41.0 (C-2'-CH,),
32.3 (CH2 cexyt), 31.8 (CHz cexyl), 25.0 (CHz cnexyl)s 24.2 (CH2 cney)s 24.1 (CHz onexy), 15.7
(C-1").

MS (ESI"): m/z = 378 [M]".
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2-(3,4-Dimethoxyphenethyl)-4-methylen-3-oxo-N-pentyl-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-1-
carboxamid (259)

Verbindung 26g (520 mg, 1.0 mmol) wurde mit NEt; (420 uL, 3.0 mmol), Silberphosphat
(840 mg, 2.0 mmol), Palladiumacetat (11 mg, 50 umol) und Triphenylphosphin (26 mg,
0.10 mmol) in abs. THF (20 mL) umgesetzt. Die Reaktionskontrolle (DC, n-Hexan/EtOAc
1:3) zeigte nach 24 h eine vollstandige Umsetzung des Edukts an. Die anorganischen
Feststoffe wurden abfiltriert und das Filtrat eingeengt. Das Rohprodukt wurde saulenchro-
matographisch gereinigt (Kieselgel, n-Hexan/EtOAc 1:3, R¢=0.27) und anschlielend aus
Et,O umkristallisiert.

Farbloser Feststoff

Ca6H32N,O4  436.5 g/mol

Ausbeute: 42 mg (96 pumol, 10%).
Schmp: 150-151 °C (Et,0).

IR (ATM, ¥ [cm™]): 3289, 2938, 1651, 1609, 1513, 1445, 1232, 1028, 794, 764.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 8.52 (t, 5.6 Hz, 1 H, CONH), 7.75-7.72 (m, 1 H, 5-H),
6.72-7.68 (M, 2 H, 2"-H, 6"-H), 7.47-7.42 (m, 1 H, 8-H), 7.40-7.31 (m, 2 H, 6-H, 7-H), 6.83
(d, 8.7 Hz, 1 H, 5"-H), 6.21 (d, 1.1 Hz, 1 H, C-4-C*H), 6.12 (d, 1.1 Hz, 1 H, C-4-C°H), 5.13
(s, 1 H, 1-H), 3.70 (s, 3 H, C-4"-OCHs), 3.59 (s, 3 H, C-3"-OCHj), 3.10-2.93 (m, 2 H, 1'-H),
2.88-2.77 (m, 2 H, CON-C°H, C-1"-C?H), 2.76-2.65 (m, 1 H, C-1"-C°H), 1.41-1.32 (m, 2 H,
2'-H), 1.26-1.10 (m, 5 H, CON-C"H, 3'-H, 4'-H), 0.78 (t, 7.0 Hz, 3 H, 5"-H).

13C NMR (DMSO, 5 [ppm], J [Hz]): 168.7 (CONH), 163.5 (C-3), 148.5 (C-3"), 147.2 (C-4"),
135.0 (C-4a), 131.2 (C-1"), 130.9 (C-8a), 130.3 (C-4), 128.1 (C-6), 127.9 (C-7), 125.7 (C-8),
123.9 (C-5), 120.2 (C-2" oder C-6"), 118.1 (C-4-CH,), 112.2 (C-2" oder C-6"), 111.9 (C-5"),
63.7 (C-1), 554 (C-4"-OCHs), 550 (C-3"-OCHs), 47.8 (N-CH,), 38.7 (C-1), 32.3
(C-1"-CH),), 28.33 (C-2)), 28.28 (C-3'), 21.6 (C-4"), 13.7 (C-5).

MS (ESI*): m/z = 437 [M+H]".
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N-(tert-Butyl)-2-(2-chlorbenzyl)-4-ethyliden-3-oxo-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-1-
carboxamid (25h)

Verbindung 26h (480 mg, 1.0 mmol) wurde mit NEtz (420 uL, 3.0 mmol), Silberphosphat
(840 mg, 2.0 mmol), Palladiumacetat (11 mg, 50 umol) und Triphenylphosphin (26 mg,
0.10 mmol) in abs. THF (20 mL) umgesetzt. Nachdem die Reaktionskontrolle (DC,
n-Hexan/EtOAc 1:2) nach 24 h nur noch Spuren des Edukts enthielt, wurde die Reaktion
beendet, die anorganischen Feststoffe abfiltriert und das Filtrat eingeengt. Das Rohprodukt
wurde s&ulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, n-Hexan/EtOAc 1:1) und so Z-25h
(Rf=0.55) und E-25h (Rf=0.41) getrennt voneinander isoliert. Die Feststoffe wurden

anschlieBend aus EtOAc umkristallisiert.

(x) Z-25h
Farbloser Feststoff
C23H25C|N202 396.9 g/mol

Ausbeute: 86 mg (0.22 mmol, 22%).
Schmp: 224-225 °C (EtOAC).
NOESY: 5-H < C-1"-CH (— 2).

(+) Z-25h

IR (ATM, ¥ [cm™]): 3286, 2967, 1686, 1647, 1604, 1544, 1448, 1222, 1039, 745.

'H NMR (DMSO, § [ppm], J [Hz]): 8.05 (s, 1 H, CONH), 7.57 (dd, 7.6 Hz, 0.7 Hz, 1 H,
5-H), 7.48 (dd, 7.2 Hz, 2.0 Hz, 1 H, 3-H), 7.45 (dd, 7.6 Hz, 1.3 Hz, 1 H, 8-H), 7.33 (td,
7.6 Hz, 1.3 Hz, 1H, 6-H), 7.32-7.24 (m, 3 H, 4-H, 5-H), 7.08 (dd, 7.2 Hz, 2.3 Hz, 1 H,
6'-H), 6.66 (g, 7.3 Hz, 1 H, C-1"-CH), 5.20 (d, 16.2 Hz, 1 H, C-1'-CH), 5.03 (s, 1 H, 1-H),
4.04 (d, 16.2 Hz, 1 H, C-1'-C°H), 2.27 (d, 7.3 Hz, 3 H, 1"-H), 1.16 (s, 9 H, CHs tuty).

3¢ NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 167.7 (CONH), 165.0 (C-3), 135.0 (C-1"-CH), 134.2
(C-2Y), 133.8 (C-4a), 132.2 (C-1'), 129.9 (C-8a), 129.3 (C-3"), 128.8 (C-4' oder C-5'), 128.2
(C-6"), 128.1 (C-6), 128.0 (C-4), 127.3 (C-4' oder C-5, 126.9 (C-7), 125.5 (C-8), 123.1
(C-5), 63.9 (C-1), 50.5 (N-Crpuyl), 45.9 (C-1'-CH,), 28.1 (3 C, CH3buyl), 15.8 (C-1").
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() E-25h
Hellgelber Feststoff
C23H25C|N202 396.9 g/mol

Ausbeute: 60 mg (0.15 mmol, 15%). .
1 5'
Schmp: 197-200 °C (EtOAC). D
NOESY: 5-H < 1"-H (— E). T
(+) E-25h

IR (ATM, 7 [cm™]): 3303, 2970, 1686, 1654, 1610, 1525, 1443, 1216, 1040, 745.

IH NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 8.07 (s, 1 H, CONH), 7.57 (d, 7.5 Hz, 1 H, 5-H), 7.53 (d,
7.4Hz, 1.1 Hz, 1 H, 8-H), 7.47 (dd, 7.4 Hz, 1.7 Hz, 1 H, 3'-H), 7.39 (dt, 7.7 Hz, 1.1 Hz, 1 H,
6-H), 7.32 (dt, 7.4 Hz, 0.9 Hz, 1 H, 7-H), 7.29-7.24 (m, 2 H, 4-H, 5"-H), 7.07 (dd, 7.2 Hz,
2.0 Hz, 1 H, 6-H), 6.95 (q, 7.7 Hz, 1 H, C-1"-CH), 5.20 (d, 16.2 Hz, 1 H, C-1-C?H), 4.06 (d,
16.2 Hz, 1H, C-1-C°H), 5.02 (s, 1 H, 1-H), 2.12 (d, 7.7 Hz, 3H, 1"-H), 1.16 (s, 9 H,
CH3 t-buty1).-

3C NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 167.7 (CONH), 166.3 (C-3), 134.1 (C-2)), 132.8
(C-1"-CH), 132.3 (C-1'), 131.6 (C-8a), 130.7 (C-4a), 129.3 (C-3), 128.9 (C-4), 128.8 (C-4'
oder C-5'), 128.4 (C-6'), 127.5 (C-6), 127.3 (C-4' oder C-5'), 127.14 (C-5 oder C-7), 127.07
(C-5 oder C-7), 126.0 (C-8), 63.8 (C-1), 50.6 (N-Ciouy), 46.4 (C-1-CH,), 28.2 (3C,
CHs toutyt), 15.5 (C-1").
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9.2 Synthese der 2,5-Diketopiperazin-Derivate

3-(2-Bromophenyl)-6-(2-oxo-2-phenylethyl)-4-(pyridin-3-ylmethyl)-1-(tosylmethyl)piperazin-
2,5-dion (35a)

Zu einer Losung von 2-Brombenzaldehyd (470 pL, 4.0 mmol) in abs. MeOH (10 mL) wurde
unter Argon-Atmosphére 3-(Aminomethyl)pyridin (410 uL, 4.0 mmol) zugegeben und bei
RT 30 min gerlhrt. Anschliefend wurde Tosylmethylisocyanid (940 mg, 4.8 mmol) und 3-
Benzoylacrylsaure (710 mg, 4.0 mmol) zugegeben und die Reaktionslésung 6 Tage bei 55 °C
geruhrt bis die Reaktionskontrolle (DC, CH,Cl,/MeOH 10:0.25) nur noch Spuren der Edukte
zeigte. Das Losungsmittel wurde entfernt und der Ruckstand s&ulenchromatographisch
gereinigt (1. Kieselgel, n-Hexan/EtOAc 1:20, Rf=0.27). Dabei wurde das Diastereomeren-
gemisch aus cis- und trans-Produkt in einer Ausbeute von 915 mg (1.42 mmol, 35%)
erhalten. In einer weiteren sdulenchromatographischen Trennung (2. Flash-Kieselgel,
CH,Cl,:MeOH 10:0.25, Rs(cis) =0.13, Rs(trans) =0.16) wurden beide Diastereomeren

voneinander getrennt.

(x) cis-35a
Farbloser amorpher Feststoff
C3oH2BrN;OsS  646.6 g/mol

Ausbeute: 161 mg (0.25 mmol, 6%).
Schmp: 99-100 °C.
NOESY: 6"-H <> C-6-C™H (— cis). ’ i
v 5 3
(%) cis-35a

IR (ATM, ¥ [cm™Y]): 1657, 1595, 1422, 1323, 1140, 1084, 761, 688.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 8.48 (dd, 4.7 Hz, 1.7 Hz, 1 H, 4"-H), 8.24 (d, 1.7 Hz,
1H, 2"-H), 8.10 (d, 9.3 Hz, 1.2 Hz, 2 H, 2"/6""-H), 7.84 (dd, 7.8 Hz, 1.3 Hz, 1 H, 6"-H),
7.70 (tt, 7.4 Hz, 1.2 Hz, 1 H, 4™-H), 7.63-7.56 (m, 4 H, 2'/6'-H, 3""/5""-H), 7.56 (dd, 7.8 Hz,
1.0 Hz, 1 H, 3"-H), 7.51 (dt, 7.9 Hz, 1.7 Hz, 1 H, 6"-H), 7.45 (td, 7.8 Hz, 1.0 Hz, 1 H, 5"-H),
7.34 (dd, 7.9 Hz, 4.7 Hz, 1 H, 5"-H), 7.27 (td, 7.8 Hz, 1.3 Hz, 1 H, 4"-H), 7.19 (d, 8.1 Hz,
2 H, 3/5'-H), 5.24 (s, 1 H, 3-H), 5.06-5.00 (m, 1 H, 6-H), 5.12 (d, 14.7 Hz, 1 H, C-1-C*H),
5.01 (d, 14.7 Hz, 1 H, C-1-C°H), 4.87 (d, 15.5 Hz, 1 H, C-4-C*H), 4.21 (dd, 18.7 Hz, 4.4 Hz,
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1 H, C-6-C*H), 3.99 (dd, 18.7 Hz, 4.1 Hz, 1 H, C-6-C°H), 3.76 (d, 15.5 Hz, 1 H, C-4-C"H),
2.26 (s, 3 H, C-4'-CHs).

3¢ NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 196.9 (C-1""-CO), 165.2 (C-5), 163.9 (C-2), 149.1
(C-2"), 148.6 (C-4"), 144.7 (C-4"), 136.1 (C-1"), 135.6 (C-6"), 135.0 (C-1"), 134.1 (C-1",
133.4 (C-4™), 132.7 (C-3"), 131.1 (C-1"), 130.4 (C-4"), 129.8 (C-6"), 129.6 (2 C, C-3'/5"),
128.6 (2 C, C-2'/6 oder C-3""/5""), 128.4 (C-5"), 128.3 (2 C, C-2'/6' oder C-3"'/5""), 128.1
(2 C, C-2"/6"), 124.7 (C-2"), 123.4 (C-5"), 63.9 (C-1-CH,), 61.4 (C-3), 56.0 (C-6), 44.9
(C-4-CH,), 40.6 (C-6-CH,), 21.0 (C-4-CH3).

MS (ESI*): m/z = 645 / 647 [M]".

HRMS (ESI*-TOF): ber. fir Cs,Hz0BrNsOsS [M+H]" 646.1006; gem. 646.1008.

() trans-35a

Farbloser amorpher Feststoff
ngHngrN305S 646.6 g/mol

Ausbeute: 341 mg (0.53 mmol, 13%).
Schmp: 111-114 °C.

3" 5'
NOESY: 6"-H < 6-H (— trans). "

(%) trans-35a

IR (ATM, ¥ [cm™]): 1657, 1596, 1422, 1319, 1140, 1085, 762, 688.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 8.40 (dd, 4.8 Hz, 1.6 Hz, 1 H, 4"-H), 8.06 (d, 1.8 Hz,
1H, 2"-H), 8.02 (dd, 7.8 Hz, 1.2 Hz, 2 H, 2"/6""-H), 7.71 (d, 8.1 Hz, 2 H, 2/6'-H), 7.70 (it,
7.8Hz, 1.2 Hz, 1 H, 4™-H), 7.58 (t, 7.8 Hz, 2 H, 3"/5""-H), 7.55 (dd, 7.7 Hz, 1.3 Hz, 1 H,
3"-H), 7.37-7.29 (m, 2 H, 5"-H, 6"-H), 7.35 (d, 8.1 Hz, 2 H, 3'/5-H), 7.26 (td, 7.7 Hz,
1.7 Hz, 1 H, 4"-H), 7.23 (dd, 7.8 Hz, 4.8 Hz, 1 H, 5"-H), 7.13 (dd, 7.7 Hz, 1.7 Hz, 1 H, 6"-H),
5.68 (s, 1 H, 3-H), 5.36 (d, 14.8 Hz, 1 H, C-1-C?H), 4.97 (d, 14.8 Hz, 1 H, C-1-C°H), 4.96—
4.92 (m, 1 H, 6-H), 4.84 (d, 15.4 Hz, 1 H, C-4-C*H), 4.33 (dd, 19.1 Hz, 1 H, C-6-C*H), 3.92
(dd, 19.1 Hz, 1 H, C-6-C°H), 3.74 (d, 15.4 Hz, 1 H, C-4-C°H), 2.34 (s, 3 H, C-4'-CH3).

3C NMR (DMSO, § [ppm], J [Hz]): 197.6 (C-1""-CO), 165.9 (C-5), 164.5 (C-2), 149.1
(C-2"), 148.4 (C-4™), 144.7 (C-4"), 135.8 (C-1""), 135.6 (C-6™), 135.2 (C-1"), 135.0 (C-1),
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133.7 (C-4™), 132.8 (C-3"), 130.9 (C-1"), 130.6 (C-6"), 130.3 (C-4"), 129.8 (2 C, C-3/5),
128.6 (2C, C-3"/5"™), 128.1 (4 C, C-2'/6', C-2"/6"™), 128.0 (C-5"), 124.1 (C-2"), 123.1
(C-5"), 62.8 (C-1-CH,), 62.4 (C-3), 55.9 (C-6), 45.0 (C-4-CH,), 39.9 (C-6-CH,), 21.0
(C-4'-CHa).

MS (ESI"): m/z = 645 / 647 [M]".

HRMS (ESI*-TOF): ber. fir Ca,HasBrN3;OsS [M+H]* 646.1006; gem. 646.1001.

6-(2-Ox0-2-phenylethyl)-3-phenyl-1-(pyridin-3-ylmethyl)-4-(tosylmethyl)piperazin-2,5-
dion (35b)

Zu einer Losung von Benzaldehyd (900 pL, 8.9 mmol) in abs. MeOH (25 mL) wurde unter
Argon-Atmosphare 3-(Aminomethyl)pyridin (910 pL, 8.9 mmol) zugegeben und bei RT
20 min gerthrt. AnschlieBend wurde Tosylmethylisocyanid (1.74 g, 8.9 mmol) und 3-
Benzoylacrylsaure (1.60 g, 8.9 mmol) zugegeben und die Reaktionslésung bei RT gerthrt.
Der ausgefallene Feststoff wurde nach 18 h abfiltriert, in CH,Cl, aufgenommen und durch

Zugabe von Et,O zum Kiristallisieren gebracht.

Farbloser Feststoff
C3oH29N305S 567.7 g/mol

Ausbeute: 2.28 g (4.01 mmol, 45%).
Schmp: 204-205 °C.
3" 5'
NOESY: 2"/6"-H < 6-H, "
3-H < C-6-C*H (— trans). 4"

(%) trans-35b
IR (ATM, ¥ [cm™]): 2952, 1662, 1597, 1429, 1418, 1319, 1289, 1141, 1087, 757, 713, 691.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 8.42 (dd, 4.9 Hz, 1.6 Hz, 1 H, 4"-H), 8.17 (d, 1.6 Hz,
1 H, 2"-H) 8.00 (d, 7.5 Hz, 2 H, 2"/6""-H), 7.69 (t, 7.5 Hz, 1 H, 4""-H), 7.63 (d, 8.3 Hz, 2 H,
2'/6'-H), 7.57 (t, 7.5 Hz, 2 H, 3"'/5""-H), 7.41 (dt, 7.5 Hz, 1.6 Hz, 1 H, 6"-H), 7.39-7.30 (m,
1H, 4"-H), 7.33 (d, 7.8 Hz, 2 H, 3"/5"-H), 7.27 (d, 8.3 Hz, 2 H, 3'/5"-H), 7.25 (dd, 7.5 Hz,
4.9 Hz, 1 H, 5"-H), 7.08 (dd, 7.8 Hz, 1.2 Hz, 2 H, 2"/6"-H), 5.48 (d, 14.9 Hz, 1 H, C-1-C*H),
5.20 (s, 1 H, 3-H), 4.93 (dd, 4.4 Hz, 3.5 Hz, 1 H, 6-H), 4.88 (d, 14.9 Hz, 1 H, C-1-C°H), 4.86
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(d, 15.3 Hz, 1 H, C-4-C*H), 4.23 (dd, 18.9 Hz, 4.4 Hz, 1H, C-6-C°H), 3.88 (dd, 18.9 Hz,
3.5 Hz, 1 H, C-6-C"H), 3.79 (d, 15.3 Hz, 1 H, C-4-C°H), 2.34 (s, 3 H, C-4-CHa).

3¢ NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 197.3 (C-1""-CO), 165.7 (C-2), 165.5 (C-5), 149.0
(C-2"), 148.3 (C-4"), 144.7 (C-4), 135.9 (C-1"), 135.7 (C-1"), 135.4 (C-6"), 134.6 (C-1",
133.6 (C-4"), 131.4 (C-1"), 129.8 (2 C, C-3'/5'), 128.6 (2 C, C-3"/5""), 128.5 (2 C, C-3"/5"),
128.3 (C-4"), 128.03 (2 C, C-2'/6' oder C-2"/6" oder C-2"'/6""), 127.97 (2 C, C-2/6' oder
C-2"/6" oder C-2""/6""), 127.90 (2 C, C-2'/6' oder C-2"/6" oder C-2""/6""), 123.1 (C-5"), 63.4
(C-3), 61.7 (C-1-CHy), 55.4 (C-6), 45.2 (C-4-CH,), 37.9 (C-6-CH,), 21.0 (C-4-CH3).

CHNS: ber. C 67.71, H 5.15, N 7.40, S 5.65; gem. C 67.39, H 5.11, N 7.33, S 5.54.

MS (ESI*): m/z = 567 [M]".

3-(2-Chlorphenyl)-6-(2-oxo-2-phenylethyl)-4-(pyridin-3-ylmethyl)-1-(tosylmethyl)piperazin-
2,5-dion (35c¢)

Zu einer Loésung von 2-Chlorbenzaldehyd (230 pL, 2.0 mmol) in abs. MeOH (5 mL) wurde
unter Argon-Atmosphére 3-(Aminomethyl)pyridin (200 uL, 2.0 mmol) zugegeben und bei
RT 20 min gerihrt. Anschlielend wurde Tosylmethylisocyanid (390 mg, 2.0 mmol) und 3-
Benzoylacrylsdure (350 mg, 2.0 mmol) zugegeben und die Reaktionslosung 48 h bei 60 °C
geriihrt bis die Reaktionskontrolle (DC, n-Hexan/EtOAc 1:2) nur noch Spuren der Edukte
zeigte. Das Losungsmittel wurde entfernt und der Rickstand sdaulenchromatographisch
gereinigt (1. Kieselgel, CH,Cl,/MeOH 10:0.5, R¢ = 0.26). Dabei wurde das Diastereomeren-
gemisch aus cis- und trans-Produkt in einer Ausbeute von 440 mg (0.73 mmol, 37%)
erhalten. In einer weiteren sdulenchromatographischen Trennung (2. Flash-Kieselgel,
CHCI3:EtOH 10:1, R¢(cis) =0.16, Rg(trans) =0.22) wurden beide Diastereomeren

voneinander getrennt.

(%) cis-35c¢
Hellgelber Feststoff
C32H28C|N3OSS 602.1 g/mol

Ausbeute: 103 mg (0.17 mmol, 9%).

Schmp: 79-82 °C. . .

NOESY: 6"-H <> C-6-C*"H (— cis). S &
4 6 2

(%) cis-35¢
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IR (ATM, ¥ [cm™]): 2934, 1657, 1596, 1423, 1326, 1141, 1085, 1028, 815, 752, 688.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 8.48 (dd, 4.7 Hz, 1.7 Hz, 1 H, 4"-H), 8.22 (d, 1.7 Hz,
1H, 2"-H), 8.09 (d, 7.5 Hz, 2 H, 2"/6""-H), 7.83 (d, 7.8 Hz, 1 H, 6"-H), 7.70 (tt, 7.5 Hz,
1.2 Hz, 1 H, 4™-H), 7.60 (d, 8.0 Hz, 2 H, 2/6-H), 7.59 (t, 7.5 Hz, 2 H, 3""/5""-H), 7.51 (dt,
7.9 Hz, 1.7 Hz, 1 H, 6"-H), 7.44-7.36 (m, 3 H, 3"-H, 4"-H, 5"-H), 7.36-7.32 (m, 1 H, 5"-H),
7.18 (d, 8.0 Hz, 2 H, 3/5-H), 5.23 (s, 1 H, 3-H), 5.12 (d, 14.5 Hz, 1 H, C-1-C*H), 5.03 (dd,
4.4 Hz, 4.2 Hz, 1 H, 6-H), 5.00 (d, 14.5 Hz, 1 H, C-1-C°H), 4.88 (d, 15.4 Hz, 1 H, C-4-C*H),
4.19 (dd, 18.7 Hz, 4.4 Hz, 1 H, C-6-C*H), 3.98 (dd, 18.7 Hz, 4.2 Hz, 1 H, C-6-C°H), 3.77 (d,
15.4 Hz, 1 H, C-4-C"H), 2.26 (s, 3 H, C-4'-CHa).

3¢ NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 196.9 (C-1""-CO), 165.3 (C-5), 163.9 (C-2), 149.1
(C-2"), 148.6 (C-4"), 144.7 (C-4), 136.1 (C-1""), 135.6 (C-6"), 134.1 (C-1'), 133.8 (C-2"),
133.4 (C-4™), 133.2 (C-1"), 131.0 (C-1"), 130.2 (C-4"), 129.8 (C-6"), 129.6 (2 C, C-3/5"),
129.4 (C-3" oder C-5"), 128.6 (2 C, C-3"/5"), 128.3 (2 C, C-2/6"), 128.1 (2 C, C-2"/6""),
127.8 (C-3" oder C-5"), 123.3 (C-5"), 63.9 (C-1-CH,), 58.9 (C-3), 56.0 (C-6), 45.0
(C-4-CHy), 40.7 (C-6-CH,), 20.9 (C-4'-CHs).

HRMS (ESI*-TOF): ber. fir C3sHasCIN3OsS [M+H]* 602.1511; gem. 602.1513.

(%) trans-35c¢
Hellgelber Feststoff

C32H28C|N305S 602.1 g/mol

Ausbeute: 102 mg (0.17 mmol, 9%).
Schmp: 135-138 °C.

3" 5
NOESY: 6"-H < 6-H (— trans). &

o
d (%) trans-35¢

IR (ATM, ¥ [cm™]): 2940, 1652, 1596, 1433, 1324, 1141, 1086, 1029, 815, 753, 689.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 8.40 (dd, 4.7 Hz, 1.7 Hz, 1 H, 4"-H), 8.05 (d, 1.7 Hz,
1H, 2"-H), 8.01 (dd, 7.7 Hz, 1.2 Hz, 2 H, 2""/6""-H), 7.71 (d, 8.3 Hz, 2 H, 2/6'-H), 7.69 (it,
7.7Hz, 1.2 Hz, 1 H, 4™-H), 7.57 (t, 7.7 Hz, 2 H, 3"/5""-H), 7.38-7.31 (m, 5 H, 3"-H, 4"-H,
6"-H, 3'5-H), 7.30-7.25 (m, 1 H, 5"-H), 7.23 (dd, 7.8 Hz, 4.7 Hz, 1 H, 5"-H), 7.17 (d,
7.0 Hz, 1 H, 6"-H), 5.66 (s, 1 H, 3-H), 5.38 (d, 14.8 Hz, 1 H, C-1-C*H), 4.97 (d, 14.8 Hz, 1 H,
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C-1-C°H), 4.94 (dd, 4.2 Hz, 3.4 Hz, 1 H, 6-H), 4.83 (d, 15.4 Hz, 1 H, C-4-C®H), 4.31 (dd,
19.1 Hz, 4.2 Hz, 1 H, C-6-C®H), 3.92 (dd, 19.1 Hz, 3.4 Hz, 1 H, C-6-C°H), 3.77 (d, 15.4 Hz,
1 H, C-4-C°H), 2.34 (s, 3 H, C-4'-CHj).

3C NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 197.6 (C-1""-CO), 165.9 (C-5), 164.6 (C-2), 149.1
(C-2"), 148.4 (C-4"), 144.7 (C-4), 135.8 (C-1"), 135.5 (C-6"), 135.0 (C-1'), 133.7 (C-4"),
133.5 (C-1" oder C-2"), 133.4 (C-1" oder C-2"), 130.9 (C-1"), 130.7 (C-6"), 130.1 (C-4"),
129.8 (2 C, C-3'5'), 129.6 (C-3"), 128.6 (2 C, C-3""/5""), 128.07 (2 C, C-2/6' oder C-2""/6""),
128.05 (2 C, C-2'/6' oder C-2""/6"™), 127.4 (C-5"), 123.1 (C-5"), 62.8 (C-1-CH,), 60.4 (C-3),
55.9 (C-6), 45.0 (C-4-CH,), 39.9 (C-6-CHy), 21.0 (C-4'-CHs).

HRMS (ESI*-TOF): ber. fiir C3pHz9CIN3OsS [M+H]™ 602.1511; gem. 602.1510.

3-(2-lodphenyl)-6-(2-oxo-2-phenylethyl)-4-(pyridin-3-ylmethyl)-1-(tosylmethyl)piperazin-2,5-
dion (35d)

Zu einer Losung von 2-lodbenzaldehyd (464 mg, 2.0 mmol) in abs. MeOH (5 mL) wurde
unter Argon-Atmosphére 3-(Aminomethyl)pyridin (200 uL, 2.0 mmol) zugegeben und bei
RT 40 min gerihrt. Anschlielend wurde Tosylmethylisocyanid (390 mg, 2.0 mmol) und 3-
Benzoylacrylsaure (350 mg, 2.0 mmol) zugegeben und die Reaktionslésung 4 Tage bei 75 °C
geriihrt bis die Reaktionskontrolle (DC, n-Hexan/EtOAc 1:20) nur noch Spuren der Edukte
zeigte. Das Losungsmittel wurde entfernt und der Rickstand s&ulenchromatographisch
gereinigt (1. Kieselgel, CH,Cl,/MeOH 10:0.5, R¢ = 0.15). Dabei wurde das Diastereomeren-
gemisch aus cis- und trans-Produkt in einer Ausbeute von 591 mg (0.85 mmol, 43%)
erhalten. In einer weiteren s&ulenchromatographischen Trennung (2. Flash-Kieselgel,
CHCI3:EtOH 10:0.2, R¢(cis) =0.15, R¢(trans) =0.29) wurden beide Diastereomeren

voneinander getrennt.

(%) cis-35d
Farbloser amorpher Feststoff
C32H28|N305S 693.6 g/mol

Ausbeute: 75 mg (0.11 mmol, 5%).
Schmp: 115-118 °C.

3" 5'
NOESY: 6"-H < C-6-C¥"H (— cis). .

(%) cis-35d
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IR (ATM, ¥ [cm™]): 2933, 1657, 1596, 1579, 1421, 1323, 1140, 1085, 1012, 814, 754, 688.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 8.47 (dd, 4.8 Hz, 1.9 Hz, 1 H, 4"-H), 8.26 (d, 1.9 Hz,
1H, 2"-H), 8.10 (dd, 7.7 Hz, 1.2 Hz, 2 H, 2"'/6""-H), 7.82 (dd, 7.8 Hz, 1.1 Hz, 1 H, 3"-H),
7.78 (dd, 7.8 Hz, 1.3 Hz, 1 H, 6"-H), 7.70 (tt, 7.7 Hz, 1.2 Hz, 1 H, 4"-H), 7.62-7.57 (m, 4 H,
2'/6'-H, 3"'/5""-H), 7.52 (dt, 8.0 Hz, 1.9 Hz, 1 H, 6"-H), 7.45 (td, 7.8 Hz, 1.1 Hz, 1 H, 5"-H),
7.35 (dd, 8.0 Hz, 4.8 Hz, 1 H, 5"-H), 7.20 (d, 8.0 Hz, 2 H, 3/5-H), 7.08 (td, 7.8 Hz, 1.3 Hz,
1H, 4"-H), 5.14 (s, 1 H, 3-H), 5.11 (d, 14.5 Hz, 1 H, C-1-C?H), 5.04 (dd, 4.4 Hz, 3.9 Hz, 1 H,
6-H), 5.00 (d, 14.5 Hz, 1 H, C-1-C°H), 4.85 (d, 15.4 Hz, 1 H, C-4-C*H), 4.19 (dd, 18.8 Hz,
4.4 Hz, 1H, C-6-C*H), 3.99 (dd, 18.8 Hz, 3.9 Hz, 1 H, C-6-C"H), 3.73 (d, 15.4 Hz, 1 H,
C-4-C°H), 2.27 (s, 3 H, C-4-CHs).

3¢ NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 196.9 (C-1""-CO), 165.2 (C-5), 164.0 (C-2), 149.0
(C-2"), 148.5 (C-4™), 144.8 (C-4"), 139.4 (C-3"), 138.3 (C-1"), 136.1 (C-1""), 135.6 (C-6"),
134.0 (C-1), 133.4 (C-4"), 131.1 (C-1"), 130.3 (C-4"), 129.7 (2 C, C-3/5"), 129.0 (C-5"),
128.8 (C-6"), 128.6 (2 C, C-2/6' oder C-3"/5"), 128.3 (2 C, C-2'/6' oder C-3""/5""), 128.1
(2 C, C-2"/6"), 123.4 (C-5"), 102.5 (C-2"), 66.0 (C-3), 63.9 (C-1-CH,), 55.9 (C-6), 44.9
(C-4-CH,), 40.8 (C-6-CH,), 21.1 (C-4'-CHs).

HRMS (ESI*-TOF): ber. fiir CasHzIN3OsS [M+H]" 694.0867; gem. 694.0868.

(%) trans-35d

Farbloser amorpher Feststoff
C32H23|N3O5S 693.6 g/mol

Ausbeute: 210 mg (0.30 mmol, 15%).
Schmp: 101-104 °C. o
3" 5'
NOESY: 6"-H < 6-H (— trans). T "
4" 6" O 2'
5" 3

(%) trans-35d

IR (ATM, ¥ [cm™]): 2929, 1657, 1596, 1580, 1422, 1318, 1140, 1085, 1013, 815, 759, 688.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 8.41 (dd, 4.8 Hz, 1.7 Hz, 1 H, 4"-H), 8.08 (d, 1.7 Hz,
1H, 2"-H), 8.02 (dd, 7.9 Hz, 1.3 Hz, 2 H, 2"/6""-H), 7.81 (dd, 7.7 Hz, 1.4 Hz, 1 H, 3"-H),
7.73-7.67 (m, 1 H, 4™-H), 7.71 (d, 8.2 Hz, 2 H, 2'/6-H), 7.58 (t, 7.9 Hz, 2 H, 3"/5""-H),
7.37-7.33 (m, 1 H, 6"-H), 7.35 (d, 8.2 Hz, 2 H, 3/5"-H), 7.32 (td, 7.7 Hz, 1.1 Hz, 1 H, 4"-H),
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7.25 (dd, 7.9 Hz, 4.8 Hz, 1 H, 5"-H), 7.07 (td, 7.7 Hz, 1.4 Hz, 1 H, 5"-H), 7.03 (dd, 7.7 Hz,
1.1 Hz, 1 H, 6"-H), 5.61 (s, 1 H, 3-H), 5.39 (d, 14.7 Hz, 1 H, C-1-C*H), 4.96-4.93 (m, 1 H,
6-H), 4.95 (d, 14.7 Hz, 1 H, C-1-C°H), 4.86 (d, 15.5 Hz, 1 H, C-4-C*H), 4.35 (dd, 19.1 Hz,
4.1 Hz, 1H, C-6-C*H), 3.91 (dd, 19.1 Hz, 3.2 Hz, 1 H, C-6-C"H), 3.67 (d, 15.5 Hz, 1 H,
C-4-C°H), 2.34 (s, 3 H, C-4-CHs).

3¢ NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 197.7 (C-1""-CO), 165.9 (C-5), 164.6 (C-2), 149.1
(C-2"), 148.4 (C-4™), 144.7 (C-4"), 139.4 (C-3"), 138.4 (C-1"), 135.8 (C-1""), 135.6 (C-6"),
134.8 (C-1'), 133.7 (C-4™), 132.2 (C-5"), 130.8 (C-1"), 130.2 (C-4"), 129.8 (2 C, C-3/5",
129.4 (C-6"), 128.6 (2 C, C-3"/5""), 128.1 (5 C, C-2'/6', C-5", C-2""/6""), 101.7 (C-2"), 66.4
(C-3), 62.5 (C-1-CHy), 55.9 (C-6), 44.9 (C-4-CH,), 38.8 (C-6-CH,), 21.0 (C-4'-CHs).

HRMS (ESI*-TOF): ber. fiir Cs>H29IN3OsS [M+H]* 694.0867; gem. 694.0864.

3-(4-Fluorphenyl)-6-(2-oxo-2-phenylethyl)-4-(pyridin-3-ylmethyl)-1-(tosylmethyl)piperazin-
2,5-dion (35e)

Zu einer Losung von 4-Fluorbenzaldehyd (200 pL, 2.0 mmol) in abs. MeOH (5 mL) wurde
unter Argon-Atmosphére 3-(Aminomethyl)pyridin (200 uL, 2.0 mmol) zugegeben und bei
RT 40 min gerthrt. Anschliefend wurde Tosylmethylisocyanid (390 mg, 2.0 mmol) und
3-Benzoylacrylséure (350 mg, 2.0 mmol) zugegeben und die Reaktionsldsung bei RT gertihrt.
Der ausgefallene Feststoff wurde nach 21 h abfiltriert und im Ultraschallbad in MeOH
suspendiert.

Farbloser Feststoff
C32H28FN305S 585.7 g/mol

Ausbeute: 494 mg (0.84 mmol, 42%).
Schmp: 174-175 °C.

5
NOESY: 2"/6"-H < 6-H,

3-H & C-6-C*H (— trans).

(%) trans-35e

IR (ATM, ¥ [cm™]): 2984, 1684, 1652, 1597, 1579, 1510, 1422, 1329, 1221, 1145, 1088,
812, 753, 687.
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'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 8.41 (dd, 4.9 Hz, 1.8 Hz, 1 H, 4"-H), 8.17 (d, 1.8 Hz,
1H, 2"-H), 7.98 (d, 7.7 Hz, 2 H, 2"/6""-H), 7.69 (tt, 7.7 Hz, 1.1 Hz, 1 H, 4""-H), 7.65 (d,
8.2 Hz, 2 H, 2//6-H), 7.57 (t, 7.7 Hz, 2 H, 3""/5""-H), 7.41 (dt, 8.0 Hz, 1.8 Hz, 1 H, 6"-H),
7.28 (d, 8.2 Hz, 2 H, 3/5-H), 7.25 (dd, 8.0 Hz, 4.9 Hz, 1 H, 5"-H), 7.12 (d, 7.3 Hz, 4 H,
2'/6"-H, 3"/5"-H), 5.49 (d, 14.9 Hz, 1 H, C-1-C°H), 5.24 (s, 1 H, 3-H), 4.93 (dd, 4.2 Hz,
3.5Hz, 1 H, 6-H), 4.88 (d, 14.9 Hz, 1 H, C-1-C°H), 4.82 (d, 15.3 Hz, 1 H, C-4-C?H), 4.25
(dd, 18.9 Hz, 4.2 Hz, 1 H, C-6-C®H), 3.89 (dd, 18.9 Hz, 3.5 Hz, 1 H, C-6-C°H), 3.84 (d,
15.3 Hz, 1 H, C-4-CH), 2.34 (s, 3 H, C-4'-CHs).

3C NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 197.4 (C-1""-CO), 165.6 (C-2 oder C-5), 165.3 (C-2
oder C-5), 161.9 (d, “Jcr = 244.9 Hz, C-4"), 149.0 (C-2"), 148.3 (C-4"), 144.7 (C-4), 135.9
(C-1"), 135.5 (C-6"), 134.5 (C-1'), 133.6 (C-4™), 132.1 (d, “Jcr = 3.0 Hz, C-1"), 131.4
(C-1"), 130.2 (d, %Jcr = 8.6 Hz, 2 C, C-2"/6"), 129.7 (2 C, C-3/5'), 128.6 (2 C, C-3""/5""),
128.0 (4 C, C-2/6', C-2""/6""), 123.1 (C-5"), 115.2 (d, Jcr = 21.9 Hz, 2 C, C-3"/5"), 62.7
(C-3), 61.5 (C-1-CH,), 55.4 (C-6), 45.2 (C-4-CH,), 38.0 (C-6-CHy), 20.9 (C-4'-CHs).

CHNS: ber. C 65.63, H 4.82, N 7.18, S 5.48; gem. C 65.95, H 4.88, N 7.27, S 5.36.

MS (ESI*): m/z = 586 [M+H]".

4-Benzyl-6-(2-oxo-2-phenylethyl)-3-phenyl-1-(tosylmethyl)piperazin-2,5-dion (35f)

Zu einer Loésung von Benzaldehyd (200 pL, 2.0 mmol) in abs. MeOH (5 mL) wurde unter
Argon-Atmosphare Benzylamin (220 pL, 2.0 mmol) zugegeben und bei RT 30 min gerihrt.
AnschlieBend wurde Tosylmethylisocyanid (390 mg, 2.0 mmol) und 3-Benzoylacrylsaure
(350 mg, 2.0 mmol) zugegeben und die Reaktionslosung bei RT geriihrt. Der ausgefallene
Feststoff wurde nach 24 h abfiltriert und mehrmals mit kaltem MeOH gewaschen.

Farbloser Feststoff
C33H3oN,05S 566.7 g/mol

Ausbeute: 628 mg (1.11 mmol, 55%).
Schmp: 201-203 °C.

3" 5'
NOESY: 2"/6"-H < 6-H,

3-H & C-6-C*H (— trans).

(%) trans-35f
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IR (ATM, ¥ [cm™]): 2929, 1662, 1598, 1421, 1318, 1143, 1087, 814, 749, 691.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 8.01 (dd, 7.4 Hz, 1.5 Hz, 2 H, 2"/6""-H), 7.69 (tt,
7.4 Hz, 1.5Hz, 1 H, 4™-H), 7.62 (d, 8.3 Hz, 2 H, 2/6'-H), 7.58 (t, 7.4 Hz, 2 H, 3"/5""-H),
7.41-7.31 (m, 3 H, 3"/5"-H, 4"-H), 7.27-7.22 (m, 5 H, 3/5-H, 3"/5"-H, 4™-H), 7.05 (dd,
7.8 Hz, 1.4 Hz, 2 H, 2"/6"-H), 7.00 (dd, 6.6 Hz, 2.9 Hz, 2 H, 2"/6™-H), 5.48 (d, 14.9 Hz, 1 H,
C-1-C?H), 5.05 (d, 15.2 Hz, 1 H, C-4-C®H), 5.04 (s, 1 H, 3-H), 4.92 (t, 3.7 Hz, 1 H, 6-H),
4.87 (d, 14.9 Hz, 1 H, C-1-C"H), 4.20 (dd, 18.8 Hz, 3.7 Hz, 1 H, C-6-C?H), 3.90 (dd, 18.8 Hz,
3.7 Hz, 1 H, C-6-C"H), 3.57 (d, 15.2 Hz, 1 H, C-4-C°H), 2.34 (s, 3 H, C-4'-CHs).

13C NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 197.2 (C-1"-CO), 165.5 (C-2 oder C-5), 165.4 (C-2
oder C-5), 144.7 (C-4"), 136.0 (C-1"), 135.5 (C-1"), 135.4 (C-1"), 1345 (C-1'), 133.6
(C-4™), 129.7 (2C, C-3/5), 128.6 (2C, C-3"/5"), 128.5 (2 C, C-3"/5"), 128.3 (C-4"),
128.2 (2C, C-3"/5"), 128.02 (2 C, C-2"/6"™), 127.97 (2C, C-2/6), 127.7 (4 C, C-2"/6",
C-2"/6"), 127.2 (C-4"), 62.9 (C-3), 61.5 (C-1-CH,), 55.4 (C-6), 46.9 (C-4-CH,), 37.7
(C-6-CHy), 21.0 (C-4'-CHs).

CHNS: ber. C 69.94, H 5.34, N 4.94, S 5.66; gem. C 70.10, H 5.35, N 5.07, S 5.60.

MS (ESI"): m/z = 567 [M+H]".

6-(2-Oxo0-2-phenylethyl)-4-phenethyl-3-phenyl-1-(tosylmethyl)piperazin-2,5-dion (359)

Zu einer Loésung von Benzaldehyd (200 L, 2.0 mmol) in abs. MeOH (5 mL) wurde unter
Argon-Atmosphére 2-Phenethylamin (250 pL, 2.0 mmol) zugegeben und bei RT 30 min
geriihrt.  AnschlieBend  wurde  Tosylmethylisocyanid (390 mg, 2.0 mmol) und
3-Benzoylacrylséure (350 mg, 2.0 mmol) zugegeben und die Reaktionsldsung bei RT gerdihrt.
Der ausgefallene Feststoff wurde nach 14 h abfiltriert, mit kaltem MeOH gewaschen und aus
EtOAc umkristallisiert. Der Feststoff wurde anschlieRend in CH,Cl, aufgenommen und mit
ges. NaHCOs-Lsg. extrahiert. Die organische Phase wurde tber wasserfr. Na,SO,4 getrocknet
und danach eingedampft.
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Farbloser Feststoff
C34H32N,05S 580.7 g/mol

Ausbeute: 135 mg (0.23 mmol, 12%).
Schmp: 198-201 °C.
" 5
NOESY: 2"/6"-H < 6-H, 1 "
alb 4" 6" O 2'
3-H < C-6-C"H (— trans). 5" 3

() trans-35¢g

IR (ATM, ¥ [cm™]): 2931, 1685, 1655, 1597, 1427, 1326, 1142, 1087, 813, 752, 689.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 8.02 (dd, 7.5 Hz, 1.3 Hz, 2 H, 2"/6""-H), 7.69 (t,
75Hz, 1.3 Hz, 1 H, 4™-H), 7.65 (d, 8.2 Hz, 2 H, 2/6'-H), 7.57 (t, 7.5 Hz, 2 H, 3"/5""-H),
7.39-7.34 (m, 3H, 3"/5"-H, 4"-H), 7.31 (d, 8.2Hz, 2H, 3/5-H), 7.21 (t, 7.2 Hz, 2 H,
3"/5"-H), 7.17 (dd, 7.1 Hz, 2.2 Hz, 2 H, 2"/6"-H), 7.14 (tt, 7.2 Hz, 1.4 Hz, 1 H, 4"-H), 7.00
(dd, 7.2 Hz, 1.4 Hz, 2 H, 2"/6"-H), 5.49 (d, 14.8 Hz, 1 H, C-1-C*H), 5.36 (s, 1 H, 3-H), 4.88
(d, 14.8 Hz, 1 H, C-1-C°H), 4.84 (dd, 4.4 Hz, 3.6 Hz, 1 H, 6-H), 4.15 (dd, 18.7 Hz, 4.4 Hz,
1H, C-6-C°H), 3.83 (dd, 18.7 Hz, 3.6 Hz, 1 H, C-6-C°H), 3.71 (ddd, 13.3 Hz, 10.7 Hz,
5.3 Hz, 1H, C-4-C°H), 2.80 (ddd, 12.7 Hz, 10.5 Hz, 5.3 Hz, 1H, C-1"-C’H), 2.65 (ddd,
13.3Hz, 105Hz, 56Hz, 1H, C-4-C°H), 2.40 (ddd, 12.7 Hz, 10.7 Hz, 5.6 Hz, 1H,
C-1"-CH), 2.36 (s, 3 H, C-4'-CHs).

3C NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 197.1 (C-1""-CO), 165.8 (C-2), 164.9 (C-5), 144.7
(C-4", 1385 (C-1"), 136.6 (C-1"), 135.9 (C-1""), 134.6 (C-1'), 133.6 (C-4"), 129.8 (2 C,
C-3/5", 128.6 (2 C, C-3"/5"), 128.5 (2 C, C-2"/6"), 128.33 (2 C, C-3"/5"), 128.28 (2 C,
C-3"/5"), 128.2 (C-4"), 128.1 (2 C, C-2"/6""), 128.0 (4 C, C-2/6', C-2"/6"), 126.1 (C-4™),
63.2 (C-3), 61.8 (C-1-CHy), 55.4 (C-6), 46.1 (C-4-CH,), 38.1 (C-6-CHy), 31.6 (C-1"-CHy),
21.0 (C-4'-CH3).

CHNS: ber. C 70.32, H 5.55, N 4.82, S 5.52; gem. C 70.44, H 5.68, N 4.93, S 5.52.

4-(4-Methoxybenzyl)-6-(2-oxo-2-phenylethyl)-3-phenyl-1-(tosylmethyl)piperazin-2,5-
dion (35h)

Zu einer Loésung von Benzaldehyd (200 pL, 2.0 mmol) in abs. MeOH (5 mL) wurde unter
Argon-Atmosphdre 4-Methoxybenzylamin (260 pL, 2.0 mmol) zugegeben und bei RT
40 min gerdhrt. Anschliefend wurde Tosylmethylisocyanid (390 mg, 2.0 mmol) und
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3-Benzoylacrylséure (350 mg, 2.0 mmol) zugegeben und die Reaktionsldsung bei RT gertihrt.
Der ausgefallene Feststoff wurde nach 20 h abfiltriert und mehrmals mit kaltem MeOH

gewaschen.

Farbloser Feststoff

CaHN,06S  596.7 g/mol 5

Ausbeute: 460 mg (0.77 mmol, 39%). 6"

Schmp: 241-243 °C.

NOESY: 2"/6"-H < 6-H, 3 5

3-H > C-6-C*H (— trans).

4"

(%) trans-35h

IR (ATM, ¥ [em™]): 2930, 1659, 1611, 1598, 1611, 1598, 1510, 1432, 1318, 1247, 1178,
1144, 1088, 824, 754, 690.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 8.00 (dd, 7.6 Hz, 1.2 Hz, 2 H, 2"/6""-H), 7.69 (tt,
7.6 Hz, 1.2 Hz, 1 H, 4™"-H), 7.60 (d, 8.1 Hz, 2 H, 2/6'-H), 7.58 (t, 7.6 Hz, 2 H, 3""/5""-H),
7.42-7.33 (m, 3 H, 3"/5"-H, 4"-H), 7.24 (d, 8.1 Hz, 2 H, 3/5-H), 7.05 (dd, 7.7 Hz, 1.6 Hz,
2 H, 2"/6"-H), 6.92 (d, 8.7 Hz, 2 H, 2"/6"-H), 6.80 (d, 8.7 Hz, 2 H, 3"/5"-H), 5.47 (d,
14.9 Hz, 1 H, C-1-C°H), 5.04 (d, 14.9 Hz, 1 H, C-4-C*H), 4.98 (s, 1 H, 3-H), 4.90 (dd,
4.5 Hz, 3.7 Hz, 1 H, 6-H), 4.86 (d, 14.9 Hz, 1 H, C-1-C°H), 4.18 (dd, 18.7 Hz, 4.5 Hz, 1 H,
C-6-C*H), 3.88 (dd, 18.7 Hz, 3.7 Hz, 1 H, C-6-C°H), 3.72 (s, 3 H, C-4"-OCHjs), 3.44 (d,
14.9 Hz, 1 H, C-4-C"H), 2.33 (s, 3 H, C-4'-CHa).

13C NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 197.1 (C-1""-CO), 165.6 (C-2 oder C-5), 165.3 (C-2
oder C-5), 158.5 (C-4™), 144.6 (C-4"), 136.0 (C-1"), 135.6 (C-1"), 134.5 (C-1'), 1335
(C-4™), 129.7 (2C, C-3/5), 129.3 (2C, C-2"/6"), 128.6 (2C, C-3"/5"), 128.5 (2C,
C-3"/5"), 128.2 (C-4"), 128.02 (2 C, C-2""/6"™), 127.96 (2 C, C-2/6"), 127.7 (2 C, C-2"/6"),
127.1 (C-1"), 113.6 (2C, C-3"/5"), 62.6 (C-3), 61.5 (C-1-CH,), 55.4 (C-6), 54.9
(C-4"-OCHy), 46.2 (C-4-CHy,), 37.6 (C-6-CH,), 21.0 (C-4'-CHs).

CHNS: ber. C 68.44, H 5.41, N 4.69, S 5.37; gem. C 68.47, H 5.43, N 4.86, S 5.40.

MS (ESI*): m/z = 596 [M]".
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6-[2-(4-Chlorphenyl)-2-oxoethyl]-3-phenyl-4-(pyridin-3-ylmethyl)-1-(tosylmethyl)piperazin-
2,5-dion (35i)

Zu einer Losung von Benzaldehyd (200 pL, 2.0 mmol) in abs. MeOH (5 mL) wurde unter
Argon-Atmosphare 3-(Aminomethyl)pyridin (200 pL, 2.0 mmol) zugegeben und bei RT
20 min gerdhrt. AnschlieBend wurde Tosylmethylisocyanid (390 mg, 2.0 mmol) und
3-(4-Chlorbenzoyl)acrylsaure (420 mg, 2.0 mmol) zugegeben und die Reaktionslosung bei
RT gerthrt. Der ausgefallene Feststoff wurde nach 3 Tagen abfiltriert, in EtOAc

aufgenommen und durch Zugabe von n-Hexan zur Kristallisation gebracht.

Farbloser Feststoff
C32H23C|N3058 602.1 g/mol

Ausbeute: 449 mg (0.75 mmol, 37%).
Schmp: 233-234 °C.

-
NOESY: 2"/6"-H <> 6-H (— trans).

(%) trans-35i

IR (ATM, ¥ [cm™]): 2940, 1686, 1651, 1591, 1576, 1435, 1325, 1142, 815, 754, 699.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 8.46 (dd, 4.7 Hz, 1.8 Hz, 1 H, 4"-H), 8.17 (d, 1.8 Hz,
1H, 2"-H), 7.99 (ddd, 8.6 Hz, 2.4 Hz, 1.8 Hz, 2 H, 2"/6""-H), 7.64 (ddd, 8.8 Hz, 2.4 Hz,
1.8 Hz, 2 H, 3"/5""-H), 7.62 (d, 8.5 Hz, 2 H, 2/6'-H), 7.41 (dt, 7.9 Hz, 1.8 Hz, 1 H, 6"-H),
7.37-7.29 (m, 3 H, 3"/5"-H, 4"-H), 7.26 (d, 8.5 Hz, 2 H, 3/5-H), 7.26-7.23 (m, 1 H, 5"-H),
7.07 (dd, 7.8 Hz, 1.1 Hz, 2 H, 2"/6"-H), 5.46 (d, 14.9 Hz, 1 H, C-1-C?H), 5.18 (s, 1 H, 3-H),
4.93 (dd, 4.4 Hz, 3.6 Hz, 1 H, 6-H), 4.88 (d , 14.9 Hz, 1 H, C-1-C°H), 4.86 (d, 15.3 Hz, 1 H,
C-4-C*H), 4.21 (dd, 18.9 Hz, 4.4 Hz, 1H, C-6-C°H), 3.88 (dd, 18.9 Hz, 3.6 Hz, 1H,
C-6-C°H), 3.79 (d, 15.3 Hz, 1 H, C-4-C"H), 2.34 (s, 3 H, C-4'-CHs).

3C NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 196.4 (C-1""-CO), 165.6 (C-2 oder C-5), 165.4 (C-2
oder C-5), 149.0 (C-2"), 148.3 (C-4"), 144.7 (C-4"), 128.7 (2 C, C-3"/5""), 138.5 (C-4"),
135.6 (C-1"), 135.4 (C-6"), 134.6 (C-1""), 134.5 (C-1'), 131.4 (C-1"), 129.9 (2 C, C-2""/6""),
129.7 (2 C, C-3/5), 128.5 (2 C, C-3"/5"), 128.3 (C-4"), 127.98 (2 C, C-2'/6' oder C-2"/6"),
127.92 (2 C, C-2'/6' oder C-2"/6"), 123.2 (C-5"), 63.4 (C-3), 61.7 (C-1-CHy), 55.4 (C-6), 45.3
(C-4-CH,), 38.0 (C-6-CHy), 21.0 (C-4'-CHj).

MS (ESI*): m/z = 602 [M+H]".
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HRMS (ESI*-TOF): ber. fiir C;HaeCIN3OsS [M+H]" 602.1511; gem. 602.1515.

6-[2-(4-Methoxyphenyl)-2-oxoethyl]-3-phenyl-4-(pyridin-3-ylmethyl)- 1-(tosylmethyl)-
piperazin-2,5-dion (35j)

Zu einer Losung von Benzaldehyd (200 pL, 2.0 mmol) in abs. MeOH (5 mL) wurde unter
Argon-Atmosphare 3-(Aminomethyl)pyridin (200 pL, 2.0 mmol) zugegeben und bei RT
40 min gerdhrt. AnschlieBend wurde Tosylmethylisocyanid (390 mg, 2.0 mmol) und
3-(4-Methoxybenzoyl)acrylsédure (410 mg, 2.0 mmol) zugegeben und die Reaktionsldsung
bei RT geruhrt. Der ausgefallene Feststoff wurde nach 3 Tagen abfiltriert und durch

Suspendieren in frischem MeOH gereinigt.

Farbloser Feststoff
Cs3H31N306S 597.7 g/mol

Ausbeute: 434 mg (0.73 mmol, 36%).
Schmp: 250-252 °C.

-
NOESY: 2"/6"-H <> 6-H (— trans).

(%) trans-35j

IR (ATM, ¥ [cm™]): 2938, 1650, 1601, 1576, 1510, 1437, 1327, 1261, 1171, 1142, 1089,
825, 754, 699.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 8.41 (dd, 4.8 Hz, 1.8 Hz, 1 H, 4"-H), 8.15 (d, 1.8 Hz,
1H, 2"-H), 7.97 (d, 9.0 Hz, 2 H, 2"/6""-H), 7.64 (d, 8.2 Hz, 2 H, 2'/6'-H), 7.39 (dt, 7.9 Hz,
1.8 Hz, 1 H, 6"-H), 7.36-7.30 (m, 3 H, 3"/5"-H, 4"-H), 7.24 (dd, 7.9 Hz, 4.8 Hz, 1 H, 5"-H),
7.28 (d, 8.2 Hz, 2 H, 3/5-H), 7.08 (d, 9.0 Hz, 2 H, 3""/5""-H), 7.06 (dd, 8.3 Hz, 1.4 Hz, 2 H,
2"/6"-H), 5.48 (d, 14.8 Hz, 1 H, C-1-C*H), 5.17 (s, 1 H, 3-H), 4.89 (dd, 4.3 Hz, 3.2 Hz, 1 H,
6-H), 4.85 (d, 15.4 Hz, 1 H, C-4-C*H), 4.84 (d, 14.8 Hz, 1 H, C-1-C°H), 4.18 (18.7 Hz,
4.3 Hz, 1H, C-6-C°H), 3.87 (s, 3 H, C-4"-OCHs), 3.81 (18.7 Hz, 3.2 Hz, 1 H, C-6-C°H),
3.78 (d, 15.4 Hz, 1 H, C-4-C"H), 2.34 (s, 3 H, C-4'-CHs).

3¢ NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 195.6 (C-1""-CO), 165.8 (C-2 oder C-5), 165.6 (C-2
oder C-5), 163.5 (C-4"), 149.0 (C-2"), 148.3 (C-4"), 144.7 (C-4), 136.0 (C-1"), 135.4

128.4 (2 C, C-3"/5"), 128.3 (C-4"), 128.04 (2 C, C-2'/6' oder C-2"/6"), 128.00 (2 C, C-2/6'
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oder C-2"/6"), 123.1 (C-5"), 113.8 (2 C, C-3"/5"), 63.4 (C-3), 61.6 (C-1-CH,), 55.52 (C-6
oder C-4""-OCHg), 55.50 (C-6 oder C-4""-OCHs), 45.2 (C-4-CH,), 37.5 (C-6-CHy), 21.0
(C-4'-CHa).

MS (ESI"): m/z = 598 [M+H]".

HRMS (ESI*-TOF): ber. fiir Cs3H3N306S [M+H]" 598.2006; gem. 598.2006.
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9.3 Synthese der HSP70-Inhibitoren

9.3.1 Synthese von Arylaldimin-Derivaten

Allgemeine Synthesevorschrift fir die Herstellung von Arylaldiminen

Methode A: Zu einer Losung eines Anilin-Derivats (1 Ag.) in abs. EtOH wurde bei RT der
entsprechende Benzaldehyd (1 Aqg.) zugegeben und die Losung anschlieBend 3 h geriihrt. Das
Losungsmittel wurde entfernt und das Rohprodukt gegebenenfalls durch Umkristallisation

gereinigt.

Methode BM?" **Y: Das Anilin-Derivat (1 Ag.) wurde in einem Losungsmittelgemisch aus
L-Ethyllactat und Wasser (Mischungsverhaltnis ist beim jeweiligen Imin angegeben) geldst
und anschlieBend der entsprechende Benzaldehyd (1 Ag.) unter Riihren zugegeben. Nachdem
sich eine homogene Losung gebildet hatte, wurde das Ruhren nach 3-5 min beendet. Das
kristallisierende Produkt wurde nach 3 h abfiltriert, mit kaltem Wasser gewaschen und im

Vakuum getrocknet.

4-Methoxy-N-(4-methoxybenzyliden)anilin (38a)

Methode B: p-Anisaldehyd (9.1 mL, 75.0 mmol) wurde mit p-Anisidin (9.2 g, 75.0 mmol) in
L-Ethyllactat/H,O (100 mL, 9:1) umgesetzt.

Graue Kiristalle O
C15H15N02 241.3 g/mol N/©/
Ausbeute: 18.0 g (74.6 mmol, 99%); Lit.l*91 930, l

Schmp: 150-153 °C; Lit.1"1 144 °C. o 38a

Die gemessenen physikalischen und spektroskopischen Daten stimmen mit den Angaben in

der Literatur tiberein.[*”]
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N-Benzyliden-4-methoxyanilin (38b)

Methode A: Benzaldehyd (10.1 mL, 0.10 mmol) wurde mit p-Anisidin (12.3 g, 0.10 mmol) in
Ethanol (140 mL) umgesetzt. Nach Entfernen des Losungsmittels war keine weitere

Aufreinigung notwendig.

Graue Kristalle O
C14H13NO 211.3 g/mol NQ/

Ausbeute: 19.5 g (92.4 mmol, 92%); Lit.l*? 90%. |
Schmp: 72-73 °C; Lit."* 70-71 °C. 38b

Die gemessenen physikalischen und spektroskopischen Daten stimmen mit den Angaben in

der Literatur tiberein.[*>

N-(4-Methoxybenzyliden)anilin (38c)

Methode A: p-Anisaldehyd (12.2 mL, 0.10 mol) wurde mit Anilin (9.1 mL, 0.10 mmol) in
Ethanol (130 mL) umgesetzt. Nach Entfernen des Ldsungsmittels war keine weitere

Aufreinigung notwendig.

Hellgelbe Kristalle

C4H13NO 211.3 g/mol N@
Ausbeute: 20.5 g (97.2 mmol, 97%); Lit.1**% 799, Q}
Schmp: 62-64 °C (EtOH); Lit.!** 55-56 °C. ~o 38¢

Die gemessenen physikalischen und spektroskopischen Daten stimmen mit den Angaben in

der Literatur tiberein.[*>
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N-Benzylidenanilin (38d)

Methode A: Benzaldehyd (10.1 mL, 0.10 mol) wurde mit Anilin (9.1 mL, 0.10 mol) in
Ethanol (200 mL) umgesetzt. Das Rohprodukt wurde aus n-Hexan/EtOH umkristallisiert.

Hellgelbe Kristalle

CizHuN 181.2 g/mol N/©
Ausbeute: 15.0 g (82.9 mmol, 83%); Lit.[1%¢ 830, |
Schmp: 56-58 °C (n-Hexan/EtOH); Lit."* 5152 °C. ©) 38d

Die gemessenen physikalischen und spektroskopischen Daten stimmen mit den Angaben in

der Literatur tiberein.[*%!

4-Fluor-N-(4-fluorbenzyliden)anilin (38e)

Methode B: p-Fluoranilin (1.9 mL, 19.3 mmol) wurde mit p-Fluorbenzaldehyd (2.0 mL,
19.3 mmol) in L-Ethyllactat/H,O (10 mL, 8:2) umgesetzt.

Farblose Kristalle 5 4 F
6
C13H9F2N 217.2 g/mol 1
3
Ausbeute: 3.94 g (18.1 mmol, 94%); Lit.**" 950 s N2
4' 1
Schmp: 71-73 °C; Lit."* 6465 °C. j 386
F 5'

IR (ATM, ¥ [cm™]): 1626, 1602, 1508, 1240, 831.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 8.63 (br. s, 1 H, 1-H), 8.00 (dd, 8.5 Hz, I = 5.8 Hz,
2 H, 2/6-H), 7.40-7.30 (m, 4 H, 3/5-H, 3/7"-H), 7.29-7.20 (m, 2 H, 4/6'-H).

BCNMR (DMSO, &[ppm], J[Hz]): 163.9 (d, Jcr=249.5Hz, C-4), 160.4 (d,
Yer = 242.3 Hz, C-5), 159.3 (d, *Jce = 1.0 Hz, C-1'), 147.5 (d, “Jcr = 2.8 Hz, C-2"), 132.5 (d,
*Jcr = 2.9 Hz, C-1), 130.9 (d, *Jcr = 9.0 Hz, 2 C, C-3'7"), 122.7 (d, *Jcr = 8.4 Hz, 2 C, C-2/6),
115.9 (d, “er = 22.0 Hz, 2 C, C-3/5 oder C-4'6"), 115.7 (d, “Jcr = 22.4 Hz, 2 C, C-3/5 oder
C-4'6).
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4-Chlor-N-(4-chlorbenzyliden)anilin (38f)

Methode B: p-Chloranilin (2.0 g, 15.7 mmol) wurde mit p-Chlorbenzaldehyd (2.2 g,
15.7 mmol) in L-Ethyllactat/H,O (10 mL, 8:2) umgesetzt.

Farblose Kristalle Cl
C13H9C|2N 250.1 g/mol N/©/

Ausbeute: 3.32 g (13.3 mmol, 85%); Lit.[**1 97%. |
Schmp: 118-119 °C; Lit."*1110-111 °C. 38f

Cl

Die gemessenen physikalischen und spektroskopischen Daten stimmen mit den Angaben in

der Literatur iiberein.[t%"1

N-(3,5-Dimethylbenzyliden)-3,5-dimethylanilin (38g)

Methode B: 3,5-Dimethylanilin (1.9 mL, 15.0 mmol) wurde mit 3,5-Dimethylbenzaldehyd
(2.0 mL, 15.0 mmol) in L-Ethyllactat/H,O (10 mL, 8:2) umgesetzt.

Hellgelber Feststoff

Ci7H19N 237.3 g/mol 613 4
Ausbeute: 3.46 g (14.6 mmol, 97%). e
Schmp: 94-96 °C.

IR (ATM, ¥ [cm™]): 2914, 2867, 1627, 1600, 1579, 846, 694.

IH NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 8.49 (s, 1 H, 1-H), 7.52 (s, 2 H, 3/7-H), 7.16 (s, 1 H,
5-H), 6.87 (5, L H, 4-H), 6.84 (s, 2 H, 2/6-H), 2.34 (s, 6 H, C-4/6"-CHs), 2.29 (s, 6 H,
C-3/5-CHsy).

13C NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 160.1 (C-1'), 151.5 (C-1), 138.1 (2 C, C-3/5), 137.8
(2 C, C-4/6'), 136.0 (C-2'), 132.7 (C-5'), 127.2 (C-4), 126.2 (2 C, C-3/7"), 118.5 (2 C, C-2/6),
20.8 (2 C, C-3/5-CH3), 20.7 (2 C, C-4'/6'-CHs).
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N-(4-Methoxybenzyliden)-4-phenoxyanilin (38h)

Methode B: p-Phenoxyanilin (2.1 g, 11.6 mmol) wurde mit p-Anisaldehyd (1.4 mL,
11.6 mmol) in L-Ethyllactat/H,O (15 mL, 8:2) umgesetzt.

Graue Kristalle

5 12
6 N 11
CoHiNO,  303.4 g/mol @ \©
3 8 10
Ausbeute:  3.43 g (11.3 mmol, 98%); Lit.153 969, N 5
4 1
Schmp: 121-123 °C; Lit.**" 114-116 °C. /@2) 38h
~N 7'
O’ 5
6|
IR (ATM, ¥ [cm™]): 2839, 1621, 1604, 1586, 1488, 1457, 1249, 1159, 1029, 850, 764, 692.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 8.46 (s, 1 H, 1'-H), 7.88 (d, 8.8 Hz, 2 H, 3/7"-H), 7.43—
7.37 (M, 2 H, 9/11-H), 7.29 (d, 8.7 Hz, 2 H, 2/6-H), 7.14 (t, 7.4 Hz, 1 H, 10-H), 7.09-7.00
(m, 6 H, 3/5-H, 8/12-H, 4'/6'-H), 3.84 (s, 3 H, C-5'-OCHb).

13C NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 161.7 (C-5), 159.1 (C-1)), 156.9 (C-7), 154.4 (C-4),
147.1 (C-1), 130.2 (2 C, C-3/7"), 129.9 (2 C, C-9/11), 128.9 (C-2'), 123.2 (C-10), 122.4 (2 C,
C-2/6), 119.3 (2 C, C-3/5), 118.2 (2 C, C-8/12), 114.1 (2 C, C-4'/6'), 55.3 (C-5'-OCHy).

9.3.2 Synthese von Tetrahydroisochinolin-4-carbonsdure-Derivaten

Allgemeine Synthesevorschrift fiir die Herstellung von cis-lsochinolincarbonsauren

Das entsprechende Imin-Derivat (1 Ag) wurde in abs. CHCIl; unter Argon-Atmosphéare
vorgelegt, Homophthalsaureanhydrid (1 Aq) zugegeben und die Lésung anschlieRend bei
Raumtemperatur 2 h geriihrt. Der ausgefallene Feststoff wurde abfiltriert und das Rohprodukt

durch Umkristallisation gereinigt.

Allgemeine Synthesevorschrift fiir die Herstellung von trans-Isochinolincarbonséuren

Homophthalsaureanhydrid (1 Aq) wurde unter Argon-Atmosphére in abs. CH,Cl, vorgelegt,
auf 0 °C gekiihlt und TiCls (1 Ag) unter Riihren zugegeben. Nach 5 min wurde N,N-Diiso-
propylethylamin (1 Aq) zugegeben und weitere 30 min geriihrt. AnschlieRend wurde das in
CH,CIl, geloste entsprechende Imin (1.5 Aq) bei 0°C langsam zugetropft. Wahrend des
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Rihrens (3 h) konnte sich die Reaktionslosung auf Raumtemperatur erwérmen. Das

Losungsmittel wurde entfernt und das Produkt saulenchromatographisch isoliert.

Der angegeben Diastereomereniiberschuss (engl. diastereomeric excess; d.e.) wurde aus ‘H-
NMR Spektren der jeweiligen Rohprodukte ermittelt. Dazu wurden die Protonen in 3- und 4-
Position des Tetrahydroisochinolingeriists von cis-Produkt (3J = 5-6 Hz) und trans-Produkt

(%3 = 0-2 Hz) integriert und der d.e.-Wert wie folgt berechnet:

_ |(f 3'Hcis + f 4"Hcis) - (f 3'Htrans + f 4'Htrans)|

d.e..=
s (f 3'Hcis + f 4"Hcis) + (f 3'Htrans + f 4'Htrans)

-100%

d.e _ |(f 3'Htrans +f4"Htrans) - (f 3'Hcis +f4‘Hcis)|
frans (f 3'Htrans + f 4'Htrans) + (f 3'Hcis + f 4'Hcis)

-100%

(cis)-2,3-Bis(4-methoxyphenyl)-1-oxo0-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-4-carbonsaure (cis-36a)

Homophthalséureanhydrid (4.9 g, 30.0 mmol) wurde mit 38a (7.2 g, 30.0 mmol) in CHClI3
(40 mL) umgesetzt. Das Rohprodukt wurde durch Umkristallisation aus EtOH gereinigt.

Farbloser Feststoff
C24H21NO5 403.4 g/mol

D.e. 87% (siehe oben).

Ausbeute: 5.30 g (13.1 mmol, 44%).

Schmp: 232-233 °C (EtOH).

Reinheit: 99% (HPLC-Methode I, & = 254 nm, (%) cis-36a
tr = 16.0 min).

IR (ATM, ¥ [cm™): 3015, 1726, 1630, 1610, 1588, 1578, 1508, 1227, 1172, 1028, 819, 722.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 12.94 (s, 1 H, COOH), 8.06 (dd, 7.6 Hz, 1.1 Hz, 1 H,
8-H), 7.62 (d, 7.6 Hz, 1 H, 5-H), 7.57 (dt, 7.6 Hz, 1.1 Hz, 1 H, 6-H), 7.48 (t, 7.6 Hz, 1 H,
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7-H), 7.08 (ddd, 8.9 Hz, 3.2 Hz, 1.9 Hz, 2 H, 2/6"-H), 6.91 (6.91, d, 8.7 Hz, 2 H, 2"/6"-H),
6.86 (ddd, 8.9 Hz, 3.2 Hz, 1.9 Hz, 2 H, 3/5-H), 6.72 (d, 8.7 Hz, 2 H, 3"/5"-H), 4.93 (d,
58Hz, 1H, 4-H), 534 (d, 58Hz, 1H, 3-H), 3.71 (s, 3H, C-4-CHs), 3.65 (s, 3 H,
C-4"-CHs).

13C NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 170.3 (COOH), 162.7 (C-1), 158.7 (C-4"), 157.5 (C-4"),
134.4 (C-1'), 134.1 (C-4a), 132.0 (C-6), 129.1 (C-8a), 129.0 (C-1"), 128.9 (2 C, C-2"/6"),
128.4 (2 C, C-2/6"), 127.7 (C-5), 127.6 (C-8), 127.4 (C-7), 113.7 (2 C, C-3/5), 113.4 (2 C,
C-3"/5"), 64.2 (C-3), 55.1 (C-4'-CH3), 54.8 (C-4"-CHs3), 48.8 (C-4).

(trans)-2,3-Bis(4-methoxyphenyl)-1-oxo-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-4-carbonsaure
(trans-36a)

Homophthalséureanhydrid (3.1 g, 18.8 mmol) wurde mit N,N-Diisopropylethylamin (3.2 mL,
18.8 mmol,), TiCl; (2.1 mL, 18.8 mmol) und 38a (6.8 g, 28.2 mmol) in CH,CI, (40 mL)
umgesetzt. Die Reaktionslosung wurde 15h bei RT gerthrt und anschlielend das
Losungsmittel entfernt. Der Ruckstand wurde sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel,
CHCI3/EtOH/HCO,H 10:0.3:0.1, Rf = 0.32).

Farbloser Feststoff HO._O, S a0
C24H21NOs 403.4 g/mol o Sea ) 3\\\.1©;
D.e.: 87% (siehe S. 166). Ly 6
Ausbeute: 3.53 g (8.8 mmol, 47%). &5 D%/
Schmp: 201-203 °C. 3
Reinheit: > 99% (HPLC-Methode I, & = 254 nm, (£) trans-36a

tr = 17.6 min).
IR (ATM, ¥ [cm™]): 2938, 2844, 1720, 1622, 1599, 1569, 1509, 1248, 1171, 1026, 824, 721.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 13.11 (br. s, 1 H, COOH), 7.99 (dd, 7.5 Hz, 1.5 Hz, 1 H,
8-H), 7.48 (dt, 7.5 Hz, 1.5 Hz, 1 H, 6-H), 7.43 (dt, 7.5 Hz, 1.1 Hz, 1 H, 7-H), 7.29 (dd,
7.5 Hz, 1.1 Hz, 1 H, 5-H), 7.23 (ddd, 8.9 Hz, 3.3 Hz, 2.1 Hz, 2 H, 2/6'-H), 7.08 (ddd, 8.7 Hz,
3.0 Hz, 1.8 Hz, 2 H, 2"/6"-H), 6.93 (ddd, 8.9 Hz, 3.3 Hz, 2.1 Hz, 2 H, 3/5'-H), 6.79 (ddd,
8.7 Hz, 3.0 Hz, 1.8 Hz, 2 H, 3"/5"-H), 5.56 (br. s, 1 H, 3-H), 4.16 (d, 1.4 Hz, 1 H, 4-H), 3.73
(s, 3 H, C-4'-CHs), 3.65 (s, 3 H, C-4"-CHs).



168 SYNTHESEN

3¢ NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 172.0 (COOH), 162.5 (C-1), 157.5 (C-4'), 158.4 (C-4"),
135.0 (C-1'), 133.8 (C-4a), 132.1 (C-6), 130.9 (C-1"), 129.6 (C-5), 129.1 (C-8a), 127.9 (C-7),
127.5 (2 C, C-2'/6"), 127.3 (2 C, C-2"/6"), 127.2 (C-8), 113.9 (2 C, C-3/5'), 113.8 (2C,
C-3"/5"), 64.0 (C-3), 55.2 (C-4'-CHs), 54.9 (C-4"-CH3), 51.1 (C-4).

cis-2-(4-Methoxyphenyl)-1-oxo-3-phenyl-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-4-carbonsaure
(cis-36b)

Homophthalséureanhydrid (6.5 g, 40.0 mmol) wurde mit 38b (12.7 g, 60.0 mmol) in CHCI3
(40 mL) umgesetzt. Das Rohprodukt wurde durch Umkristallisation aus EtOAc gereinigt.

Farbloser Feststoff
C23H19N04 373.4 g/mol

D.e. 85% (siehe S. 166).

Ausbeute: 7.11 g (19.0 mmol, 48%); Lit.*** 919,

Schmp: 208-209 °C (EtOAc); Lit.l**¥ 180-181 °C.

Reinheit: 96% (HPLC-Methode I, & = 254 nm, () cis-36b
tr = 15.8 min).

Die gemessenen physikalischen und spektroskopischen Daten stimmen mit den Angaben in

der Literatur uberein.[**!

trans-2-(4-Methoxyphenyl)-1-oxo-3-phenyl-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-4-carbonsaure
(trans-36b)

Homophthalséureanhydrid (5.0 g, 30.8 mmol) wurde mit N,N-Diisopropylethylamin (5.3 mL,
30.8 mmol,), TiCl; (3.4 mL, 30.8 mmol) und 38b (9.8 g, 46.3 mmol) in CH,CI, (60 mL)
umgesetzt (d.e. 71%:;). Die Reaktionslésung wurde 16 h bei RT gerlhrt und anschliel3end das
Losungsmittel  entfernt. Der Ruckstand wurde s&ulenchromatographisch —gereinigt
(1. Kieselgel, CHCI3/EtOH/HCO,H 10:0.3:0.1, Rf=0.29; 2. Kieselgel, CHCIs/EtOAc/n-
Hexan/HCO,H 7:5:0.25:0.05, R¢ = 0.26) danach in CH3;CN aufgenommen und durch Zugabe
von Et,0 ausgefallt.
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Farbloser amorpher Feststoff

HO Ogn 4"

Cy3H19NO4 373.4 g/mol 5 . 5 @3"

6 a PP
D.e.: 71% (siehe S. 166); Lit.l*! 949, ¢ ) "z

7 1 1 5'
Ausbeute: 5.04 g (13.5 mmol, 44%); Lit.[**Y 63%. g 02 I 2@

' -
Schmp: 106-118 °C (CH3;CN/Et,0); Lit!*! 236 °C. “Y o
Reinheit; 99% (HPLC-Methode I, A = 254 nm, (£) trans-36b
tr = 18.0 min).

Die gemessenen physikalischen und spektroskopischen Daten stimmen mit den Angaben in

der Literatur iiberein.t4

trans-3-(4-Methoxyphenyl)-1-oxo-2-phenyl-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-4-carbonsaure
(trans-36¢)

Homophthalséureanhydrid (2.4 g, 15.0 mmol) wurde mit N,N-Diisopropylethylamin (2.6 mL,
15.0 mmol), TiCls (1.7 mL, 15.0 mmol) und 38c (4.8 g, 22.5 mmol) in CH,CIl, (30 mL)
umgesetzt. Die Reaktionslosung wurde 3 h bei RT gertihrt und anschlieBend das
Losungsmittel entfernt. Der Ruckstand wurde sdulenchromatographisch —gereinigt
(1. Kieselgel, CHCI3/EtOH/HCO,H 10:0.3:0.1, Rf=0.19; 2. Kieselgel, CHCI3/EtOAc/n-
Hexan/HCO,H 7:5:0.25:0.05, R = 0.33), danach in CH3;CN aufgenommen und das Produkt
durch Zugabe von Et,O zur Kristallisation gebracht. Um im Kristall eingeschlossenes
Losungsmittel zu entfernen, wurde der farblose kristalline Feststoff in CHCI3; aufgenommen

und das Losungsmittel anschlieRend wieder entfernt.

Farbloser Feststoff OO S a0
C23H19NOy 373.4 g/mol - ! 3\@;
D.e.: 74% (siehe S. 166). o 11 o2

7 ; 5'
Ausbeute: 2.44 g (6.5 mmol, 44%). g o I 2\©

2' 4'
Schmp: 171-173 °C. 3
Reinheit: 98% (HPLC-Methode I, & = 254 nm, (&) trans-36c
tr = 16.4 min).

IR (ATM, ¥ [cm™Y]): 1658, 1622, 1603, 1575, 1499, 1246, 1172, 1029, 832, 752, 719, 693.
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'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 13.13 (br. s, 1 H, COOH), 8.00 (dd, 7.5 Hz, 1.5 Hz, 1 H,
8-H), 7.49 (dt, 7.5 Hz, 1.5 Hz, 1 H, 6-H), 7.44 (dt, 7.5 Hz, 1.4 Hz, 1 H, 7-H), 7.41-7.35 (m,
2 H, 3/5-H), 7.35-7.28 (m, 3 H, 5-H, 2/6'-H), 7.25 (tt, 7.2 Hz, 1.4 Hz, 1 H, 4"-H), 7.11 (ddd,
8.7 Hz, 3.0 Hz, 1.9 Hz, 2 H, 2"/6"-H), 6.80 (ddd, 8.7 Hz, 3.0 Hz, 1.9 Hz, 2 H, 3"/5"-H), 5.63
(br. s, 1 H, 3-H), 4.20 (d, 1.6 Hz, 1 H, 4-H), 3.65 (s, 3 H, C-4"-OCHb).

13C NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 172.0 (COOH), 162.4 (C-1), 158.4 (C-4"), 142.3 (C-1),
133.8 (C-4a), 132.2 (C-6), 130.9 (C-1"), 129.6 (C-5), 129.1 (C-8a), 128.6 (2 C, C-3'/5'), 127.9
(C-7), 127.2 (C-8), 127.3 (2C, C-2/6"), 126.4 (C-4), 126.2 (2C, C-2'/6'), 113.9 (2C,
C-3"/5"), 63.7 (C-3), 54.9 (C-4"-OCHs), 51.1 (C-4).

trans-2,3-Diphenyl-1-o0x0-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-4-carbonséaure (trans-36d)

Homophthalséureanhydrid (2.4 g, 15.0 mmol) wurde mit N,N-Diisopropylethylamin (2.6 mL,
15.0 mmol), TiCls (1.7 mL, 15.0 mmol) und 38d (4.1g, 22.5mmol), CH,Cl, (30 mL)
umgesetzt. Die Reaktionslosung wurde 24 h bei RT gerihrt und das Ld&sungsmittel
anschlieBend entfernt. Der Rickstand wurde sdulenchromatographisch aufgereinigt
(Kieselgel, CHCI3/EtOAc/n-Hexan/HCO,H 7:5:0.25:0.05, R¢ = 0.34) und danach aus CHCl3

umkristallisiert.

Farbloser Feststoff

HO._O g s
C22H17NO3 343.4 g/mol s ] @3
6 4a EH "

D.e. nicht bestimmbar (cis-Produkt nicht identifizierbar) 4 ) ™ o
1 1 |
Ausbeute: 2.13 g (6.2 mmol, 41%); Lit. 479%. g I 2\©5
Schmp: 226-229 °C (CHCI,). 2

Reinheit; > 99% (HPLC-Methode I, A = 254 nm, () trans-36d
tr = 18.6 min).

IR (ATM, ¥ [cm™]): 1717, 1625, 1603, 1571, 1489, 738, 709, 691.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 13.18 (s, 1 H, COOH), 8.01 (dd, 7.4 Hz, 1.6 Hz, 1 H,
8-H), 7.48 (dt, 7.4 Hz, 1.6 Hz, 1 H, 6-H), 7.44 (dt, 7.4 Hz, 1.4 Hz, 1 H, 7-H), 7.41-7.32 (m,
4 H, 2/6'-H oder 3'/5-H, 3"/5"-H), 7.29 (dd, 7.4 Hz, 1.4 Hz, 1 H, 5-H), 7.28-7.15 (m, 6 H,
2'/6'-H oder 3'/5'-H, 4'-H, 2"/6"-H, 4"-H), 5.71 (br. s, 1 H), 4.26 (d, 1.5Hz, 1 H).
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3¢ NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 171.9 (COOH), 162.5 (C-1), 142.2 (C-1'), 139.1 (C-1"),
133.7 (C-4a), 132.2 (C-6), 129.6 (C-5), 129.0 (C-8a), 128.7 (2 C, C-2'/6' oder C-3/5' oder
C-3"/5"), 128.5 (2 C, C-2"/6"), 127.9 (C-7), 127.4 (C-4' oder C-4"), 127.3 (C-8), 126.4 (C-4'
oder C-4"), 126.2 (2 C, C-2'/6' oder C-3'/5' oder C-3"/5"), 126.1 (2 C, C-2'/6' oder C-3'/5' oder
C-3"/5"), 64.2 (C-3), 51.0 (C-4).

trans-2,3-Bis(4-fluorphenyl)-1-oxo-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-4-carbonsaure (trans-36e)

Homophthalséureanhydrid (2.2 g, 13.4 mmol) wurde mit N,N-Diisopropylethylamin (2.3 mL,
13.4 mmol), TiCly (1.5 mL, 13.4 mmol) und 38e (3.59, 16.1 mmol) in CH.Cl, (25 mL)
umgesetzt. Die Reaktionslosung wurde 3 h bei RT gerihrt und anschlieRend das
Losungsmittel entfernt. Der Rickstand wurde saulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel,
CHCI3/EtOH/HCO,H 10:0.3:0.1, Rf=0.29) und das Produkt im Anschluss aus dem
Losungsmittelgemisch Toluol/Benzol/Et,0 9:3:0.5 kristallisiert.

Farbloser Feststoff HO._O4 24 F
Cx»HisFoNO3;  379.4 g/mol 5 ©/
6 48, 3\\\%" . 3
De.: 85% (siehe S. 166). N 8
7 a 5'
Ausbeute: 2.49 g (6.6 mmol, 49%). 5’ o 2\@
>
Schmp: 116-118 °C (Toluol/Benzol/Et,0O 9:3:0.5). 5 F

(%) trans-36e
IR (ATM, ¥ [cm™]): 1721, 1624, 1603, 1574, 1506, 1217, 1155, 833, 717.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 13.18 (br. s, 1 H, COOH), 8.00 (dd, 7.5 Hz, 1.5 Hz, 1 H,
8-H), 7.51 (dt, 7.5 Hz, 1.5Hz, 1 H, 6-H), 7.45 (dt, 7.5 Hz, 1.3 Hz, 1 H, 7-H), 7.37 (dd,
9.0 Hz, “Jur = 5.1 Hz, 2 H, 2/6'-H), 7.32 (dd, 7.5 Hz, 1.3 Hz, 1 H, 5-H), 7.29-7.19 (m, 4 H,
3/5-H, 2"/6"-H), 7.08 (t, 8.8 Hz, 2 H, 3"/5"-H), 5.68 (br. s, 1 H, 3-H), 4.23 (d, 1.6 Hz, 1 H,
4-H).

3¢ NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 171.8 (COOH), 162.5 (C-1), 161.3 (d, “Jcr = 244.0 Hz,
C-4"), 160.2 (d, YJcr = 243.7 Hz, C-4'), 138.3 (d, *Jcr = 2.9 Hz, C-1'), 135.1 (d, *Jcr = 3.0 Hz,
C-1"), 133.4 (C-4a), 132.4 (C-6), 129.6 (C-5), 128.7 (C-8a), 128.5 (d, *Jcr = 8.7 Hz, 2 C,
C-21/6), 128.3 (d, *Jcr=8.3Hz, 2C, C-2"/6"), 128.1 (C-7), 127.3 (C-8), 1155 (d,
2Jce = 22.5Hz, 2 C, C-3/5'), 115.3 (d, Jcr = 21.3 Hz, 2 C, C-3"/5"), 63.5 (C-3), 50.8 (C-4).
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trans-2,3-Bis(4-chlorphenyl)-1-o0xo-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-4-carbonséure (trans-36f)

Homophthalséureanhydrid (1.5 g, 9.3 mmol) wurde mit N,N-Diisopropylethylamin (1.6 mL,
9.3 mmol), TiCly; (2.0 mL, 9.3 mmol) und 38f (2.8 g, 11.2 mmol) in CH,CIl, (25 mL)
umgesetzt. Die Reaktionslosung wurde 3 h bei RT gerihrt und anschlieBend das
Losungsmittel entfernt. Der Ruckstand wurde sdulenchromatographisch —gereinigt
(1. Kieselgel, CHCI3/EtOH/HCO,H 10:0.3:0.1, Rf=0.31; 2. Kieselgel, CHCI3/EtOAc/n-
Hexan/HCO,H 7:5:0.25:0.05, R;=0.35, 3. Kieselgel, Petrolether/EtOAc/HCO,H 3:2:0.1,
R¢ = 0.30).

Farbloser amorpher Feststoff HO__O,, 5 4
C2H1sCI;NO3  412.3 g/mol - 3@:
De. 74% (siehe S. 166). 7 ‘1‘ N\:': ot
Ausbeute: 1.51 g (3.7 mmol, 39%). g 2 I 2@
Schmp: 116-127 °C. Y o

3
(%) trans-36f

IR (ATM, ¥ [em™Y]): 1727, 1627, 1602, 1575, 1491, 1092, 826, 721.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 13.22 (br. s, 1 H, COOH), 7.99 (dd, 7.5 Hz, 1.5 Hz, 1 H,
8-H), 7.51 (dt, 7.5 Hz, 1.5 Hz, 1 H, 6-H), 7.48-7.42 (m, 3 H, 7-H, 3/5'-H), 7.37 (ddd, 8.9 Hz,
3.0 Hz, 2.2 Hz, 2 H, 2'/6'-H), 7.33-7.29 (m, 3 H, 5-H, 3"/5"-H), 7.23 (ddd, 8.6 Hz, 2.4 Hz,
1.7 Hz, 2 H, 2"/6"-H), 5.71 (d, 1.3 Hz, 1 H, 3-H), 4.25 (d, 1.3 Hz, 1 H, 4-H).

13C NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 171.7 (COOH), 162.4 (C-1), 140.8 (C-1), 137.9 (C-1"),
133.6 (C-4a), 132.5 (C-6), 132.2 (C-4"), 130.8 (C-4"), 129.6 (C-5 oder C-7), 128.8 (2 C,
C-3/5"), 128.54 (C-8a), 128.53 (2 C, C-3"/5"), 128.10 (2 C, C-2"/6"), 128.07 (C-5 oder C-7),
128.0 (2 C, C-2'/6"), 127.4 (C-8), 63.3 (C-3), 50.6 (C-4).

trans-2,3-Bis(3,5-dimethylphenyl)-1-o0x0-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-4-carbonsaure
(trans-36Q)

Homophthalsédureanhydrid (1.8 g, 11.2 mmol) wurde mit N,N-Diisopropylethylamin (1.9 mL,
11.2 mmol), TiCls (1.2 mL, 11.2 mmol) und 38g (3.2 g, 13.5mmol) in CH,Cl, (25 mL)
umgesetzt. Die Reaktionslosung wurde 3 h bei RT gerihrt, das Lésungsmittel anschlieRend

entfernt  und der Ruckstand  sdulenchromatographisch  gereinigt  (Kieselgel,
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CHCI3/EtOH/HCO,H 10:0.3:0.1, Rf=0.30). Das Rohprodukt wurde danach in CH3;CN

aufgenommen und die Kristallisation des Produkts durch Zugabe von Petrolether ausgelost.

Farbloser Feststoff
C26H2sNO3 399.5 g/mol

5 3
D.e.: 60% (siehe S. 166). 6 AN NI
.
Ausbeute: 2.59 g (6.5 mmol, 58%). INFea NN
8
Schmp: 269-271 °C (CH3CN/Petrolether). © 2 N

(%) trans-36g
IR (ATM, ¥ [cm™]): 2912, 1734, 1621, 1599, 1570, 1469, 1154, 849, 718, 695.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 13.13 (br. s, 1 H, COOH), 7.98 (dd, 7.3 Hz, 1.7 Hz, 1 H,
8-H), 7.47 (dt, 7.3 Hz, 1.7 Hz, 1 H, 6-H), 7.43 (dt, 7.3 Hz, 1.5Hz, 1 H, 7-H), 7.27 (dd,
7.3 Hz, 1.5Hz, 1 H, 5-H), 6.94 (s, 2 H, 2/6'-H), 6.89 (s, 1 H, 4-H), 6.79 (s, 1 H, 4"-H), 6.78
(s, 2 H, 2"/6"-H), 5.57 (br. s, 1 H, 3-H), 4.20 (d, 1.4 Hz, 1 H, 4-H), 2.23 (s, 6 H, C-3/5'-CHz),
2.13 (s, 6 H, C-3"/5"-CHs).

13C NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 172.0 (COOH), 162.5 (C-1), 142.2 (C-1), 139.2 (C-1"),
137.6 (2C, C-3/5), 133.7 (C-4a), 137.4 (2 C, C-3"/5"), 132.0 (C-6), 129.5 (C-5), 129.3
(C-8a), 128.8 (C-4"), 127.9 (2C, C-7, C-4), 127.1 (C-8), 123.9 (2 C, C-2/6"), 123.8 (2 C,
C-2"/6"), 64.3 (C-3), 51.1 (C-4), 20.8 (4C, C-3/5'-CHs, C-3"/5"-CHs).

trans-3-(4-Methoxyphenyl)-1-oxo-2-(4-phenoxyphenyl)-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-4-

carbonsaure (trans-36h)

Homophthalsédureanhydrid (1.3 g, 8.2 mmol) wurde mit N,N-Diisopropylethylamin (1.4 mL,
8.2 mmol), TiCl, (1.6 mL, 8.2mmol) und 38h (3.0g, 9.9 mmol) in CH.Cl, (20 mL)
umgesetzt. Die Reaktionslosung wurde 3 h bei RT geruhrt und das Ldsungsmittel
anschliefend entfernt. Der Rickstand wurde sdaulenchromatographisch —gereinigt
(1. Kieselgel, CHCI;/EtOH/HCO,H 10:0.3:0.1, Rf=0.28; 2. Kieselgel, CHCIs;/EtOAc/n-
Hexan/HCO,H 7:5:0.25:0.05, Ry=0.45, 3. Kieselgel, Petrolether/EtOAc/HCO,H 3:2:0.1,
R¢=0.20).
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Farbloser amorpher Feststoff

CooHNOs  465.5 g/mol ©/

D.e. 55% (siehe S. 166). 1

5
Ausbeute:  1.76 g (3.8 mmol, 46%). T O @
Schmp: 109-115 °C.

() trans-36h

IR (ATM, ¥ [em™]): 2927, 1726, 1625, 1603, 1575, 1504, 1463, 1224, 1164, 1015, 828, 744,
692.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 13.12 (br. s, 1 H, COOH), 7.99 (dd, 7.4 Hz, 1.6 Hz, 1 H,
8-H), 7.49 (dt, 7.4 Hz, 1.6 Hz, 1 H, 6-H), 7.44 (dt, 7.4 Hz, 1.3 Hz, 1 H, 7-H), 7.39 (dd,
8.6 Hz, 7.4 Hz, 2 H, 9/11-H), 7.33 (ddd, 9.0 Hz, 3.3 Hz, 2.2 Hz, 2 H, 26-H), 7.29 (dd,
7.4 Hz, 1.3 Hz, 1 H, 5-H), 7.15 (it, 7.4 Hz, 1.0 Hz, 1 H, 10'-H), 7.11 (ddd, 8.8 Hz, 3.0 Hz,
1.9 Hz, 2 H, 2"/6"-H), 7.05-6.98 (m, 4 H, 3'/5-H, 8/12"-H), 6.80 (ddd, 8.8 Hz, 3.0 Hz,
1.9 Hz, 2 H, 3"/5"-H), 5.62 (d, 1.2 Hz, 1 H, 3-H), 4.19 (d, 1.2 Hz, 1 H, 4-H), 3.65 (s, 3 H,
C-4"-OCHy).

3¢ NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 172.0 (COOH), 162.5 (C-1), 158.4 (C-4"), 156.3 (C-7"),
154.8 (C-4'), 137.5 (C-1'), 133.9 (C-4a), 132.2 (C-6), 130.8 (C-1"), 130.0 (2 C, C-9Y11",
129.6 (C-5), 129.0 (C-8a), 127.94 (2 C, C-2/6"), 127.88 (C-7), 127.3 (2 C, C-2"/6"), 127.2
(C-8), 123.5 (C-10"), 118.6 (2 C, C-3'/5' oder C-8/12"), 118.5 (2 C, C-3'/5' oder C-8/12'),
113.9 (2 C, C-3"/5"), 63.8 (C-3), 54.9 (C-4"-OCHj3), 51.1 (C-4).

9.3.3 Synthese von Natrium Tetrahydroisochinolin-4-carboxylaten

Natrium cis-2,3-Bis(4-methoxyphenyl)-1-oxo-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-4-carboxylat
(cis-39a)

Die freie Sdure cis-36a (200 mg, 0.50 mmol) wurde in EtOH (5 mL) suspendiert und eine
NaHCOgs-Lsg. (500 pL, 0.50 mmol, 1 M) bei RT unter Rihren zugetropft. Nach 30 min

wurde das Losungsmittel entfernt.
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Farbloser Feststoff
CoyHoNNaOs 425.4 g/mol

Ausbeute: 206 mg (0.48 mmol, 98%).

Schmp: 208-209 °C.

Reinheit: 99% (HPLC-Methode I, A = 254 nm, ) 3
tg = 14.9 min), (2) cis-39%

IR (ATM, ¥ [cm™]): 1598, 1509, 1386, 1247, 1178, 1031, 829, 701.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 8.29 (d, 7.6 Hz, 1 H, 5-H), 7.93 (dd, 7.6 Hz, 1.4 Hz, 1 H,
8-H), 7.41 (dt, 7.6 Hz, 1.4 Hz, 1 H, 6-H), 7.29 (t, 7.6 Hz, 1 H, 7-H), 7.10 (ddd, 9.0 Hz,
3.4 Hz, 2.2 Hz, 2 H, 2/6'-H), 6.99 (ddd, 8.8 Hz, 3.0 Hz, 2.0 Hz, 2 H, 2"/6"-H), 6.87 (ddd,
9.0 Hz, 3.4 Hz, 2.2 Hz, 2 H, 3/5-H), 6.62 (ddd, 8.8 Hz, 3.0 Hz, 2.0 Hz, 2 H, 3"/5"-H), 5.39
(d, 5.4 Hz, 1H, 3-H), 4.31 (d, 5.4 Hz, 1 H, 4-H), 3.72 (s, 3H, C-4-CHs), 3.62 (s, 3 H,
C-4"-CHy).

13C NMR (DMSO, § [ppm], J [Hz]): 170.6 (COONa), 163.7 (C-1), 157.9 (C-4"), 157.1
(C-4"), 139.0 (C-4a), 135.4 (C-1), 131.1 (C-1"), 131.0 (C-6), 129.7 (C-8a), 129.2 (2 C,
C-2"/6"), 129.1 (C-5), 127.7 (2 C, C-2'/6"), 126.7 (C-8), 125.6 (C-7), 113.6 (2 C, C-3/5),
112.7 (2 C, C-3"/5"), 65.6 (C-3), 55.1 (C-4'-CH3), 54.7 (C-4"-CHs), 51.5 (C-4).

Natrium trans-2,3-Bis(4-methoxyphenyl)-1-oxo0-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-4-carboxylat
(trans-39a)

Die freie Sdure cis-36a (400 mg, 1.0 mmol) wurde in EtOH (5 mL) suspendiert und eine
NaOH-Lsg. (125 pL, 1.0 mmol, 8 M) bei RT unter Rihren zugegeben. Nach 30 min wurde

das Losungsmittel entfernt.

Farbloser Feststoff Na' O 0, S o
C24H20NNaOs  425.4 g/mol . S 3@
Ausbeute: 378 mg (0.89 mmol, 89%). ‘1‘ N 11"' o2
Schmp: 216-218 °C. e I 2@;
Reinheit: > 99% (HPLC-Methode I, & = 254 nm, : o~

>
tr = 17.6 min). (%) trans-39a

IR (ATM, ¥ [cm™]): 1636, 1597, 1509, 1367, 1247, 1177, 1032, 830, 739.
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'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 7.88 (dd, 7.5 Hz, 1.2 Hz, 1 H, 8-H), 7.40 (ddd, 9.0 Hz,
3.3 Hz, 2.1 Hz, 2 H, 2'/6'-H), 7.33 (dt, 7.5 Hz, 1.2 Hz, 1 H, 6-H), 7.24 (dt, 7.5 Hz, 1.0 Hz,
1H, 7-H), 7.12 (d, 7.5 Hz, 1 H, 5-H), 6.99 (ddd, 8.7 Hz, 2.9 Hz, 1.9 Hz, 2 H, 2"/6"-H), 6.87
(ddd, 9.0 Hz, 3.3 Hz, 2.1 Hz, 2 H, 3/5'-H), 6.74 (ddd, 8.7 Hz, 2.9 Hz, 1.9 Hz, 2 H, 3"/5"-H),
5.77 (5, 1 H, 3-H), 3.72 (s, 3 H, C-4'-CH3), 3.63 (5, 3 H, C-4"-CH3), 3.47 (5, 1 H, 4-H).

3C NMR (DMSO, § [ppm], J [Hz]): 171.6 (COONa), 162.9 (C-1), 157.8 (C-4"), 157.0
(C-4), 139.2 (C-4a), 136.0 (C-1'), 133.7 (C-1"), 130.8 (C-6), 130.0 (C-5), 128.6 (C-8a), 128.1
(2C, C-216'), 126.8 (2 C, C-2"/6"), 126.3 (C-8), 125.5 (C-7), 113.6 (2C, C-3"/5"), 113.4
(2 C, C-3'5), 66.0 (C-3), 55.7 (C-4), 55.1 (C-4'-CHs), 54.8 (C-4"-CHs).

Natrium cis-2-(4-Methoxyphenyl)-1-oxo-3-phenyl-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-4-
carboxylat (cis-39b)

Die freie Saure cis-36b (500 mg, 1.34 mmol) wurde in EtOH (5 mL) suspendiert und eine
NaHCOgs-Lsg. (1.34 mL, 1.34 mmol, 1 M) bei RT unter Rihren zugegeben. Nach 30 min

wurde das Losungsmittel entfernt.

Farbloser Feststoff
CxHisNNaO4 395.4 g/mol

Ausbeute: 517 mg (1.31 mmol, 98%).

Schmp: 234-236 °C.

Reinheit: 99% (HPLC-Methode I, A = 254 nm, : 3
tg = 14.7 min). (2) cis-39b

IR (ATM, ¥ [cm™]): 1618, 1600, 1462, 1395, 1242, 1173, 1032, 823, 726, 699.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 8.30 (d, 7.6 Hz, 1 H, 5-H), 7.93 (dd, 7.6 Hz, 1.5 Hz, 1 H,
8-H), 7.41 (dt, 7.6 Hz, 1.5 Hz, 1 H, 6-H), 7.29 (t, 7.6 Hz, 1 H, 7-H), 7.11 (ddd, 9.0 Hz,
3.4 Hz, 2.2 Hz, 2 H, 2/6'-H), 7.11-7.04 (m, 5 H, 2"/6"-H, 3"/5"-H, 4"-H), 6.86 (ddd, 9.0 Hz,
3.4 Hz, 2.2 Hz, 2 H, 3/5'-H), 5.45 (d, 5.4 Hz, 1 H, 3-H), 4.36 (d, 5.4 Hz, 1 H, 4-H), 3.72 (s,
3 H, C-4'-OCHs).

3C NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 170.4 (COONa), 163.7 (C-1), 157.1 (C-4'), 139.2
(C-1"), 139.0 (C-4a), 135.4 (C-1), 131.1 (C-6), 129.7 (C-8a), 129.0 (C-5), 128.2 (2 C,
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C-2"/6"), 127.7 (2 C, C-2'/6), 127.3 (2 C, C-3"/5"), 126.7 (C-8), 126.6 (C-4"), 125.6 (C-7),
113.6 (2 C, C-3'5'), 66.1 (C-3), 55.1 (C-4'-OCHs), 51.4 (C-4).

Natrium trans-2-(4-Methoxyphenyl)-1-oxo-3-phenyl-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-4-
carboxylat (trans-39b)

Die freie Saure cis-36b (200 mg, 0.54 mmol) wurde in EtOH (5 mL) suspendiert und eine
NaOH-Lsg. (70 pL, 0.54 mmol, 8 M) bei RT unter Riihren zugegeben. Nach 30 min wurde

das Losungsmittel entfernt.

Farbloser Feststoff Na O. _O o "
CxHigNNaO, 395.4 g/mol 5 @ "

6 4a ) 3\\\:]" 3
Ausbeute: 205 mg (0.52 mmol, 97%). - 62

7 5'
Schmp: 207-209 °C. s 2@

o ~

Reinheit: > 99% (HPLC-Methode I, A = 254 nm, ©

>
tr = 16.9 min). (%) trans-39b

IR (ATM, ¥ [em™]): 2837, 1635, 1597, 1509, 1462, 1382, 1245, 1178, 1031, 823, 751, 724,
699.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 7.89 (dd, 7.5 Hz, 1.4 Hz, 1 H, 8-H), 7.42 (ddd, 9.0 Hz,
3.3 Hz, 2.2 Hz, 2 H, 2'6-H), 7.32 (dt, 7.5 Hz, 1.4 Hz, 1 H, 6-H), 7.24 (dt, 7.5 Hz, 1.3 Hz,
1H, 7-H), 7.22-7.15 (m, 2 H, 3"/5"-H), 7.13-7.07 (m, 4 H, 5-H, 2"/6"-H, 4"-H), 6.87 (ddd,
9.0 Hz, 3.3 Hz, 2.2Hz, 2 H, 3/5'-H), 5.84 (br. s, 1 H, 3-H), 3.72 (s, 3 H, C-4-OCHj), 3.51 (d,
1.2Hz, 1 H, 4-H).

3C NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 171.5 (COONa), 163.0 (C-1), 157.1 (C-4"), 141.9
(C-1"), 139.0 (C-4a), 135.9 (C-1), 130.8 (C-6), 130.0 (C-5), 128.5 (C-8a), 128.2 (2C,
C-3"/5"), 128.1 (2 C, C-2'/6'), 126.5 (C-4"), 126.4 (C-8), 125.8 (2 C, C-2"/6"), 125.5 (C-7),
113.4 (2 C, C-3'5"), 66.6 (C-3), 55.7 (C-4), 55.1 (C-4'-OCHb).
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Natrium trans-3-(4-Methoxyphenyl)-1-oxo-2-phenyl-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-4-

carboxylat (trans-39c)

Die freie Saure trans-36¢ (150 mg, 0.40 mmol) wurde in EtOH (5 mL) suspendiert und eine
NaHCOgs-Lsg. (400 pL, 0.40 mmol, 1 M) bei RT unter Rihren zugegeben. Nach 30 min
wurde das Ldsungsmittel entfernt.

Farbloser Feststoff Na' O, .0 N 5" o
Cy3HisNNaO, 395.4 g/mol 5 ©/
6 43 3 3
Ausbeute: 153 mg (0.39 mmol, 96%). - 2"
7 1 r 5'
Schmp: 97-99 °C. 5 o8 T 2@
2' 4'
Reinheit: > 99% (HPLC-Methode I, A = 254 nm, 3
tr = 16.2 min). (%) trans-39c
LogP: 3.2
pKa: 3.2

Loslichkeit: 317 pM (intrinsische Loslichkeit).
IR (ATM, ¥ [cm™]): 1635, 1597, 1587, 1511, 1367, 1247, 1174, 1030, 830, 739, 694.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 7.89 (dd, 7.6 Hz, 1.4 Hz, 1 H, 8-H), 7.49 (dd, 7.9 Hz,
1.3 Hz, 2 H, 2'/6-H), 7.37-7.29 (m, 3 H, 6-H, 3'/5-H), 7.25 (dt, 7.6 Hz, 1.1 Hz, 1 H, 7-H),
7.18 (tt, 7.9 Hz, 1.3 Hz, 1 H, 4"-H), 7.12 (dd, 7.6 Hz, 1.1 Hz, 1 H, 5-H), 7.01 (ddd, 8.7 Hz,
2.9 Hz, 1.9 Hz, 2 H, 2"/6"-H), 6.75 (ddd, 8.7 Hz, 2.9 Hz, 1.9 Hz, 2 H, 3"/5"-H), 5.83 (br. s,
1H, 3-H), 3.63 (s, 3 H, C-4"-OCHs), 3.50 (d, 1.2 Hz, 1 H, 4-H).

13C NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 171.4 (COONa), 162.9 (C-1), 157.8 (C-4"), 143.2
(C-1'), 139.2 (C-4a), 133.7 (C-1"), 130.9 (C-6), 130.0 (C-5), 128.5 (C-8a), 128.1 (2C,
C-3/5"), 126.9 (2 C, C-2/6'), 126.8 (2 C, C-2"/6"), 126.4 (C-8), 125.7 (C-4), 125.5 (C-7),
113.7 (2 C, C-3"/5"), 65.8 (C-3), 55.8 (C-4), 54.8 (C-4"-OCHs).

9.3.4 Synthese von Tetrahydroisochinolin-4-carboxamid-Derivaten

Allgemeine Synthesevorschrift fiir die Herstellung der Carboxamide

Das entsprechende 1-Oxo-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-4-carbonséiure-Derivat (1 Ag.) wurde

in abs. CH3CN unter Argon-Atmosphare gelost, auf 0 °C gekiihlt und festes NaHCO3 bzw.
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NEt; zugegeben. Nach der Zugabe von i-Butylchlorformiat bzw. 2,2,2,-Trichlor-1,1-
dimethylethylchlorformiat (1.5 Ag.) wurde die Reaktionslésung 30 min bei 0 °C geriihrt.
AnschlieBend wurde das entsprechende Amin (1.5 Ag.) zugegeben und weitere 2 h geriihrt;
dabei erwdrmte die Losung auf RT. Je nach Anforderung wurde das Produkt via
Saulenchromatographie oder Filtration isoliert und anschlieBend gegebenenfalls durch

Umkristallisation gereinigt.

trans-2,3-Bis(4-methoxyphenyl)-N-(6-methylpyridin-2-yl)-1-oxo0-1,2,3,4-tetrahydroiso-

chinoline-4-carboxamid (trans-24a)

Trans-36a (1.40 g, 3.5 mmol) wurde mit NaHCOj3; (585 mg, 6.9 mmol), 2,2,2,-Trichlor-1,1-
dimethylethylchlorformiat (1.25 g, 5.2 mmol) und 2-Amino-6-picolin (525 pL, 5.2 mmol) in
CH3CN (5 mL) umgesetzt. Der ausgefallene Feststoff wurde abfiltriert und das Produkt
mittels kontinuierlicher Soxhlet-Extraktion (CHCI3, 24 h) von restlichem NaHCOj befreit.
Die erhaltene organische Phase wurde eingedampft und der zuriickgebliebene Feststoff aus
MeOH umkristallisiert.

Farbloser Feststoff 5"
6 4
|
C30H27N3O4 493.6 g/mol N
Ausbeute: 1.22 g (2.5 mmol, 71%). 2" -
HN._Og 4.0
Schmp: 252254 °C (MeOH). ne @
6 4a AP "
Reinheit: >99% (HPLC-Methode I, A = 254 nm, o o2
tr = 23.4 min). TN 1 ';‘\1©i
"
logD7.4: 2.8 (HPLC-Methode II). O 2 < o~
PSA: 84.4 A? (+) trans-24a

IR (ATM, ¥ [ecm™]): 3274, 1683, 1628, 1602, 1577, 1508, 1440, 1243, 1179, 1032, 834, 790,
745.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 10.97 (s, 1 H, CONH), 8.01 (dd, 7.4 Hz, 1.5 Hz, 1 H,
8-H), 7.88 (d, 7.9 Hz, 1 H, 3"-H), 7.67 (t, 7.9 Hz, 1 H, 4"-CH3), 7.50-7.40 (m, 2 H, 6-H,
7-H), 7.37 (dd, 7.1 Hz, 1.4 Hz, 1 H, 5-H), 7.22 (d, 8.7 Hz, 2 H, 2"/6"-H), 7.16 (ddd, 9.0 Hz,
3.2 Hz, 2.0 Hz, 2 H, 2'/6'-H), 6.99 (d, 7.9 Hz, 1 H, 5"-H), 6.89 (ddd, 9.0 Hz, 3.2 Hz, 2.0 Hz,
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2 H, 3/5-H), 6.82 (d, 8.7 Hz, 2 H, 3"/5"-H), 5.41 (s, 1 H, 3-H), 4.41 (s, 1 H, 4-H), 3.71 (s,
3 H, C-4'-OCHs), 3.67 (s, 3 H, C-4"-OCHj3), 2.43 (s, 3 H, C-6"-CHs).

3¢ NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 169.8 (CONH), 162.7 (C-1), 158.4 (C-4"), 157.4 (C-4"),
156.5 (C-6"), 151.1 (C-2"), 138.5 (C-4"), 135.5 (C-1'), 134.1 (C-4a), 132.1 (C-6), 131.7
(C-1"), 130.1 (C-8a), 128.2 (C-5), 127.8 (C-7), 127.6 (2 C, C-2'/6"), 127.5 (2 C, C-2"/6"),
127.3 (C-8), 118.8 (C-5"), 113.9 (2 C, C-3/5), 113.7 (2C, C-3"/5"), 110.4 (C-3"), 64.5
(C-3), 55.1 (C-4'-OCHj3), 54.9 (C-4"-OCHj3), 51.4 (C-4), 23.4 (C-6"-CHs).

trans-2,3-Bis(4-methoxyphenyl)-1-oxo-N-(m-tolyl)-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-4-

carboxamid (trans-24b)

Trans-36a (810 mg, 2.0 mmol) wurde mit NaHCO3 (450 mg, 5.3 mmol), i-Butylchlorformiat
(520 pL, 4.0 mmol) und m-Toluidin (430 pL, 4.0 mmol) in DMF (5 mL) umgesetzt. Nach
39 h wurde das Losungsmittel entfernt, der Rickstand in CHCIl; aufgenommen und mit
wassriger Ameisensaure (5%) extrahiert. Die organische Phase wurde uber wasserfr. Na;SO4
getrocknet und anschlielend bis auf wenige mL eingeengt. Die Kristallisation das Produkt

wurde durch Zugabe von Et,0 ausgel6st.

Farbloser Feststoff o 4 o
CatHeN:0s 4926 g/mol \©
2" 6"

. " .
Ausbeute: 631 mg (1.3 mmol, 64%). HN__O.. 5 . o
Schmp: 254256 °C (CHCI4/EL,0). ne @

6 a W\ e
Reinheit: 99% (HPLC-Methode I, A = 254 nm, tl e
tr = 23.7 min). 7 . 8a ! 2\1©j
,
logD7.4: 2.9 (HPLC-Methode 11). O =2 o7
PSA: 72.1 A® () trans-24b

IR (ATM, ¥ [cm™]): 3247, 1678, 1623, 1608, 1576, 1545, 1464, 1249, 1176, 1032, 834, 735.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 10.28 (s, 1 H, CONH), 8.02 (dd, 7.5 Hz, 1.6 Hz, 1 H,
8-H), 7.51-7.38 (m, 4 H, 6-H, 7-H, 2"-H, 6"-H), 7.36 (dd, 7.3 Hz, 1.3 Hz, 1 H, 5-H), 7.24—
7.15 (m, 5 H, 2'/6"-H, 2"/6"-H, 5"-H), 6.93-6.88 (m, 3 H, 3/5-H, 4"-H), 6.83 (ddd, 8.6 Hz,
3.0 Hz, 1.9 Hz, 2 H, 3"/5"-H), 5.40 (br. s, 1 H, 3-H), 4.21 (d, 1.3 Hz, 1 H, 4-H), 3.71 (s, 3 H,
C-4-OCHg), 3.68 (s, 3 H, C-4"-OCHs), 2.28 (s, 3 H, C-3"-CHs).
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3¢ NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 169.0 (CONH), 162.6 (C-1), 158.4 (C-4"), 157.4 (C-4"),
138.7 (C-1"), 137.9 (C-3"), 135.5 (C-1), 134.2 (C-4a), 132.1 (C-6), 131.9 (C-1"), 130.0
(C-8a), 128.5 (C-5"), 128.0 (C-5), 127.80 (C-7), 127.76 (2 C, C-2/6'), 127.5 (2 C, C-2"/6"),
127.4 (C-8), 124.2 (C-4™), 119.8 (C-2"), 116.5 (C-6"), 113.8 (2 C, C-3/5"), 113.7 (2 C,
C-3"/5"), 64.5 (C-3), 55.1 (C-4'-OCHs), 54.9 (C-4"-OCHs), 51.9 (C-4), 21.0 (C-3"-CHy).

trans-2,3-Bis(4-methoxyphenyl)-1-oxo-N-(pyridin-2-yl)-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-4-
carboxamid (trans-24c)

Trans-36a (810 mg, 2.0 mmol) wurde mit NaHCO3 (335 mg, 4.0 mmol), i-Butylchlorformiat
(390 pL, 3.0 mmol) und 2-Aminopyridin (280 mg, 3.0 mmol) in CH3CN (5 mL) umgesetzt.
Der ausgefallene Feststoff wurde nach 12 h abfiltriert, in CHCI3 aufgenommen und mit
Wasser extrahiert. Die organische Phase wurde Uber wasserfr. Na,SO, getrocknet und
anschlieBend eingedampft. Der erhaltene Feststoff wurde aus EtOAc umkristallisiert.

Farbloser Feststoff e
6 | X A"
C29H25N30, 479.5 g/mol N
: 0 2" .
Ausbeute: 593 mg (1.2 mmol, 62%). HN__O,. 5" o
Schmp: 219220 °C (EtOAC). ne @ |
6 8 W\
Reinheit: > 99% (HPLC-Methode I, A = 254 nm, o o2
tr = 22.5 min). TN 1 l;l\1©i
2
logD7.4: 2.4 (HPLC-Methode II). O » : o~
PSA: 85.1 A? (#) trans-24c

IR (ATM, ¥ [ecm™]): 3258, 1685, 1627, 1602, 1576, 1507, 1463, 1429, 1244, 1173, 1032,
836, 732.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 11.02 (s, 1 H, CONH), 8.35 (dd, 4.9 Hz, 1.9 Hz, 1 H,
6"-H), 8.07 (d, 8.4 Hz, 1 H, 3"-H), 8.02 (dd, 7.4 Hz, 1.6 Hz, 1 H, 8-H), 7.79 (ddd, 8.4 Hz,
7.4Hz, 1.9 Hz, 1 H, 4"-H), 7.50-7.41 (m, 2 H, 6-H, 7-H), 7.39 (dd, 7.2 Hz, 1.4 Hz, 1 H,
5-H), 7.22 (ddd, 8.8 Hz, 2.9 Hz, 1.8 Hz, 2 H, 2"/6"-H), 7.17 (ddd, 9.0 Hz, 3.4 Hz, 2.2 Hz,
2 H, 26'-H), 7.13 (ddd, 7.4 Hz, 49 Hz, 0.9 Hz, 1 H, 5"-H), 6.89 (ddd, 9.0 Hz, 3.4 Hz,
2.2 Hz, 2 H, 3/5-H), 6.82 (ddd, 8.8 Hz, 2.9 Hz, 1.8 Hz, 2 H, 3"/5"-H), 5.44 (s, 1 H, 3-H),
4.43 (s, 1 H, 4-H), 3.71 (s, 3 H, C-4'-OCHs), 3.67 (s, 3 H, C-4"-OCHy).
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3¢ NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 169.9 (CONH), 162.7 (C-1), 158.4 (C-4"), 157.4 (C-4"),
151.7 (C-2"), 148.0 (C-6"), 138.2 (C-4"), 135.4 (C-1'), 134.0 (C-4a), 132.1 (C-6), 131.7
(C-1"), 130.1 (C-8a), 128.2 (C-5), 127.9 (C-7), 127.6 (2 C, C-2/6"), 127.5 (2 C, C-2"/6"),
127.4 (C-8), 119.6 (C-5"), 113.9 (2 C, C-3/5), 113.7 (2C, C-3"/5"), 113.6 (C-3"), 64.4
(C-3), 55.1 (C-4'-OCHs), 54.9 (C-4"-OCHs), 51.4 (C-4).

trans-N-(3,5-Dimethylphenyl)-2,3-bis(4-methoxyphenyl)-1-oxo-1,2,3,4-tetrahydroiso-

chinolin-4-carboxamid (trans-24d)

Trans-36a (500 mg, 1.2 mmol) wurde mit NEt; (175 pL, 1.2 mmol), 2,2,2,-Trichlor-1,1-di-
methylethylchlorformiat (445 mg, 1.9 mmol) und 3,5-Dimethylanilin (230 uL, 1.9 mmol) in
CH3CN (5 mL) umgesetzt. Der ausgefallene Feststoff wurde nach 60 h abfiltriert, in CHCI;
aufgenommen und mit wassriger Ameisensaure (5%) extrahiert. Die organische Phase wurde

uber wasserfr. Na;SO, getrocknet und anschlieend eingedampft.

Farbloser Feststoff
Ca2H3oN04  506.6 g/mol

Ausbeute: 569 mg (1.1 mmol, 91%).
Schmp: 286-288 °C.
Reinheit: > 99% (HPLC-Methode I, A = 254 nm,
tr = 24.7 min).
logD7.4: 3.4 (HPLC-Methode I1).
PSA: 70.6 A? (£) trans-24d >

IR (ATM, 7 [cm™]): 3285, 1683, 1630, 1578, 1561, 1508, 1465, 1240, 1164, 1034, 826, 743.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 10.20 (s, 1 H, CONH), 8.02 (dd, 7.5 Hz, 1.6 Hz, 1 H,
8-H), 7.50-7.41 (m, 2 H, 6-H, 7-H), 7.35 (dd, 7.3 Hz, 1.5Hz, 1 H, 5-H), 7.24 (s, 2 H,
2"I6"-H), 7.22-7.16 (m, 4 H, 2/6'-H, 2"/6"-H), 6.90 (ddd, 9.0 Hz, 3.3 Hz, 2.2 Hz, 2 H,
3/5'-H), 6.83 (ddd, 8.8 Hz, 2.9 Hz, 1.9 Hz, 2 H, 3"/5"-H), 6.72 (s, 1 H, 4"-H), 5.40 (br. s,
1H, 3-H), 4.21 (d, 1.3 Hz, 1 H, 4-H), 3.71 (s, 3 H, C-4-OCHs), 3.67 (s, 3 H, C-4"-OCHj),
2.24 (s, 6 H, C-3"/5"-CHs).

13C NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 169.0 (CONH), 162.6 (C-1), 158.4 (C-4"), 157.4 (C-4"),
138.6 (C-1"), 137.7 (2 C, C-3"/5"), 135.5 (C-1), 134.2 (C-4a), 132.1 (C-6), 131.9 (C-1"),
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129.9 (C-8a), 128.0 (C-5), 127.8 (3 C, C-7, C-2'/6' oder C-2"/6"), 127.5 (2 C, C-2/6' oder
C-2"/6"), 127.4 (C-8), 125.0 (C-4™), 117.1 (2 C, C-2"/6"), 113.8 (2 C, C-3'/5), 113.7 (2 C,
C-3"/5"), 64.4 (C-3), 55.1 (C-4-OCHj), 54.9 (C-4"-OCHs), 51.9 (C-4), 209 (2C,
C-3"/5"-CHa).

trans-2,3-Bis(4-methoxyphenyl)-1-oxo-N-(pyridin-2-yl)-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-4-

carboxamid (trans-24e)

Trans-36a (500 mg, 1.2 mmol) wurde mit NaHCO3 (105 mg, 1.2 mmol), 2,2,2,-Trichlor-1,1-
dimethylethylchlorformiat (445 mg, 1.9 mmol) und Methylamin (0.9 mL, 1.9 mmol, 2 M in
THF) in CH3CN (5 mL) umgesetzt. Das Losungsmittel wurde nach 24 h entfernt und der
Rickstand sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, n-Hexan/EtOAc/HCO,H 1:5:0.1,
R¢ = 0.21) und aus EtOAc umkristallisiert.

Farbloser Feststoff |

HN__O g 4.0
C25H24N204 416.5 g/mol 5
6 4a 3\\‘ 3"
Ausbeute: 384 mg (0.9 mmol, 74%). A
' 6' '
Schmp: 202-203 °C (EtOAC). TN B‘@i
2
Reinheit: > 99% (HPLC-Methode I, 1. = 254 nm, 0 2 Ao
tr = 19.9 min). (%) trans-24e
logD7.4: 1.6 (HPLC-Methode I1).
PSA: 76.3 A?

IR (ATM, ¥ [cm™]): 3367, 1670, 1621, 1574, 1537, 1508, 1461, 1435, 1246, 1181, 1033,
841, 739.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 8.03-7.95 (m, 2 H, 8-H, CONH), 7.49-7.39 (m, 2 H,
6-H, 7-H), 7.25 (dd, 7.4 Hz, 1.2 Hz, 1 H, 5-H), 7.17 (ddd, 9.0 Hz, 3.3 Hz, 2.1 Hz, 2 H,
2'/6'-H), 7.10 (ddd, 8.7 Hz, 2.8 Hz, 1.8 Hz, 2 H, 2"/6"-H), 6.91 (ddd, 9.0 Hz, 3.3 Hz, 2.1 Hz,
2 H, 3/5'-H), 6.79 (ddd, 8.7 Hz, 2.8 Hz, 1.8 Hz, 2 H, 3"/5"-H), 5.33 (br. s, 1 H, 3-H), 3.96 (d,
1.3 Hz, 1 H, 4-H), 3.73 (s, 3 H, C-4-OCHj), 3.66 (s, 3 H, C-4"-OCHj), 2.64 (d, 4.6 Hz, 3 H,
N-CHa).

3¢ NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 170.5 (CONH), 162.6 (C-1), 158.3 (C-4"), 157.4 (C-4"),
135.4 (C-1'), 134.3 (C-4a), 132.1 (C-6), 131.8 (C-1"), 129.8 (C-8a), 128.4 (C-5), 127.8 (2 C,
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C-2/6"), 127.7 (C-7), 127.3 (3 C, C-8, C-2"/6"), 113.8 (2 C, C-3/5), 113.7 (2 C, C-3"/5"),
64.8 (C-3), 55.1 (C-4'-OCHs3), 54.9 (C-4"-OCHj3), 51.5 (C-4), 25.9 (N-CHs).

trans-2,3-Bis(4-methoxyphenyl)-N,N-dimethyl-1-oxo0-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-4-

carboxamid (trans-24f)

Trans-36a (405 mg, 1.0 mmol) wurde mit NEt; (140 pL, 1.0 mmol), 2,2,2,-Trichlor-1,1-di-
methylethylchlorformiat (360 mg, 1.5 mmol) und Dimethylamin (1.0 mL, 2.0 mmol, 2 M in
THF) in CH3CN (5 mL) umgesetzt. Nach 24 h wurde das Losungsmittel entfernt und der
Rickstand sdulenchromatographisch gereinigt (1. Kieselgel, n-Hexan/EtOAc/HCO,H
1:10:0.1, Rf = 0.23; 2. CHCI3/EtOH 10:0.5, Rf = 0.21).

Farbloser amorpher Feststoff
Ca6H26N204  430.5 g/mol

Ausbeute: 270 mg (0.63 mmol, 63%).
Schmp: 105-107 °C.
Reinheit: 99% (HPLC-Methode I, A = 254 nm,
tr = 19.4 min). (+) trans-24f ?
logD7.4: 1.6 (HPLC-Methode I1).
PSA: 76.3 A?

IR (ATM, ¥ [cm™Y]): 2932, 1645, 1607, 1583, 1509, 1459, 1391, 1243, 1175, 1029, 826, 741.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 8.00-7.95 (m, 1 H, 8-H), 7.43 (dt, 7.4 Hz, 1.9 Hz, 1 H,
7-H), 7.41 (dt, 7.4 Hz, 1.7 Hz, 1 H, 6-H), 7.20-7.16 (m, 1 H, 5-H), 7.11 (ddd, 8.7 Hz, 3.0 Hz,
1.9 Hz, 2 H, 2"/6"-H), 7.05 (ddd, 9.0 Hz, 3.3 Hz, 2.2 Hz, 2 H, 2/6"-H), 6.89 (ddd, 9.0 Hz,
3.3Hz, 2.2 Hz, 2H, 3/5-H), 6.80 (ddd, 8.7 Hz, 3.0 Hz, 1.9 Hz, 2 H, 3"/5"-H), 5.61 (d,
2.1Hz, 1H, 3-H), 459 (d, 2.1 Hz, 1H, 4-H), 3.72 (s, 3H, C-4-OCHs), 3.66 (s, 3 H,
C-4"-OCHs), 3.31 (s, 3 H, N-"CH3), 2.91 (s, 3 H, N-*CHs).

13C NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 169.9 (CON(CHs),), 163.1 (C-1), 158.4 (C-4"), 157.4
(C-4"), 134.9 (C-4a), 135.4 (C-1'), 131.8 (C-1"), 131.7 (C-6), 130.8 (C-8a), 128.0 (C-5), 127.9
(2 C, C-2/6), 127.53 (2 C, C-2"/6"), 127.47 (C-7), 127.1 (C-8), 113.82 (2 C, C-3/5' oder
C-3'/5"), 113.76 (2C, C-3/5' oder C-3"/5"), 64.6 (C-3), 55.1 (C-4-OCH3), 54.9
(C-4"-OCHg), 46.7 (C-4), 37.5 (N-°CH3), 35.7 (N-*CH3).
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trans-2,3-Bis(4-methoxyphenyl)-1-oxo-N-(5,6,7,8-tetrahydronaphthalin-1-yl)-1,2,3,4-

tetrahydroisochinolin-4-carboxamid (trans-24g)

Trans-36a (500 mg, 1.2 mmol) wurde mit NEt; (175 pL, 1.2 mmol), 2,2,2,-Trichlor-1,1-di-
methylethylchlorformiat (445 mg, 1.9mmol) und 5,6,7,8-Tetrahydro-1-naphthylamin
(260 pL, 1.9 mmol) in CH3CN (5mL) umgesetzt. Nach 15h wurde das Ldsungsmittel
entfernt, der Rickstand in CHCI; aufgenommen und mit wassriger Ameisensaure (5%)
extrahiert. Die organische Phase wurde Uber wasserfr. Na, SO, getrocknet und anschliel3end

eingedampft. Der erhaltene Feststoff wurde aus EtOAc umkristallisiert.

Farbloser Feststoff 5
6" a 3
C34H3N>04 532.6 g/mol
Ausbeute: 592 mg (1.1 mmol, 90%). ! M ’ 5
HN.__O g 4.0
Schmp: 131-133 °C (EtOAC). ] ©/
4a 3. 3"
Reinheit: 99% (HPLC-Methode I, A = 254 nm, ° AR
tr = 24.7 min). 7 Fa ';1\1©i
8 '
logD7 4: 3.4 (HPLC-Methode I1). o N
3.
PSA: 71.7 A? (+) trans-24g

IR (ATM, 7 [cm™]): 1632, 1605, 1578, 1509, 1461, 1247, 1174, 1032, 828, 739.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 9.54 (s, 1 H, CONH), 8.01 (d, 7.3 Hz, 1 H, 8-H), 7.51 (t,
7.2 Hz, 1H, C-6), 7.45 (t, 7.2 Hz, 1 H, 7-H), 7.40 (d, 7.3 Hz, 1 H, 5-H), 7.25-7.13 (m, 5 H,
2'/6'-H, 2"/6"-H, 2""-H), 7.06 (t, 7.7 Hz, 1 H. 3"-H), 6.95-6.87 (m, 3 H, 3/5-H, 4"-H), 6.84
(d, 8.6 Hz, 2 H, 3"/5"-H), 5.45 (s, 1 H, 3-H), 4.35 (s, 1 H, 4-H), 3.72 (s, 3 H, C-4'-OCH),
3.67 (s, 3H, C-4"-OCHg), 2.70 (t, 4.7 Hz, 2 H, 5"-H), 2.45-2.34 (m, 2 H, 8"-H), 1.72-1.56
(M, 4 H, 6"-H, 7"-H).

13C NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 169.0 (CONH), 162.7 (C-1), 158.4 (C-4"), 157.4 (C-4"),
137.4 (C-4a™), 135.4 (C-1"), 1345 (2 C, C-4a, C-1), 132.1 (C-6), 131.8 (C-1"), 131.2
(C-8a™), 129.9 (C-8a), 128.2 (C-5), 127.8 (C-7), 127.60 (2 C, C-2/6"), 127.56 (2 C, C-2"/6"),
127.4 (C-8), 126.4 (C-4"), 125.0 (C-3"), 122.7 (C-2"), 113.8 (4 C, C-3/5, C-3"/5"), 64.7
(C-3), 55.1 (C-4'-OCHs), 54.9 (C-4"-OCHs), 51.5 (C-4), 29.0 (C-5"), 23.9 (C-8"), 22.2 (C-6"
oder C-7"), 22.1 (C-6" oder C-7").
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trans-2-(4-Methoxyphenyl)-N-(6-methylpyridin-2-yl)-1-oxo-3-phenyl-1,2,3,4-tetrahydro-

isochinolin-4-carboxamid (trans-24h)

Trans-36b (750 mg, 2.0 mmol) wurde mit NaHCO3 (335 mg, 4.0 mmol), i-Butylchlorformiat
(390 pL, 3.0 mmol) und 2-Amino-6-picolin (305 pL, 3.0 mmol) in CH3CN (5mL)
umgesetzt. Der ausgefallene Feststoff wurde nach 20 h abfiltriert und durch kontinuierliche
Soxhlet-Extraktion (CHCI3, 24h) restliches NaHCO3; entfernt. Die organische Phase wurde

eingedampft und der erhaltene Feststoff aus EtOAc umkristallisiert.

Farbloser Feststoff o5
4
|
Co9H25N303 463.5 g/mol N
Ausbeute: 501 mg (1.1 mmol, 54%). > 5"
HN__O g s
Schmp: 284286 °C (EtOAC) ne @3”
6 8 W\
Reinheit: 95% (HPLC-Methode I, A = 280 nm, tl e
tr = 23.4 min). 7 Zea ! 2\1©j
.
logDy7 4: 2.8 (HPLC-Methode I1). o 2 s o~
PSA: 76.1 A? (+) trans-24h

IR (ATM, ¥ [cm™]): 3269, 1682, 1630, 1601, 1578, 1526, 1508, 1458, 1431, 1243, 1172,
1032, 834, 762, 737, 704.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 10.99 (s, 1 H, CONH), 8.05-8.02 (m, 1 H, 8-H), 7.88 (d,
7.9 Hz, 1 H, 3"-H), 7.67 (t, 7.9 Hz, 1 H, 4"-H), 7.49-7.40 (m, 2 H, 6-H, 7-H), 7.39-7.35 (m,
1H, 5-H), 7.35-7.31 (m, 2 H, 2"/6"-H), 7.30-7.24 (m, 2 H, 3"/5"-H), 7.22-7.16 (m, 1 H,
4"-H), 7.19 (ddd, 9.0 Hz, 3.3 Hz, 2.2 Hz, 2 H, 2/6'-H), 6.99 (d, 7.9 Hz, 1 H, 5"-H), 6.89 (ddd,
9.0 Hz, 3.3 Hz, 2.2 Hz, 2 H, 3/5-H), 5.49 (s, 1 H, 3-H), 4.47 (s, 1 H, 4-H), 3.70 (s, 3 H,
C-4"-OCHg), 2.43 (s, 3 H, C-6"-CHs).

13C NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 169.8 (CONH), 162.8 (C-1), 157.5 (C-4'), 156.5 (C-6"),
151.1 (C-2"), 139.9 (C-1"), 138.5 (C-4™), 135.4 (C-1'), 134.0 (C-4a), 132.1 (C-6), 130.1
(C-8a), 128.3 (2 C, C-3"/5"), 128.1 (C-5), 127.9 (C-7), 127.6 (2 C, C-2'/6'), 127.4 (C-8 oder
C-4"), 127.3 (C-8 oder C-4"), 126.4 (2 C, C-2"/6"), 118.9 (C-5"), 113.9 (2 C, C-3/5"), 110.5
(C-3"), 64.9 (C-3), 55.1 (C-4'-OCHs), 51.2 (C-4), 23.4 (C-6"-CHy).
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trans-3-(4-Methoxyphenyl)-N-(6-methylpyridin-2-yl)-1-oxo-2-phenyl-1,2,3,4-tetrahydro-

isochinolin-4-carboxamid (trans-24i)

Trans-36¢ (1.37 g, 3.7 mmol) wurde mit NEt; (510 puL, 3.7 mmol), 2,2,2,-Trichlor-1,1-di-
methylethylchlorformiat (1.32 g, 5.5 mmol) und 2-Amino-6-picolin (740 pL, 7.4 mmol) in
CH3CN (25 mL) umgesetzt. Der ausgefallene Feststoff wurde nach 24 h abfiltriert und

anschlieBend aus Toluol umkristallisiert.

Farbloser Feststoff o 5
AN 4
I
C29H25N303 463.5 g/mol o N_ 3
. 0 2" .
Ausbeute: 1.48 g (3.2 mmol, 87%). HN._O., 5 o
Schmp: 265-268 °C (Toluol). ne @
6 a N e
Reinheit: 99% (HPLC-Methode I, A = 254 nm, 4 N 1‘ 62
tr = 23.4 min). TN y 2\“©5‘
logD+.4: 2.8 (HPLC-Methode 11). O 2 Z
PKa: 2.7,3.7,9.1. (%) trans-24i
PSA: 76.1 A?

IR (ATM, ¥ [cm™]): 3252, 1694, 1631, 1607, 1577, 1532, 1492, 1452, 1415, 1233, 1172,
1032, 791, 743, 700.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 11.00 (s, 1 H, CONH), 8.02 (dd, 7.4 Hz, 1.6 Hz, 1 H,
8-H), 7.87 (d, 7.9 Hz, 1 H, 3"-H), 7.66 (t, 7.9 Hz, 1 H, 4"-H), 7.48 (dt, 7.4 Hz, 1.6 Hz, 1 H,
6-H), 7.43 (dt, 7.4 Hz, 1.6 Hz, 1 H, 7-H), 7.40-7.31 (m, 3 H, 5-H, 3'/5"-H), 7.29-7.18 (m,
5H, 2'/6"-H, 4'-H, 2"/6"-H), 6.99 (d, 7.9 Hz, 1 H, 5"-H), 6.83 (d, 8.8 Hz, 2 H, 3"/5"-H), 5.50
(s, 1 H, 3-H), 4.46 (s, 1 H, 4-H), 3.67 (s, 3 H, C-4"-OCHa), 2.43 (s, 3 H, C-6"-CH).

13C NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 169.7 (CONH), 162.7 (C-1), 158.4 (C-4"), 156.5 (C-6"),
151.1 (C-2"), 142.7 (C-1), 138.5 (C-4"), 134.1 (C-4a), 132.1 (C-6), 131.7 (C-1"), 130.1
(C-8a), 128.6 (2 C, C-3'/5"), 128.2 (C-5), 127.9 (C-7), 127.5 (2C, C-2"/6"), 127.4 (C-8),
126.30 (2 C, C-2'/6'), 126.27 (C-4'), 118.8 (C-5"), 113.7 (2 C, C-3"/5"), 110.5 (C-3"), 64.2
(C-3), 54.9 (C-4"-OCHy), 51.4 (C-4), 23.4 (C-6"-CHs).
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trans-3-(4-Methoxyphenyl)-1-oxo-2-phenyl-N-(pyrimidin-2-yl)-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-

4-carboxamid (trans-24j)

Trans-36¢ (250 mg, 0.7 mmol) wurde mit N,N-Diisopropylethylamin (115 pL, 0.7 mmol),
2,2,2,-Trichlor-1,1-dimethylethylchlorformiat (240 mg, 1.0 mmol) und 2-Aminopyrimidin
(130 mg, 1.3 mmol) in CH3CN (10 mL) umgesetzt. Nach 24 h wurde das Ldsungsmittel
entfernt, der Rlckstand séulenchromatographisch gereinigt (CHCI3/EtOH 10:1, Rf=0.53)

und aus Toluol umkristallisiert.

Farbloser Feststoff

5
6" 4™
CoH»NiOs 4505 g/mol Y
qm N —~ N 3
Ausbeute: 146 mg (0.32 mmol, 48%). 2" -
HN._O g 240
Schmp: 273-275 °C (Toluol). : @
6 _da3 3"
Reinheit: > 99 % (HPLC-Methode I, A = 254 nm, e
tr = 20.0 min). AN ';l\1© 5
8
logD74: 1.8 (HPLC-Methode I1). o 2 "
3
PSA: 87.6 A (%) trans-24j

IR (ATM, ¥ [em™]): 3257, 1714, 1629, 1604, 1577, 1513, 1434, 1411, 1249, 1149, 1034,
829, 791, 737, 723, 698.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 11.12 (s, 1 H, CONH), 8.69 (d, 4.8 Hz, 2 H, 4"/6"-H),
8.03 (dd, 7.3 Hz, 1.6 Hz, 1 H, 8-H), 7.48 (dt, 7.3 Hz, 1.6 Hz, 1 H, 6-H), 7.44 (dt, 7.3 Hz,
1.5 Hz, 1 H, 7-H), 7.39 (dd, 7.3 Hz, 1.5 Hz, 1 H, 5-H), 7.34 (t, 7.9 Hz, 2 H, 3/5'-H), 7.29 (dd,
7.9 Hz, 1.5Hz, 2 H, 2/6'-H), 7.26-7.19 (m, 4 H, 4'-H, 2"/6"-H, 5"-H), 6.83 (d, 8.8 Hz, 2 H,
3"/5"-H), 5.52 (s, 1 H, 3-H), 4.55 (s, 1 H, 4-H), 3.67 (s, 3 H, C-4"-OCH).

13C NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 169.0 (CONH), 162.7 (C-1), 158.42 (C-4"), 158.37 (2 C,
C-4"/6"), 157.5 (C-2"), 142.7 (C-1'), 134.0 (C-4a), 132.3 (C-6), 131.7 (C-1"), 130.1 (C-8a),
128.6 (2 C, C-3/5'), 128.3 (C-5), 127.9 (C-7), 127.5 (2 C, C-2"/6"), 127.4 (C-8), 126.5 (2 C,
C-2/6"), 126.4 (C-4"), 117.1 (C-5"), 113.8 (2 C, C-3"/5"), 64.0 (C-3), 54.9 (C-4"-OCHs), 51.6
(C-4).
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trans-3-(4-Methoxyphenyl)-1-oxo-2-phenyl-N-(pyridin-3-yl)-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-4-

carboxamid (trans-24k)

Trans-36¢ (500 mg, 1.3 mmol) wurde mit NEt3 (180 pL, 1.3 mmol), 2,2,2,-Trichlor-1,1-di-
methylethylchlorformiat (480 mg, 2.0 mmol) und 3-Aminopyridin (250 mg, 2.7 mmol) in
CH3CN (10 mL) umgesetzt. Nach 24 h wurde das Ldsungsmittel entfernt, der Rickstand
saulenchromtographisch gereinigt (CHCI3/EtOH 10:1, Rf=0.37) und aus EtOAc um-

kristallisiert.

Farbloser Feststoff 6"
1"'N AN [
CosH23N303 449.5 g/mol |
2" / 4"
Ausbeute: 520 mg (1.2 mmol, 86%). 3 -
HN._Oq 4.0
Schmp: 219-221 °C (EtOAC). . @E
6 4a 3\\\»" "
Reinheit: > 99 % (HPLC-Methode I, A = 254 nm, T
tr = 20.6 min). TN 1 ’;‘\1©5
logD74: 2.0 (HPLC-Methode I1). O 2 &
>
PSA: 76.7 A? (%) trans-24k

IR (ATM, ¥ [cm™]): 3250, 1685, 1627, 1600, 1584, 1536, 1514, 1469, 1417, 1277, 1180,
1036, 828, 802, 750, 737, 699.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 10.63 (s, 1 H, CONH), 8.76 (d, 2.4 Hz, 1 H, 2"-H), 8.29
(dd, 4.7 Hz, 1.4 Hz, 1 H, 4"-H), 8.07 (ddd, 8.3 Hz, 2.4 Hz, 1.4 Hz, 1 H, 6"-H), 8.04 (dd,
7.5Hz, 1.5 Hz, 1 H, 8-H), 7.50 (dt, 7.5 Hz, 1.5 Hz, 1 H, 6-H), 7.45 (dt, 7.5 Hz, 1.0 Hz, 1 H,
7-H), 7.39-7.32 (m, 4 H, 5-H, 3/5-H, 5"-H), 7.28 (d, 7.2 Hz, 2 H, 2'/6'-H), 7.25-7.19 (m,
1H, 4-H), 7.23 (d, 8.7 Hz, 2 H, 2"/6"-H), 6.85 (d, 8.7 Hz, 2 H, 3"/5"-H), 5.53 (br. s, 1 H,
3-H), 4.29 (d, 1.2 Hz, 1 H, 4-H), 3.68 (s, 3 H, C-4"-OCHb).

13C NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 169.6 (CONH), 162.6 (C-1), 158.5 (C-4"), 144.5 (C-4™),
142.7 (C-1), 140.9 (C-2"), 135.2 (C-3"), 133.9 (C-4a), 132.3 (C-6), 131.7 (C-1"), 130.0
(C-8a), 128.6 (2 C, C-3'/5'), 128.1 (C-5), 128.0 (C-7), 127.5 (C-8), 127.4 (2 C, C-2"/6"),
1265 (2 C, C-2'/6"), 126.44 (C-4' oder C-6"), 126.37 (C-4' oder C-6"), 123.7 (C-5"), 113.8
(2 C, C-3"/5"), 64.1 (C-3), 54.9 (C-4"-OCHj3), 51.9 (C-4).
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trans-N-(4,6-Dimethylpyridin-2-yl)-3-(4-methoxyphenyl)-1-oxo-2-phenyl-1,2,3,4-tetrahydro-

isochinolin-4-carboxamid (trans-24l)

Trans-36¢ (300 mg, 0.8 mmol) wurde mit NEt; (110 pL, 0.8 mmol), 2,2,2,-Trichlor-1,1-di-
methylethylchlorformiat (290 mg, 1.2 mmol) und 2-Amino-4,6-dimethylpyridin (195 mg,
1.6 mmol) in CH3CN (10 mL) umgesetzt. Der ausgefallene Feststoff wurde nach 24 h

abfiltriert und aus EtOAc umkristallisiert.

Farbloser Feststoff
C3oH27N303 477.6 g/mol

Ausbeute: 171 mg (0.36 mmol, 45%).
Schmp: 265-267 °C (EtOAC).
Reinheit: 86 % (HPLC-Methode I, A = 254 nm,
tr = 23.8 min).
logD7.4: 3.1 (HPLC-Methode I1).
PSA: 74.7 A? (%) trans-241 ’

IR (ATM, ¥ [cm™]): 3256, 1685, 1637, 1612, 1579, 1542, 1509, 1251, 1215, 1173, 1030,
841, 805, 755, 725, 699.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 10.91 (s, 1 H, CONH), 8.02 (d, 7.0 Hz, 1 H, 8-H), 7.72
(s, 1H, 3"-H), 7.47 (t, 7.0 Hz, 1 H, 6-H), 7.43 (t, 7.0 Hz, 1 H, 7-H), 7.37 (d, 7.0 Hz, 1 H,
5-H), 7.35 (t, 7.6 Hz, 2 H, 3/5-H), 7.28 (d, 7.6 Hz, 2 H, 2/6'-H), 7.26-7.18 (m, 3 H, 4"-H,
2"/6"-H), 6.87-6.77 (m, 3 H, 3"/5"-H, 5"-H), 5.50 (s, 1 H, 3-H), 4.43 (s, 1 H, 4-H), 3.67 (s,
3 H, C-4"-OCHs), 2.38 (s, 3 H, C-6"-CH3), 2.24 (s, 3 H, C-4™-CHy).

13C NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 169.7 (CONH), 162.7 (C-1), 158.4 (C-4"), 156.1 (C-6"),
151.1 (C-2"), 149.2 (C-4™), 142.7 (C-1'), 134.2 (C-4a), 132.2 (C-6), 131.7 (C-1"), 130.0
(C-8a), 128.6 (2 C, C-3'5)), 128.1 (C-5), 127.9 (C-7), 1275 (2C, C-2"/6"), 127.4 (C-8),
126.34 (2 C, C-2/6'), 126.25 (C-4"), 119.8 (C-5"), 113.8 (2 C, C-3"/5"), 111.0 (C-3"), 64.1
(C-3), 54.9 (C-4"-OCHg), 51.4 (C-4), 23.2 (C-6"-CHs), 20.7 (C-4"-CHs).
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trans-N-(6-Methylpyridin-2-yl)-1-oxo-2,3-diphenyl-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-4-

carboxamid (trans-24m)

Trans-36d (300 mg, 0.9 mmol) wurde mit NaHCO3; (75 mg, 0.9 mmol), i-Butylchlorformiat
(195 L, 1.5mmol) und 2-Amino-6-picolin (150 pL, 1.5mmol) in CH3;CN (5 mL)
umgesetzt. Der ausgefallene Feststoff wurde nach 24 h abfiltriert, in Wasser suspendiert und

anschlieBend getrocknet.

Farbloser Feststoff 5
4
|
CasH23N305 433.5 g/mol N
Ausbeute: 311 mg (0.7 mmol, 82%). 2" o
HN__O,. 4
Schmp: 265-266 °C. 5, .
6 a A 3
Reinheit: 95% (HPLC-Methode I, & = 254 nm, IS
tr = 23.3 min). s 1 ';‘\1©5
logD7.4: 2.8 (HPLC-Methode II). O 2 Z4
PSA: 66.4 A? () trans-24m

IR (ATM, ¥ [cm™]): 3279, 1693, 1633, 1603, 1578, 1537, 1492, 1453, 760, 693.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 11.03 (br. s, 1 H, CONH), 8.03 (d, 6.9 Hz, 1 H, 8-H),
7.86 (d, 7.7 Hz, 1 H, 3"-H), 7.66 (t, 7.7 Hz, 1 H, 4"-H), 7.50-7.40 (m, 2 H, 6-H, 7-H), 7.40—
7.31 (m, 5H, 5-H, 3/5-H, 2"/6"-H), 7.31-7.16 (m, 6 H, 2'/6'-H, 4'-H, 3"/5"-H, 4"-H), 6.99 (d,
7.7Hz, 1 H, 5"-H), 5.57 (s, 1 H, 3-H), 4.52 (s, 1 H, 4-H), 2.43 (s, 3 H, C-6"-CHy).

3C NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 169.7 (CONH), 162.8 (C-1), 156.5 (C-6"), 151.1
(C-2"), 142.7 (C-1'), 139.9 (C-1"), 138.5 (C-4"), 134.0 (C-4a), 132.3 (C-6), 130.0 (C-8a),
128.6 (2 C, C-2'/6"), 128.4 (2 C, C-3"/5"), 128.1 (C-5), 127.9 (C-7), 127.4 (C-8 oder C-4"),
127.3 (C-8 oder C-4"), 126.3 (5 C, C-3/5', C-4', C-2"/6"), 118.9 (C-5"), 110.5 (C-3"), 64.6
(C-3), 51.2 (C-4), 23.4 (C-6"-CHs).

trans-2,3-Bis(4-fluorphenyl)-N-(6-methylpyridin-2-yl)-1-oxo0-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-4-
carboxamid (trans-24n)

Trans-36e (500 mg, 1.3 mmol) wurde mit NEt; (185 pL, 1.3 mmol), 2,2,2,-Trichlor-1,1-di-
methylethylchlorformiat (475 mg, 2.0 mmol) und 2-Amino-6-picolin (200 uL, 2.0 mmol) in
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CH3CN (5 mL) umgesetzt. Der ausgefallene Feststoff wurde nach 24 h abfiltriert und

anschlieBend aus CHCI; umkristallisiert.

Farblose Kristalle 5
4
I
C28H21F2N302 469.5 g/mol » N -

: 0 2" .
Ausbeute: 556 mg (1.2 mmol, 90%). HN__O.. 5 o E
Schmp: 275-277 °C (CHCls). P @

6 8 W\
Reinheit: >99% (HPLC-Methode I, A = 254 nm, 4 ! "z
tr = 24.7 min). 7 Zea 1 2\1©\5'
2
logD7.4: 2.9 (HPLC-Methode I1). O »2 A F
PSA: 68.4 A? (#) trans-24n

IR (ATM, ¥ [cm™]): 3284, 1695, 1633, 1601, 1578, 1538, 1507, 1452, 1439, 1212, 1156,
823, 791, 742.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 10.98 (s, 1 H, CONH), 8.02 (dd, 7.4 Hz, 1.6 Hz, 1 H,
8-H), 7.87 (d, 7.9 Hz, 1 H, 3"-H), 7.66 (dt, 7.9 Hz, 1 H, 4"-H), 7.50 (dt, 7.4 Hz, 1.6 Hz, 1 H,
6-H), 7.45 (dt, 7.4 Hz, 1.5 Hz, 1 H, 7-H), 7.41 (dd, 7.4 Hz, 1.5 Hz, 1 H, 5-H), 7.39-7.33 (m,
2 H, 2"/6"-H), 7.33-7.27 (m, 2 H, 2'/6'-H), 7.24-7.16 (m, 2 H, 3/5'-H), 7.15-7.07 (m, 2 H,
3"/5"-H), 6.99 (d, 7.9 Hz, 1 H, 5"-H), 5.58 (s, 1 H, 3-H), 4.46 (s, 1 H, 4-H), 2.43 (s, 3 H,
C-6"-CHs).

3¢ NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 169.7 (CONH), 162.8 (C-1), 161.3 (d, “Jcr = 244.0 Hz,
C-4"), 160.2 (d, Jcr = 243.6 Hz, C-4'), 156.5 (C-6"), 151.9 (C-2"), 138.7 (d, “Jcr = 2.9 Hz,
C-1Y, 138.5 (C-4™), 135.9 (d, *Jcr = 2.8 Hz, C-1"), 133.9 (C-4a), 132.5 (C-6), 129.6 (C-8a),
128.6 (d, Jcr = 8.6 Hz, 2 C, C-2'/6"), 128.4 (d, %Jcr = 8.3 Hz, 2 C, C-2"/6"), 128.1 (C-7),
128.0 (C-5), 127.5 (C-8), 118.9 (C-5"), 115.5 (d, Jcr = 25.0 Hz, 2 C, C-3/5"), 115.3 (d,
2Jce = 24.0 Hz, 2 C, C-3"/5"), 110.5 (C-3"), 63.8 (C-3), 51.1 (C-4), 23.4 (C-6"-CHy).

trans-2,3-Bis(4-chlorphenyl)-N-(6-methylpyridin-2-yl)-1-oxo0-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-

4-carboxamid (trans-240)

Trans-36f (410 mg, 1.0 mmol) wurde mit NEt; (140 pL, 1.0 mmol), 2,2,2,-Trichlor-1,1-di-
methylethylchlorformiat (360 mg, 1.5 mmol) und 2-Amino-6-picolin (150 puL, 1.5 mmol) in
CH3CN (5 mL) umgesetzt. Der ausgefallene Feststoff wurde nach 24 h abfiltriert, in CHCI;
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aufgenommen und mit wassriger Ameisensadure (5%) extrahiert. Die organische Phase wurde
uber wasserfr. Na,SO,4 getrocknet und anschlieRend eingedampft. Der Rickstand wurde aus
EtOAc umkristallisiert.

Farbloser Feststoff 5
6" X 4
C28H21C|2N302 502,4 g/mol |
N _ A3
Ausbeute: 387 mg (0.8 mmol, 77%). 2" -
HN__O4 ~4 . Cl
Schmp: 241-242 °C (EtOAC). : @
6 43 N33 3
Reinheit: > 99% (HPLC-Methode I, & = 254 nm, T
tr = 25.0 min). TN 1 ’;‘\1©i
logD7.4: 3.9 (HPLC-Methode I1). © 2N N
PSA: 66.5 A? (2) trans-240

IR (ATM, ¥ [cm™]): 3238, 1684, 1632, 1604, 1578, 1542, 1508, 1452, 1434, 1035, 825, 789,
743.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 10.99 (s, 1 H, CONH), 8.02 (dd, 7.5 Hz, 1.5 Hz, 1 H,
8-H), 7.85 (d, 7.8 Hz, 1 H, 3"-H), 7.66 (t, 7.8 Hz, 1 H, 4"-H), 7.50 (dt, 7.3 Hz, 1.5 Hz, 1 H,
6-H), 7.47-7.39 (m, 4 H, 5-H, 7-H, 2/6'-H), 7.35 (br. s, 4 H, 2"/6"-H, 3"/5"-H), 7.30 (ddd,
8.8 Hz, 3.0 Hz, 2.1 Hz, 2 H, 3/5'-H), 6.99 (d, 7.8 Hz, 1 H, 5"-H), 5.62 (d, 1.6 Hz, 1 H, 3-H),
4.48 (br. s, 1 H, 4-H), 2.43 (s, 3 H, C-6"-CHa).

3C NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 169.5 (CONH), 162.7 (C-1), 156.5 (C-6"), 151.0
(C-2"), 141.3 (C-1'), 138.7 (C-1"), 138.5 (C-4"), 133.9 (C-4a), 132.6 (C-6), 132.2 (C-4"),
130.7 (C-4"), 129.4 (C-8a), 128.7 (2 C, C-3"/5"), 1285 (2 C, C-2'6"), 128.2 (4 C, C-3/5',
C-2"/6"), 128.13 (C-5 oder C-7), 128.10 (C-5 oder C-7), 127.5 (C-8), 118.9 (C-5"), 110.5
(C-3"), 63.6 (C-3), 50.8 (C-4), 23.4 (C-6"-CHy).

trans-2,3-Bis(3,5-dimethylphenyl)-N-(6-methylpyridin-2-yl)-1-oxo-1,2,3,4-tetrahydroiso-
chinolin-4-carboxamid (trans-24p)

Trans-36g (400 mg, 1.0 mmol) wurde mit NEt; (140 uL, 1.0 mmol), 2,2,2,-Trichlor-1,1-di-
methylethylchlorformiat (360 mg, 1.5 mmol) und 2-Amino-6-picolin (150 puL, 1.5 mmol) in
CH3CN (5 mL) umgesetzt. Der ausgefallene Feststoff wurde nach 14 h abfiltriert, in CHCI3

aufgenommen und mit wassriger Ameisensadure (5%) extrahiert. Die organische Phase wurde
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uber wasserfr. Na,SO, getrocknet und das L&ésungsmittel anschlieend eingedampft. Der

zuriickgebliebene Feststoff wurde aus EtOAc umkristallisiert.

Farbloser Feststoff 5
6" N 4
C32H31N302 489.6 g/mol |
mN_ A3
Ausbeute: 462 mg (0.9 mmol, 94%). 2" 5
HN__O.. 4
Schmp: 281-283 °C (EtOAC). 5 .
4a 3.
Reinheit: 98% (HPLC-Methode I, & = 254 nm, ° R
tr = 25.8 min). INFea NN
8
logD7 4: 4.2 (HPLC-Methode II). o 2 N
PSA: 65.2 A2 () trans-24p

IR (ATM, ¥ [em™]): 3261, 2920, 1692, 1632, 1600, 1578, 1508, 1452, 1153, 852, 781, 731.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 11.06 (s, 1 H, CONH), 8.02—7.98 (m, 1 H, 8-H), 7.86 (d,
7.8 Hz, 1 H, 3"-H), 7.67 (t, 7.8 Hz, 1 H, 4™-H), 7.48-7.39 (m, 2 H, 6-H, 7-H), 7.34-7.30 (m,
1 H, 5-H), 6.99 (d, 7.8 Hz, 1 H, 5"-H), 6.96 (s, 2 H, 2"/6"-H), 6.87 (s, 2 H, 2'/6'-H), 6.85 (s,
1 H, 4-H), 6.81 (s, 1 H, 4"-H), 5.43 (s, 1 H, 3-H), 4.45 (s, 1 H, 4-H), 2.44 (s, 3 H, C-6"-CHs),
2.16 (s, 12 H, C-3'/5'-CHj3, C-3"/5"-CH3).

13C NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 169.7 (CONH), 162.8 (C-1), 156.5 (C-6"), 151.1
(C-2™), 142.6 (C-1), 139.8 (C-1"), 138.5 (C-4"™), 137.6 (2 C, C-3/5' oder C-3"/5"), 137.2
(2C, C-3/5' oder C-3"/5"), 134.0 (C-4a), 132.1 (C-6), 130.4 (C-8a), 128.8 (C-4"), 128.1
(C-5), 127.84 (C-7 oder C-4'), 127.81 (C-7 oder C-4), 127.2 (C-8), 124.03 (2 C, C-2"/6"),
124.00 (2 C, C-2/6"), 118.8 (C-5"), 110.5 (C-3"), 64.8 (C-3), 51.5 (C-4), 23.4 (C-6"-CH3),
20.9 (2 C, C-3"/5"-CH3), 20.7 (2 C, C-3/5'-CHs).

trans-3-(4-Methoxyphenyl)-N-(6-methylpyridin-2-yl)-1-oxo-2-(4-phenoxyphenyl)-1,2,3,4-
tetrahydroisochinolin-4-carboxamid (trans-24q)

Trans-36h (465 mg, 1.0 mmol) wurde mit NEt; (140 pL, 1.0 mmol), 2,2,2,-Trichlor-1,1-di-
methylethylchlorformiat (360 mg, 1.5 mmol) und 2-Amino-6-picolin (150 pL, 1.5 mmol) in
CH3CN (5 mL) umgesetzt. Der ausgefallene Feststoff wurde nach 14 h abfiltriert, in CHCI3

aufgenommen und mit wassriger Ameisenséure (5%) extrahiert. Die organische Phase wurde
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uber wasserfr. Na,SO, getrocknet und das Ldsungsmittel anschlielend eingedampft. Der

Ruckstand wurde aus CHCI; umkristallisiert.

Farbloser Feststoff 5

6" X4
C3s5H29N304 555.6 g/mol N|

o
Ausbeute: 461 mg (0.8 mmol, 83%).
Schmp: 240-242 °C (CHClI5). ©/
Reinheit: > 99% (HPLC-Methode I, & = 254 nm, Y
tr = 25.3 min). AN \©i i@

logD7 4: 4.0 (HPLC-Methode II). O
PSA: 78.0 A? ) trans _24q

IR (ATM, ¥ [ecm™]): 3276, 1682, 1631, 1601, 1578, 1524, 1503, 1454, 1226, 1158, 1032,
839, 790, 745, 691.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 10.98 (s, 1 H, CONH ), 8.02 (dd, 7.5 Hz, 1.5 Hz, 1 H,
8-H), 7.86 (d, 8.0 Hz, 1 H, 3"-H), 7.65 (t, 8.0 Hz, 1 H, 4"-H), 7.51-7.41 (m, 2 H, 6-H, 7-H),
7.41-7.34 (m, 3 H, 5-H, 9/11'-H), 7.27 (ddd, 9.0 Hz, 3.3 Hz, 2.2 Hz, 2 H, 2/6'-H), 7.24 (ddd,
8.8 Hz, 2.9 Hz, 1.8 Hz, 2 H, 2"/6"-H), 7.13 (it, 7.4 Hz, 1.0 Hz, 1 H, 10-H), 7.01-6.96 (m,
5H, 3/5'-H, 8/12"-H, 5"-H), 6.83 (ddd, 8.8 Hz, 2.9 Hz, 1.8 Hz, 2 H, 3"/5"-H), 5.49 (s, 1 H,
3-H), 4.45 (s, 1 H, 4-H), 3.67 (s, 3 H, C-4"-OCHj), 2.43 (s, 3 H, C-6"-CHa).

3C NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 1): 169.8 (CONH), 162.8 (C-1), 158.4 (C-4"), 156.5
(C-6"), 156.4 (C-7'), 154.6 (C-4"), 151.0 (C-2"), 138.5 (C-4"), 137.9 (C-1'), 134.2 (C-4a),
132.2 (C-6), 131.6 (C-1"), 129.9 (3 C, C-8a, C-9Y/11"), 128.2 (C-5), 128.0 (2 C, C-2'/6"), 127.9
(C-7), 127.5 (2 C, C-2"/6"), 127.4 (C-8), 123.4 (C-10"), 118.9 (C-5"), 118.6 (2 C, C-3'/5' oder
C-8/12'), 118.5 (2 C, C-3/5' oder C-8/12'), 113.8 (2 C, C-3"/5"), 110.5 (C-3"), 64.1 (C-3),
54.9 (C-4"-OCHs), 51.4 (C-4), 23.4 (C-6"-CHb).

trans-2,3-Bis(4-hydroxyphenyl)-N-(6-methylpyridin-2-yl)-1-oxo0-1,2,3,4-tetrahydroiso-

chinolin-4-carboxamid (trans-24r)

Zu einer Losung von 1.05¢g (2.0 mmol) trans-24a in abs. CH,Cl, (50 mL) wurden unter
Argon-Atmosphdre bei 0°C langsam 2.3 mL (24 mmol) Bortribromid zugetropft. Die
Reaktionsmischung wurde 24 h bei RT geruhrt, anschliefend durch Zugabe von MeOH (20
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mL) gequenched und weitere 72 h geriihrt. Das organische Losungsmittel wurde entfernt und
der Riickstand saulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, CHCI3/EtOH 10:1, R = 0.33).

Farbloser Feststoff L5
6 N4
|
CogH23N304 465.5 g/mol N
Ausbeute: 575 mg (1.2 mmol, 61%). 2" 5
HN___O,. 4 OH
Schmp: 298-301 °C (Zersetzung). 5 @
6 4a 3\\\-" "
Reinheit: 98% (HPLC-Methode I, A = 254 nm, f Y N
tr = 18.7 min). TN 1 ';‘\1©j
logDs 4: 0.9 (HPLC-Methode 11). O on
PSA: 112.9 A® (£) trans-24r

IR (ATM, ¥ [ecm™]): 3361, 3074, 1697, 1646, 1609, 1579, 1544, 1513, 1460, 1227, 1165,
827, 742.

'H NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 10.93 (s, 1 H, CONH), 9.45 (s, 1 H, C-4'-OH), 9.34 (s,
1 H, C-4"-OH), 8.80 (ddd, 8.8 Hz, 3.3 Hz, 2.1 Hz, 2 H, 2/6-H), 7.99 (dd, 7.3 Hz, 1.6 Hz,
1 H, 8-H), 7.87 (d, 8.1 Hz, 1 H, 3"-H), 7.66 (dd, 8.1 Hz, 7.6 Hz, 1 H, 4™-H), 7.46 (dt, 7.3 Hz,
1.6 Hz, 1 H, 6-H), 7.42 (dt, 7.3 Hz, 1.4 Hz, 1 H, 7-H), 7.36 (dd, 7.2 Hz, 1.4 Hz, 1 H, 5-H),
7.08 (ddd, 8.6 Hz, 3.0 Hz, 1.9 Hz, 2 H, 2"/6"-H), 6.98 (d, 7.6 Hz, 1 H, 5"-H), 6.69 (ddd,
8.8 Hz, 3.3 Hz, 2.1 Hz, 2 H, 3/5"-H), 6.62 (ddd, 8.6 Hz, 3.0 Hz, 1.9 Hz, 2 H, 3"/5"-H), 5.30
(s, 1 H, 3-H), 4.38 (s, 1 H, 4-H), 2.43 (s, 3 H, C-6"-CHa).

3C NMR (DMSO, & [ppm], J [Hz]): 169.9 (CONH), 162.7 (C-1), 156.50 (C-4" oder C-6"),
156.48 (C-4" oder C-6"), 155.7 (C-4'), 151.1 (C-2"), 138.5 (C-4"), 134.17 (C-4a oder C-1'),
134.08 (C-4a oder C-1'), 132.0 (C-6), 130.3 (C-1"), 130.1 (C-8a), 128.1 (C-5), 127.8 (C-7),
127.7 (2 C, C-2/6"), 127.5 (2 C, C-2"/6"), 127.3 (C-8), 118.8 (C-5"), 115.04 (2 C, C-3'/5' oder
C-3"/5"), 114.98 (2 C, C-3/5' oder C-3"/5"), 110.5 (C-3"), 64.7 (C-3), 51.5 (C-4), 23.4
(C-6"-CH).
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10 Lipophiliebestimmung

Probenvorbereitung: Etwa 4 mg der zu testenden Substanz (Referenzverbindung oder
Carboxamid 24a, c-s) wurden in 1 mL DMSO gel6st. 10 puL dieser
Probelésung wurden mit 990 uL der mobilen Phase verdunnt, sodass
eine Endkonzentration von 40 pug/mL vorlag. Vor Applikation wurde

die Probe zentrifugiert.
HPLC-Methode: siehe Kapitel 8.2 (Methode 11)

Probengabe: Es wurde ein VVolumen von 40 pL pro HPLC-Lauf injiziert.

Der Kapazitéatsfaktor k' der untersuchten Substanzen wurde nach folgender Formel aus den

jeweiligen Retentionszeiten (tg) und der Totzeit (to) errechnet.

Auf Basis der literaturbekannten LogP-Werte!**® der Referenzsubstanzen wurden via linearer
Regression die Parameter a und b der Geradengleichung bestimmt, die den Zusammenhang

zwischen Verteilungskoeffizient und Kapazititatsfaktor herstellt.

logP/D = a-logk' + b

Der Verteilungskoeffizient der Carboxamide 24 a, c-s wurde anschlieBend unter Verwendung
der entsprechenden k'-Werte mit Hilfe dieser Gleichung errechnet. Die logD;4-Werte der
Verbindungen 24 a, c-s wurden in vier Chargen ermittelt (Tabelle 28-31) und dabei stets die
die Retentionszeiten der Referenzsubstanzen neu bestimmt. Die Berechnung der logD74-
Werte wurde mit Hilfe der entsprechenden Geradengleichungen durchgefiihrt um Schwan-

kungen auszugleichen, die trotz gleicher Bedingungen entstanden sind.
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# Verbindung tg [min] log k' logP / logD+ 4 Geradengleichung
1 2-Phenylethanol 1.90 -0.38 1.36
2 Benzol 3.13 0.12 2.13
3 Chlorbenzol 4.32 0.35 2.89 y = 2.2544% + 2.0409
4 Toluol 4.49 0.37 2.73 R?=0.98
5 Ethylbenzol 6.25 0.56 3.15
6 Biphenyl 9.35 0.78 4,01
7 Anthracen 16.48 1.05 4.45
8 24a 4.36 0.35 2.83
9 24b 4.72 0.40 2.94
10 24c 3.27 0.16 2.40
11 24d 6.52 0.59 3.36
12 24e 2.23 -0.18 1.64
13 249 6.63 0.59 3.38
14 24h 4.37 0.34 2.81
15 24i 4.31 0.35 2.82
16 24m 4.29 0.33 2.78
17 24r 1.77 -0.49 0.93
Tabelle 28: Retentionszeiten, log k'-, logP- und logD,,-Werte der Referenzsubstanzen und Carbox-
amide 24 (Teil I).
# Verbindung tg [min] log k' logP / logD7 4 Geradengleichung
1 2-Phenylethanol 1.73 -0.51 1.36
2 Benzol 2.74 0.03 2.13
3 Chlorbenzol 3.69 0.25 2.89 y = 2.1901x + 2.2845
4 Toluol 3.82 0.28 2.73 R?=0.97
5 Ethylbenzol 5.22 0.47 3.15
6 Biphenyl 7.55 0.67 4.01
7 Anthracen 13.42 0.96 4.45
8 24f 1.96 -0.30 1.63
Tabelle 29: Retentionszeiten, log k'-, logP- und logD;4-Werte der Referenzsubstanzen und Carbox-

amide 24 (Teil 1I).
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# Verbindung tg [min] log k' logP / logD+ 4 Geradengleichung
1 2-Phenylethanol 1.80 -0.52 1.36
2 Benzol 2.89 0.04 2.13
3 Chlorbenzol 3.94 0.27 2.89
4 Toluol 4.09 0.29 273 y = 2.0966x + 2.2643
R°=0.97
5 Ethylbenzol 5.60 0.49 3.15
6 Biphenyl 8.45 0.71 4,01
7 Anthracen 16.16 1.03 4.45
8 24j 2.20 -0.22 1.81
9 24k 2.37 -0.14 1.98
10 241 4.87 0.41 3.12
Tabelle 30: Retentionszeiten, log k'-, logP- und logD,s-Werte der Referenzsubstanzen und Carbox-
amide 24 (Teil 111).
# Verbindung tr [Min] log k' logP / logD7 4 Geradengleichung
1 2-Phenylethanol 1.71 -0.56 1.36
2 Benzol 2.68 0.01 2.13
3 Chlorbenzol 3.52 0.22 2.89 y = 2.1702x + 2.3584
4 Toluol 3.67 0.25 2.73 R?=0.97
5 Ethylbenzol 4.97 0.44 3.15
6 Biphenyl 7.19 0.64 4.01
7 Anthracen 12.71 0.93 4.45
8 24n 3.78 0.26 291
9 240 791 0.70 3.87
10 24p 11.03 0.86 4.23
11 24q 8.71 0.75 3.98
Tabelle 31: Retentionszeiten, log k'-, logP- und logD;4-Werte der Referenzsubstanzen und Carbox-

amide 24 (Teil IV).
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11 Rontgenstrukturanalyse

Struktur- und Ortsparameter der Rontgenbeugungsanalyse des Ugi-Produkts 26h.

Summenformel

ngHzerClNzOz

CCDC-Nummer
Molekulargewicht [g-mol™]
Messtemperatur [K]
Kristallabmessungen [mm°]
Strahlung, A [A]
Kristallsystem

Raumgruppe

a[A]

b [A]

c[A]

o (°)B () (°)

V [A?]

Z

Berechnete Kristalldichte [Mg-m ]
Absorptionskoeffizient [mm™]
F(000)

Beugungsbereich 0 [°]
Gesammelte Reflexe
Unabhéngige Reflexe
Minimale / Maximale Transmission
Daten / Parameter / restraints
Gutefaktor (GoF)

R-Werte [1>26(1)]

R-Werte (alle Daten)

Maximale / Minimale Restelektronendichte [e-A ]

nicht veroffentlicht

477.82

100(2)

0.16 x 0.12x 0.09

Mok, 0.71073

triklin

P-1

10.2480(12)

10.7009(13)

11.5476(13)

102.054(5), 105.462(5), 102.401(5)
1143.4(2)

2

1.388

1.935

492

1.91-26.73

53810

4818

0.6340/0.7454
4818/266/0

1.051

R =0.0265, wR, = 0.0749
R; =0.0292, wR, = 0.0765
0.453/-0.337
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Struktur- und Ortsparameter der Rontgenbeugungsanalyse des Tetrahydroisochinolinons 25e.

Summenformel C27H32N203
CCDC-Nummer nicht veroffentlicht
Molekulargewicht [g-mol ] 432.55
Messtemperatur [K] 100(2)
Kristallabmessungen [mm?] 0.22x0.15x0.15
Strahlung, A [A] Mok, 0.71073
Kristallsystem orthorhombisch
Raumgruppe Pna2;

a[A] 13.985(6)

b [A] 9.813(5)

c[A] 16.954(8)

a (9).B )y ) 90.0, 90.0, 90.0
V [A?] 2326.6(18)

Z 4

Berechnete Kristalldichte [Mg-m ] 1.235
Absorptionskoeffizient [mm™] 0.080

F(000) 928
Beugungsbereich 0 [°] 2.40-26.94
Gesammelte Reflexe 15033
Unabhéngige Reflexe 4600

Minimale / Maximale Transmission 0.6372/0.7454
Daten / Parameter / restraints 4600/ 300/ 45
Gutefaktor (GoF) 1.049

R-Werte [1>26(1)]
R-Werte (alle Daten)
Maximale / Minimale Restelektronendichte [e-A~]

R1 =0.0602, wR;, = 0.1644
R1=0.0763, wR, = 0.1759
0.865/-0.335
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Struktur- und Ortsparameter der Rontgenbeugungsanalyse des 2,5-Diketopiperazins

trans-35b.

Summenformel Cs2H29N305S
CCDC-Nummer CCDC-910534
Molekulargewicht [g-mol ] 567.64
Messtemperatur [K] 173(2)
Kristallabmessungen [mm?] 0.24 x 0.06 x 0.05
Strahlung, A [A] Mok, 0.71073
Kristallsystem monoklin
Raumgruppe P2:/n (14)

a[A] 5.7974(8)

b [A] 23.460(3)

c[A] 20.101(3)

a (°).B (°),y (°) 90.0, 96.219(3), 90.0
V [A? 2717.8(6)

Z 4

Berechnete Kristalldichte [Mg-m ] 1.387
Absorptionskoeffizient [mm™] 0.168

F(000) 1192
Beugungsbereich 0 [°] 1.74-25.00
Gesammelte Reflexe 20749
Unabhangige Reflexe 4764 [R(int) = 0.0961]
Minimale / Maximale Transmission 0.9609/0.9917
Daten / Parameter / restraints 0961/371/0
Gutefaktor (GoF) 1.096

R-Werte [1>20(1)]
R-Werte (alle Daten)

Maximale / Minimale Restelektronendichte [e-A ]

R1=0.0919, wR, = 0.2218
R1 =0.1359, wR; = 0.2499
0.566 / -0.427
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Struktur- und Ortsparameter der Rontgenbeugungsanalyse des Tetrahydroisochinolinon-

carboxamids trans-24n.

Summenformel

C29H2,Cl3F2N30,

CCDC-Nummer
Molekulargewicht [g-mol ]
Messtemperatur [K]
Kristallabmessungen [mm?]
Strahlung, A [A]
Kristallsystem

Raumgruppe

a[A]

b [A]

c[A]

o (%),p (°)y (°)

V [A?]

Z

Berechnete Kristalldichte [Mg-m ]
Absorptionskoeffizient [mm™]
F(000)

Beugungsbereich 0 [°]
Gesammelte Reflexe
Unabhangige Reflexe
Minimale / Maximale Transmission
Daten / Parameter / restraints
Gutefaktor (GoF)

R-Werte [1>20(1)]

R-Werte (alle Daten)

Maximale / Minimale Restelektronendichte [e-A ]

CCDC-885355
588.85

100(2)
0.27x0.15x0.12
Mok, 0.71073
monoklin

P2i/n

13.2570(17)
14.2765(18)
14.2363(16)

90.0, 95.143(4), 90.0
2683.6(6)

4

1.457

0.389

1208

2.01-26.37

14108

5420
0.6273/0.7454
5420/353/0

1.031

R; =0.0484, wR, = 0.1116
R; =0.0791, wR, = 0.1252
0.422 /-0.439
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