Theoretische und experimentelle Wirkstoffsuche

an den Zielproteinen SARS-Coronavirus-Papain-like-Protease

und Elongin-C

Dissertation
zur Erlangung des naturwissenschatftlichen Doktorgrades

der Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg

vorgelegt von
Apotheker Armin Welker

aus Herzogenaurach

Wirzburg 2013







Eingereicht bei der Fakultat fir Chemie und Pharenam ...............ccccevvvviiiineeee e e

Gutachter der schriftlichen Arbeit
101 = Tod o | (=] ST

2 €10 7= o] 01 (=] SRR

Prifer des offentlichen Promotionskolloquiums
O o 11 = OO PP PPPPPRPP
P 11 =] G TR PPPPPP

I = 1 1 (=) GO RST

Datum des 6ffentlichen PromotionSKoHOQUIUMS e ceoeeeeeeeeiieeeeee e

Doktorurkunde ausgehandigt @m ..........ooioeeeeeeeiii

Die experimentellen Arbeiten der vorliegenden Disg®n wurden in der Zeit von September
2008 bis Januar 2012 am Institut fur Pharmazie uebensmittelchemie der Universitat

Wirzburg angefertigt.



-1V -



meiner Familie



-VI -



- VIl -
Danksagung

Mein ganz besonderer Dank gilt meiner Chefirgau Prof. Tanja Schirmeister fir ihre kollegiale Betreuung, die
interessante Themastellung, die Freiraume bei darlizitung und die Ermdglichung zweier Auslandsathfdte.
Ebenso moéchte ichlerrn Prof. Christoph Sotriffer ganz besonders fur die gastfreundschaftliche Aufreain
seinen Arbeitskreis danken. So bekam ich die Mbgkit, mich zusatzlich in das Gebiet der computstigeten
Wirkstoffsuche einzuarbeiten und an die Aufgabdhstg mit ,anderen Augen* heranzugehen. Danke diicldie

permanente Bereitstellung eines Arbeitsplatzedaistungsfahigem Computer in Deinen Raumen.
AuRerdem verdienen folgende Personen dankende Bangh

Prof. Andrei Yudin und Arbeitskreis fiir den unkomrten und lehrreichen Auslandsaufenthalt am Ghiyn

Department der University of Toronto, Canada.

Prof. Grasso, Prof. Zappala und Arbeitskreis, bdsmnNick, fur den abwechslungsreichen Auslandseloddt an

der Universita di Messina und die kulinarischen htgenisse Siziliens.

Prof. Caroline Kisker, Martin Stempka und Uwe Detfiir die Bereitstellung des Enzyms SARS-Co\*Pund

fuir die Versuche zur Kristallisation.

Prof. Petra Hogger fur die Moglichkeit, meine Thk#d als Assistent in das abwechslungsreiche Faah

klinischen Pharmazie zu legen.

Boris Nowotny, Dr. Bodem und Dr. Kirschner fir di@operation im HIV-Projekt und fir die Testung der

bestellten Substanzen.

Cornelia Heindl und Anna Kucharski fiir die Durchfiihg der fluorimetrischen Assays.

Mein Abzugsnachbar Thomas Schneider fur die stete daune, der produktiven Diskussionen und dem

Nachschub bei Losungsmittel und sauberen Kolben,

Monika Nocker und Martin Sippel fur die Diskussibeseitschaft im Feld der Computerchemie,

Dr. Stefan Ries und Andreas Kesel fir die lehrreicbhemischen Fachgespréache,

Dr. Christian Markl fiir die Synthese von Naphthyesgsigsaureaniliden, einer interessanten Substeszkl die
leider wegen fehlender Aktivitat in dieser Arbediken Platz mehr fand,

Michael Volker fur die Diskussionsfreude im anagti-chemischen Bereich,

Monika Herb und Caroline Schad fur das fleiRigdithg Messen von NMRs in den letzten Jahren, s&aieh
Wehle, Johannes Wiest, Ines Schmidt, Georg Hilterggy und Eberhard Heller fur weitere NMR-Messungen
Thomas Schmidt und Max Rieger fur die ZusammentibeiHIV-Protease-Projekt, welchem in dieser Arbeit

jedoch auch kein Platz eingeraumt werden konnte.



- VIII -

Die ehemaligen Mitglieder des AK Schirmeister, deewaren: Caro, Moni, Verena, Conny, Thomas S. &rii&s
P., Martin St., Markus, Maggie, Matthias, Christiamd Radim, es waren coole Zeiten im alten Phamgabaude
mit dem fensterlosen ,Kafferaum®. Und natirlich eallerzeitigen Mitglieder des AK Schirmeister: Ferdi
Christoph, Hongmei, Simon, Philipp, Steven und 3waes war mit euch allen eine unterhaltsame Zeit!

Die Mitglieder meines Gastarbeitskreises AK SatriffMoni, Martin, Manuel, Michael H., Daniel C., B& S.,
Uli, David, Raphael, Steffen, Thomas W., Benni Magesh, Daniel S. und Sarah. Die Mdglichkeit mitkein
einem Theoretikerarbeitskreis zu sein, hat meirierdaximal abwechslungsreich gestaltet!

Ebenso danke ich meinem super engagierten Klinpfimam aus dem AK Hodgger: Mirjam, Bea, Daniel B.,
Martin H. und Lisa. Danke fir die lustige Zeit. Auein herzliches Dankeschon fir die gemeinsamegédit an
die weiteren Mitgliedern des AK Hoégger: Klaus, Mddelanie, Freddi und Roswitha.

Der Werkstatt unserer Pharmazie mit Herrn WalteaftMas Voélker und Karl Vollmuth fur die stete tedtche
Unterstitzung.

Meine beiden Wabhlpflichtfachstudenten Daniel Sceushd Steffen Uebel fiir ihr herausragendes Engagebei

den angegangenen Projekten.

Ihnen allen gebuhrt mein herzlicher Dank!



-IX -

Inhaltsverzeichnis
ADBKUrZUNGSVEIZEICNNIS ....evviiiiiiieie ettt e e e eee e e e e e e e e e e e e e aeeeeeeeaenne Xl
] ] =T (1 o SRR 1
1. Biologischer HINTEIGIUNG .........coooiiiiiiiiiiimmm ettt e e e e e e e e aaeeeeeeaeeeeeeeeeeneeens 3
1.1. SARS-Projekt: SARS-COV-PI2 alS ZIQIProt@IN. .........couiiiueeiie et eee ettt ettt et 3
1.2. HIV-Projekt: EIongin-C alS ZIeIProtiN ... ... ettt e e e e e e aeeas 7
1.3. Aufgabenstellung der ATDEIL .......... .. e e ettt ettt et e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeaeas 13
2. Computerbasierte Untersuchungen im SARS-Projekt..cc......uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiieiis 15
2.1. Analyse des Ligand-Bindemodus der Struktur 3EQS ... ...ttt 15
2.2, ReliDASE-RECNEICNE ... ..ttt eeeeeeaaaaaeas 18
2.3. BindetaschenanalySe Mt GRID .............uuicemmmmmeererreeteeeeeeeesesis s sies e ereeaaeaeeeessassaasnsssnnrrerresareereeeeeees 20
2.4. Flexibilitdt der Bindetasche und Modelling eineieahativen Loop-Konformation..............ccoveececvvveeneeeenn. 22
A T4 (0 1= L= o 1= 1 o SRS 24
2.5.1. Hintergrund zu DOCKING UNG SCOMNG .....uvviiieiieeeiiiiieiieiii et ee e e e e e e s e e e e s s s eeerreeaaeaeeeese e s s s asennnnsenneeneeees 24
2.5.2. Redocking des Liganden der KristallStrUKLUL .....ccc...veeeeiiiieee e 28
2.5.3. Evaluation von Scoring- und RescoringfUuNKLioN.............uueiiiii e 31
2.5.4. Die Problematik des Scorings — fir virtuelle Sciegprojekte relevante Aspekte ...............oeeemmeeeeeenn. 35
2.5.5. Virtuelles High-Throughput-Screening (VHTS) .. ccauemeeeiieieeee ettt
2.5.6. Substanzauswahl und Testergebnisse im enzymatig&dsay ............cooeveeecnvvvnvinnnennnnn,

2.6. Entwicklung kovalent-irreversibler Inhibitoren niziridin-Baustein

P2 Y o 8 oY= 1= o 5 o =T o SO a7
2.6.2. Inhibitordesign mit Ethylendiamin-SPacer..... oo ioi oo e e e e e e aaeaa e 49
2.6.3. Inhibitordesign mit PiPerazin-SPaCET ...........uuitiiiiiii ittt ee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeas 50
3. Entwicklung und Synthese von Inhibitoren im SARS-POjekKt..........cccoeeiiiiiiiiiiiiiiiiiines 51
3.1. Synthese erster Verbindungen und Struktur-Wirkuag@hungen ............ccueveeeeiieiiieee e 52
3.2. Variationen an der BENZOESAUIE ......... ..o eeeei ettt et e et e e e e e e e e e s e s e naeabbe bt e eeeeeeeeaaaaaaaaaaaaaaans 9.5
3.2.1. SUDSHLULIONEN TN 2-POSITION .. ...t ceeeee ettt e e ettt et e e e e e e e e e e s e e s e s e e nnnnbnbbesaeeeeeeeeaeas 59
3.2.2. Weitere abgeleitete VerbiNAUNGEN .........oo ittt ee e 62
3.3. Variationen am Naphthylethanamin............commeeeeeriemimmmmm e eeeeesss s sssrresreeerrerrerreeseeseeeeeseesnnannnnnnn 68
3.3.1. Nitro- und Aminoderivat am NaphthaliN-GerUSt . e uuiiiiieiiiiiiiiie e 68
3.3.2. Hydroxyderivat am Naphthalin-GerlSt ..........cuuriiiiiiiieeeiiie i e e e e eee e 70
3.3.3. Fluorderivate der SEItENKEIE ... ......... ettt ettt ettt et e e e s e e e e s anbb e e e e s snnbeeeaeeas 72
3.3.4. Hydroxy- und Azidoderivate der SEIENKEIE ...cccaaauiiiiiiiiiiiiiaeeee et 76
I [ 0o (0] [0 L= 17 (TSP PPPPPPTPTN 80

3.5. Naphthylessigsaureamide und 2-Naphth-1-yIpropaRSite .............cueeeeeeiiiiiiieeeesiiimeee e e e s ssrneeeeee e 82



I I D] o] o 1T 1Y/ [ o] o] o F= 1 F= 10 1o 1= 2 PPPPRRRT 87
3.7. TetrahydroChiNOIINAEIIVALE ..............uuitti oottt ettt e e e e e e e e e e e s e aabbebbeeeeeeeeeeaaaaaaaeaeaaaesaaaaannnnes 38

3.8. Sulfonamide

3.9. Isoindoline und davon abgeleitete Amine........

3.9.1. Uberlegungen zur 2-Methyl-Substitution und Moleb@®iDilitat .............ccoevveiieiiieiece e 93
3.9.2. Isoindoline mit verschiedener Methyl-SUbSttUtION............cccciiiiii e 95
3.9.3. Ein 6-Ring-Derivat sowie 4-Fluor-, 4-Chlor- und 3rHoxy-1Soindolinge .............cccoooeiiiiiiiicceeeiiiiiieeee 99
3.9.4. Weitere Isoindoline mit Amino-, Nitro- und HydroX§ubstitution................eeeeeiiiiiiiiiiiiiciicce 102
3.9.5. Struktur-Wirkungsbeziehungen der 1ISOINUOINE . ooooeeeiiiiiiieieee e 105
3.9.6. Vom Isoindolin zum acyclischen, SEKUNAArEN AMIM e .vvevieiieeeeeeeee e e e e e e e e e e e e e 106
3.10Synthese von AZIfIdINAEIIVALEN ..........coiiieeeeee e e e e e e e e e e s ae e e ereeeaaeaeaeeaeseeeaanan 107
4. Enzymkinetik im SARS-PIOJeKt .......coooiiiiie e 111
s O Y 11 ] T (0 T PSR 111
4.2. Biochemische BestimmungSMEtNOUEN........... e e e e e e e e e e e e e e s e e s annnnes 112
G T B 1] (B 1=~ oo PSRRI 113
5. Computerbasierte Wirkstoffsuche im HIV-Projekt............ccccovvriiiiiiiiiiiiiiie e 115
5.1. Auswahl geeigneter ProteiNSIIUKIUIEN ........u ettt ee e e s e e e e e e e e s e e s s st e e e e e eeaaaaeeeeeeesassensnsnnnnnes 115
I 14 (0 1= 1= o £ T= T T o R 117
5.3, SUDSIANZAUSWANI .......eeiiiii et e e e e e e e e e nanees 119
5.4. Testergebnisse UNd DiSKUSSION ............ s e e ettt et e e et e e e e e e e e s e e aaabbe b esseeeeeeeeaaaaaaaaaaaaasaanan 124
6. ZUSAMMENTASSUNG ....utteuiiiiiiieeee e e e e e et ettt eeebtbas s e s s e e e e e e e eeeaeeeeeeeenaneeeeeessssssnnnnns 126
S 101 1010 1= 1Y PSP 130
8. EXperimenteller TeIl........ccoo i e e e e e 134
8.1, ENZYMALISCNET ASSAY .....ttettieiiiiiiiiiiee s ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e s e e aa s beaeeeeeeeeaaaaaaeeaessaaaaaannnebebbnsseeeeeeas 134
8.2. Gerate UN MaterialiEN ... ....eiii ittt s e e e sttt e e e e s et be e e e e e s et raeeeeeeaan 134
R I A\ [ Fo T=T g [=T T8 =34 o T =T o ST 136
8.4. Darstellung der SUDSIANZEN ..........ooo o e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaeeaanan 139
Strukturformelverzeichnis der getesteten Substanzen.............ooovvviiiiiiiiiiin e, 243

(1] VAV 4= 1o 0] LT 247



- Xl -
Abktrzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

Abs. absolut

Ac Acetyl

ACE2 Angiotensin-converting enzyme 2

AU Arbitrary Units

A3G Apobec3G

berticks. bertcksichtigt

ber. berechnet

Bn Benzyl

Boctert-Butoxycarbonyl

CoV Coronavirus

d Tag

DC Dinnschicht-Chromatographie

DCC Dicyclohexylcarbodiimid

DIC Diisopropylcarbodiimid

DIBAL-H Diisobutylaluminiumhydrid

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DTT D/L-Dithiothreitol

ee enantiomeric excess

EloBC Elongin-BC

eq. Aquivalent

Et Ethyl

Et:N Triethylamin

EtOAc Ethylacetat

et al. und andere

exp. experimentell

HAUSP Herpes virus-associated ubiquitin-specifintgase
HBTU 2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethydunium hexafluorophosphat
hCoV-EMC Humanes Coronavirus-Erasmus Medical Center
HCV Hepatitis-C-Virus

HOBT 1-Hydroxybenzotriazol

HTS High throughput screening

HX-MS Hydrogen-Exchange-Mass-Spectrometry

IFN Interferon

InhA Isonicotinséaurehydrazid Enoyl-Acyl-Carrier-Bem-Reduktase
IRF3 Interferon regulatory factor 3

ITC Isothermale Titrationskalorimetrie



- XII -

i. Vak. im Vakuum

J Kopplungskonstante

kat. katalytisch

konz. konzentriert

LC-MS Liquid chromatography mass spectrometry
Me Methyl

MeCN Acetonitril

MM-PBSA Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Sceférea
NBS N-Bromsuccinimid

NMM N-Methylmorpholin

NMR Kernresonanz

NOESY Nuclear-Overhauser-Enhancement-Spectroscopy
nsp Nichtstrukturprotein

Pd/C Palladium auf Aktivkohle

PDB protein database

PLP™ Papain-like-Protease

PPA cyclisches Propylphosphonséaureanhydrid
PPI Protein-Protein-Interaktion

ppm parts per million

THF Tetrahydrofuran
TsOHp-Toluolsulfonsaure

R; Retentionsfaktor

RT Raumtemperatur

S. siehe

SARS Severe acute respiratory syndrome

SC Saulenchromatographie

Sdp. Siedepunkt

Smp. Schmelzpunkt

SOCS Suppressor of cytokine signaling

Tab. Tabelle

tert tertiar

TFA Trifluoressigsaure

THF Tetrahydrofuran

TMSCI Trimethylsilylchlorid

USP Ubiquitin-specific protease

verd. verdinnt

VHTS virtuelles Hochdurchsatz-Screening

Vif Virion infectivity factor

wt Wildtyp

A Deletion



Einleitung

Die vorliegende Dissertation beschreibt die Sudhrpotentiellen Wirkstoffen gegen die Krankheitsger SARS-
Coronavirus und HI-Virus. Allgemein betrachtet kagie Wirkstoffsuche in der Tier- und Pflanzenwedtginnen
und das Ziel bei diesem Ansatz ist, einen wirksamestandteil aus einem Stoffgemisch natirlicherktleft zu
identifizieren und zu isolieren. Ein anderer Ansafmginnt mit einem synthetisch erzeugten Reinstiér; an
lebenden Modellsystemen (z. B. an Krankheitserregeder Organpraparaten) auf pharmakologische Effekt
untersucht wird. Diese erfolgreichen Wege konntewlén letzten 30 Jahren um einen weiteren Ansaeidbert
werden, der auch in dieser Arbeit Anwendung fandb& wird ein molekularbiologisch erforschtes Pirofg. B.
ein Enzym oder Rezeptor) als konkretes ,Angriff8z{gtarget”) fur den zukinftigen Wirkstoff ausgewi. Der
erste Schritt in der Wirkstoffentwicklung (,drug sign“) besteht nun darin, organische Molekiile (driden®) zu
suchen oder mafigeschneidert zu synthetisierendidies Zielprotein ,angreifen” (adressieren), woeureine
Interaktion zu verstehen ist, die zu einer bestiemmFunktionsdnderung des Proteins fihrt. In jumgZt
ermoglichte der zusatzliche Einsatz computerbasidvtethoden eine effizientere Wirkstoffsuche undrkstioff-
Weiterentwicklung. Die Reaktion zwischen Ligand uPibtein kann vorausberechnet werden und dank Rontg
strukturanalyse existieren reale Abbilder der molafen Strukturen.

Ein Blick in die Vergangenheit zeigt, dass auchoscin den Anfédngen der organischen Chemie enzyofetis
Reaktionen umfassend untersucht wurden: Der WigasuChemiker Emil Fischer entdeckte unter anderem d
Einfluss der Stereoisomerie bei Substratmolekilgindée Reaktionsfahigkeit mit Enzymen. Dieser zamdligen
Zeit erstaunliche Fund erweckte in Fischer dasest 1894 beschriebene Bild, dass sich SubstratEnaym
gegenseitig so erganzen, wie es von Schlissel ohibss bekannt ist: Sie missen geometrisch exaktander
passen, um miteinander interagieren und reagierdsanef’.

Inzwischen ist von vielen Enzymen bzw. Proteinenmblekulare, dreidimensionale Struktur bekannt dasl Bild
von Schlissel und Schloss an vielerlei Punkten eigget, um weitere Erklarungen davon abzuleitertziem
bleibt es eine Hilfe zur Veranschaulichung komptexeSachverhalte. Aus einer aufgeklarten Proteiksir ist
damit — Ubertragen ins Schlussel-Schloss-Modelie-génaue Stellung der Stifte des Schlosses dlislthEin
Wirkstoff-Molekil, das die Proteinfunktion blockieg,Inhibitor®), entsprache dann einem Schlissar dich mit
den Stiften des Schlosses so gut verklemmt (oddainget), dass man ihn weder herausziehen noctsdass
damit aufschlief3en kann.

Die computergestiitzte Entwicklung eines solcherdiBskls kdnnte man — um in der Bildersprache zibéfe— als
3D-Puzzle beschreiben. Der zu entwickelnde Schiliresss wie bei einem Puzzle durch rGumliches Dralvesh
Wenden in eine Kavitat des Proteins eingepasst emerétine Substanzbibliothek halt dafur einige Milen
,Puzzle-Sticke" auf Vorrat. AuBerdem kann das ,Rertick” auch selbst entworfen werden, ein nabeleler
Vergleich wére das Feilen eines passenden Schitisgeloch ist man bei der Gestaltung des molekulBealissels
an die Gesetze der Chemie gebunden. Der Computer\kale Molekil-Vorschlage geben, die alle in Hiavitat
passen sollten. Auch kénnen eigene Molekil-ldedorsam Computer auf ,Passgenauigkeit” Gberpriftdea. Die
Schwierigkeit besteht nun darin, ein Molekil zuvgokeln, welches sowohl in die Kavitat passt, alstaméglichst
lange in dieser verweilt. Ein Molekil muss also Puotein-Kavitat (,Bindetasche®) eine méglichst koAffinitat

haben, um eine Wirkung entfalten zu kdnnen. IstRewiein an einem Krankheitsverlauf, oder wie beser Arbeit,
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an der Vermehrung von Viren beteiligt, kann die iBdierung der Proteinfunktion durch Wirkstoff-Mold&lzu

einer Verminderung der Virus-Replikation und daBesserung der Krankheit fiihren.

Die Arbeit lasst sich thematisch in die zwei PrégelSARS und HIV einteilen. Beim SARS-Projekt sallte
Wirkstoffe gegen das SARS-Coronavirus entwickeltrdea, die ihre Wirkung Gber die Inhibition des lém
Enzyms SARS-Coronavirus-Papain-like-Protease aetfal Aus dem HIV-Projekt sollten Leitsubstanzen
hervorgehen, die Uber einen indirekten und in Kafit2 ndher erlauterten Mechanismus ihre Wirkumfpéen.

Im SARS-Projekt griffen die Arbeitsschritte a) dermputergestitzten Wirkstoffsuche, b) die chemisspethese
potentieller Wirkstoffmolekile und c) die biochentie Testung dieser Molekile auf ihre tatséchlichiekiiig,
kontinuierlich ineinander. Beispielsweise wird &nt Computer vielversprechendes Molekil anschiid3m Labor
hergestellt und daraufhin am Protein als wirkunggletestet. Das Testergebnis bestimmt das weitergetien, im
angesprochenen Fall ist die Modellvorstellung vanul&ur und Wirkung zu korrigieren und zukiinftigeoMkile
werden in entsprechend anderer Gestalt hergestellt.

Das erste Kapitel dieser Arbeit beschreibt dendgistchen Hintergrund und die geplante Vorgehengagisden
beiden Projekten SARS und HIV. In Kapitel 2 wirde dforarbeit am Computer und die Wirkstoffsuche rigiehn
Substanzbibliotheken vorgestellt. Kapitel 3 beh#indee computergestitzte Entwicklung eigener Molekiind
deren praparative Synthese, und das 4. Kapiteliteri&die biochemische Testung und Enzymkinetik eEschien
glnstig, die zu den Verbindungen aus Kapitel 2 8rmligehérigen Testergebnisse direkt an entspreehestelle
anzugeben, um sie anschlieRend interpretieren igkditébren zu kénnen. So bleibt dem Leser der Beauglen
zuvor beschriebenen strukturellen Modifikationemagtien. Die Erkenntnisse sind dabei immer als Ergég
bisheriger Struktur-Wirkungsbeziehungen zu versieheben dem priméaren Ziel, ein moglichst affineslékil zu
entwickeln, wurde damit das sekundare Ziel verfaligts Wissen Uber dieses virale Enzym und desseraktion
mit Liganden systematisch zu erweitern. Dartubersnkann die aufgezeigte Diskrepanz zwischen Theami
Praxis zu einem besseren Verstandnis von Protgjadd-Wechselwirkungen beitragen.

Die im HIV-Projekt angestellten Computerarbeitenrdes in Kapitel 5 vorgestellt. Dieses Projekt igilTeiner
Kooperation mit dem Virologischen Institut der Ueisitdt Wirzburg, das die biochemische Testung &n H
infizierten Zellen Gbernahm.

In den Kapiteln 6 und 7 folgt die ZusammenfassuegArbeit in deutscher und englischer Sprache. Albsgend
wird im 8. Kapitel, dem Experimentalteil, auf digrhese und Charakterisierung der Verbindungenegjaggen,

die im Rahmen des SARS-Projekts dargestellt wurden.



1. Biologischer Hintergrund

1.1. SARS-Projekt: SARS-CoV-PLP™ als Zielprotein

Die Krankheit SARS (Severe Acute Respiratory Synipwurde im November 2002 erstmals in der chicésis
Provinz Guangdong beobachtet. Die Ausbreitung gidolasch, und die Erkrankten steckten mittels fotign-
infektion Personen in nachster Néhe an, sodasneso Arzte, Pflegepersonal und Angehérige infizieurden.
Die Symptome reichen von denen einer Influenzaktide bis zu denen einer atypischen Lungenentzigdun
Antibiotika konnten den Krankheitsverlauf nicht ey und der Verdacht fiel schnell auf eine vitaliektion. Im
April 2003 wurde dann von der WHO das neue Coranavals Ursache fiir die Erkankungen besttiddas SARS-
Coronavirus steht seitdem im Mittelpunkt molekulattgischer und medizinisch-chemischer Forschung.
Insgesamt forderte die Epidemie 2002/2003 bei 8i@€8ierten Personen ca. 800 Opfer, die letztereweelten
Krankheitsfalle ereigneten sich im Winter 2003/28l04SARS-CoV-ahnliche Coronaviren lassen sich jedoch
weltweit in Fledermdusen nachweisen, von denenvsignutlich auch initial auf den Menschen oder einen
Zwischenwirt, wie die in China zum Verzehr gehadté&chleichkatze, tibertragen wurlferEine neue Lungen- und
Nierenkrankheit wurde im Juni 2012 bei wenigen étaén im mittleren Osten beobachtet und auf demanigen
Coronavirus hCoV-EMC zuriickgefulfitt Es ist daher von einer bestehenden Bedrohunghdden erneuten

Ausbruch von SARS-like-CoV assoziierten Krankhe#eiszugehen.

Aufbau und Eigenschaften des SARS-Coronavirus

Das SARS-Coronavirus zahlt zur Familie der Corondaée in der Ordnung
Nidovirales. Es ist von einer Membran umhillt, irlehe das S-Glykoprotein
(= Spike-Protein, Molekulargewicht 139 kDa, s. Aldbl) sowie das Membran-
und Hullprotein eingebettet sifid

Das vierte Strukturprotein befindet sich im Inneres ist das Nukleokapsid.

Dieses umgibt das Genom des Virus, eine ca. 3(BaB@n lange, einzelstrdngige

+RNA. Das Genom kodiert die angesprochenen vieuk8trproteine, acht | 100 nm |

akzessorische Proteine (unterstiutzen Replikatishewh6hen Pathogenitat) und 18, 1.1 Skizziertes Coronavirus:
Nichtstrukturproteine, die sog. ,Replikaseprodulfte'Die weitgehend unklarenDas groke Spike-Protein erscheint im

Elektronenmikroskop als Corona.
Funktionen der akzessorischen Proteine werden vaBride und Fielding!

diskutiert: Uber verschiedene Mechanismen erhohlenesmutlich die Replikation und Pathogenitét dien.

Die Infektion von Pneumocyten oder Enterozyten iegimit dem Anheften des Spike-Proteins an ABERach
Aufnahme des Virus in das Cytosol werden durch 3letion der viralen +ssRNA an Ribosomen die beiden
Replikase-Polyproteine ppla und pplab erzeugt.nDaefinden sich zwei Proteasen, die Main-Proteamsk die
Papain-like-Protease (im Unterschied zu anderepr@stren besitzt das SARS-CoV nur eine statt zvapiah-like-
Proteasen), und diese setzen durch proteolytifetazessieren des viralen Polyproteins die 16 Nigksirproteine
nspl bis nspl6 frei. Diese Nichtstrukturproteindnan sich auf Vesikeln an und bilden damit dielgif@eplikase
(RNA-Polymerase, bzw. ,Replikase-Komplex). So widie Replikation groRer Mengen viraler +ssRNA

ermdglicht. Translatierte Nukleokapsid-Proteineetagsich dann mit der viralen +ssRNA zusammen, fipreren



eine Membran (,Budding®) im Bereich des Pra-Golgiler Golgi-Apparats und erhalten dabei ihre Hils. Golgi-

Vesikel werden die neuen Viren dann aus der ZeitgjeschleuSt.

Die beiden Proteasen Main-Proteas€"{Mund Papain-like-Protease (Pl nehmen folglich eine Schliisselrolle zur
Replikation des SARS-CoV ein und sind damit potdigi Zielproteine zur Entwicklung antiviraler Witkéfe
(,drug targets”). Erwéhnt sei auch nsp13, die wrhlelicase: Sie trennt doppelstrangige RNA und wiudh als

potentielles ,drug target* angeseféhn

Das SARS-Coronavirus ist fir ein umhilltes Virudatie widerstandsfahig, einige Antiseptika zeigan der
Ublichen Verdinnung keine Wirkung, und Viren bleibe eiwei3haltigen Medien wie Sputum uber 96 S&md

infektiod™". Damit ist neben der Tropfcheninfektion auch diérSierinfektion als Ubertragungsweg wahrscheinlich.

Therapie

Die Behandlung der SARS-Patienten erfolgte 2002Z320@uptsachlich symptomatisch: Fiebersenkung und
kiinstliche Beatmung stabilisierten die intensivmadéch betreuten Patienten. Therapieversuche mitbivtika,
Interferon-alpha, HIV-Protease-Inhibitoren, Ribaviund Glucocorticoiden wurden unternommen, derarkiig

war jedoch fragwirdig und im Nachhinein betrachtmim Teil sogar schéadlich (v.a. Ribavirin und
Glucocorticoide}?. Die Begrenzung der Epidemie konnte schlieRlich surch besondere VorsichtsmaBnahmen

beim Pflegepersonal und durch strikte Quarantéee \derdachtsfalle erreicht werden.

Im Rahmen einer Impfstoffentwicklung ist es bisgelungen, gegen das SARS-CoV-Spike-Protein im Madsth
Antikorper hervorzurufen: Sowohl transgene Tomatemd Tabakpflanzen, welche das Spike-Protein prieden,
fiihrten nach oraler Aufnahme zur Antikérperprodoif], als auch die sublinguale Verbarbreichung rekoenttier

Adenoviren, denen das Gen fiir das Spike-Proteieféiggwurd&*.

Die Enwicklung von antiviralen Wirkstoffen ist fidie viralen Zielproteine HelicaSd, Main-Proteas” und
Papain-like-Protea8é*8%20:2lin der Literatur beschrieben. Abbildung 1-2 gitrteeUbersicht tiber die publizierten
Inhibitoren der SARS-CoV-Papain-like-Protease. $ghe Cysteinprotease-Inhibitoren (E64, Cystatinypeptin,

u.a.) zeigen dagegen keine Hemmwirkéfg

NH, 0
6-Thioguanin Hirsutenon
1C5o=5 uM IC5p=4 pM 1C5,=0.46 uM 1C5,=0.32 uM
ECs5o=6 uM ECs50=9.1 uM

Abb. 1-2: Inhibitoren der SARS-CoV-PE Abgebildet ist jeweils der affinste Vertreter remi Substanzklasse: Thiopurine, Diarylheptanoide,
Benzamide, Piperidincarboxamide. Die antiviraleiikit (ECsg) wurde an Vero-E6-Zellen nach Infektion durch SAR&V-Urbani bestimmt.



Eigenschaften und Funktionen der SARS-CoV-P°

Die Papain-like-Protease des SARS-Coronavirusiig €ysteinprotease und gehort dem Clan CA an.idaeth
werden alle Papain-dhnlich gefalteten Cysteinpesteausammengefasst und weiter in Familien unestetf?®!. In
der Familie C1, der sogenannten ,Papain-Familigitldt sich das au€arica papayaisolierbare Papain wieder,
sowie die Cathepsine (aul3er Cathepsin D) und eifiigeParasiten relevante Cysteinproteasen wie [palti
(Plasmodium falciparujn Rhodesainrypanosoma bruckiund Cruzipain Trypanosoma crugi Zur Familie C16
z&hlt die SARS-CoV-PI°, sowie etwa 40 weitere Papain-like-Proteasen vmre@n Coronaviréfd. Diese sind als
Endopeptidasen an der Prozessierung des viralgpitdins beteiligt. Weiterhin ist in diesem Zusaeminang noch
Familie C19 erwahnenswert, zu dieser gehéren ibéuéane Ubiquitinhydrolasen, wie beispielsweis@W$uch
JHAUSP* genanntf. Die SARS-CoV-Papain-like-Protease hat ebenfalie wie USPs deubiquitinierende
Aktivitat®™ und ist diesen in der Faltung &hnlich (ein soggBibereich bildet die Ubiquitin-Bindedoméne), obiwo
diese Proteasen nur eine geringe Sequenz-Ahnlichésitzen.

Eine Veranschaulichung der Papain-ahnlichen Faligibg Abbildung 1-3 links; dort wurden die drei émnten
parasitaren Cysteinproteasen uberlagert, die inigé&ibrauch Cathepsin-L-&hnlich sind. Die katalytéescfriade
besteht bei diesen aus Cystein, Histidin und AgparaRechts ist die 35 kDa schwere SARS-Co\'Phbgebildet,
bei ihr wird die katalytische Triade von Cystein2]1 Histidin-273 und Asparaginsaure-287 gebildet.

7

\ Papain-dhnliche
Faltung

Ubiquitin-dhnliche
Doméne

Ubiquitin-Bindedoméne

Abb. 1-3: Links: Uberlagerung von Falcipain, Rhadesind Cruzipain. Rechts: SARS-CoV-Papain-liket®ase (Struktur 3E9S mit Inhibitor).

Bei der SARS-CoV-PE° liegt das katalytisch aktive Cystein-112 prakatabh mit Histidin-273 als lonenpaar
vor??. Das peptidische Substrat wird im ersten Scheith\Cystein-Thiolat nukleophil angegriffen. Es btldeh ein
tetraedrischer Ubergangszustand mit Oxyanion, deh Mbgang des neuen N-Terminus)(Bas vom C-Terminus

(R,) acylierte Enzym ergibt. Hydrolyse des Thioessatzt den C-Terminus frei und regeneriert das EF2ym

)
R %’g
° HN 4 I\NJ\RZ 5 o /\( R, O<_R
o [0) \ AN H HN HN\?N\\ @\ O@ - (R)NH, Y 2
\\.-THI » —_ H\N _— S
0 @ o - d R2 - P ——

S [ rs Ry WJ:

|

Schema 1-1: Katalytischer Mechanismus von Papaifiiien Proteasen mit katalytischer Triade. Digtelhminoséure kann Asn oder Asp sein.

o nnnn +H,0
| i - (R2)COC§H
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Die Hauptfunktioff! der SARS-CoV-PY° ist die Spaltung des viralen Polyproteins an delyehden drei
Schnittstellen: nsphsp2 nsp3 nsp4. Dabei befindet sich die Protease selbst lratierdes 213 kDa nsp3-
Replikaseprodukts, von dort aus erkennt die Preteas Motif LXGG und schneidet nach diesem, am Belis
nsplnsp2:1,LNGG|AVT 155 Das Polyprotein lagert sich dazu vor der Spaltoniigseiner Erkennungssequenz an
die Enzymoberflache an (vgl. Schliissel-Schlosszitrjnund geht dabei glinstige Wechselwirkungen (bgtile,
lipophile, ionische) mit dem Protein ein. Oft isterd Anlagerungsbereich eine konkave Furche auf der
Proteinoberflache und wird als ,active site cldfézeichnet.

Am aktiven Zentrum (Cystein-112) findet die Pepjidiolyse statt (s. Abb. 1-4). In der Terminologiach
Schechter und Berd®? werden ausgehend von der Schnittstelle die Amimeséder Peptidsequenz mit P1, P2,
usw. (Richtung N-Terminus) und P1’, P2’, usw (Rigiy C-Terminus) bezeichnet. Die komplementéren iBeee
des Proteins werden als Substrathbindetaschen beetiand entsprechend mit S1, S2, usw. durchnuremebie

Substrat-Spaltung erfolgt dann wie zuvor erlauderch das aktive Zentrum.

Cacivesic” |
Abb. 1-4: Terminologie nach Schechter und Berger

Auf der Suche nach weiteren Funktionen der SARS-Bayain-like-Protease wurde deren hohe Deubiqsiina
Aktivitat naher charakterisiéft?®. Bis heute lieR sich jedoch kein zelluldres Suabstinden, das von der PE
deubiquitiniert wird. Nachdem jedoch polyubiquigrte Proteine dem Proteasom zugefuhrt werden, wdiele
Theorie aufgestellt, dass die PLden viralen Replikase-Komplex dadurch schiutzemtdinindem sie diesen bei
eventueller Ubiquitinierung wieder deubiquitini&t Dafiir spricht der Umstand, dass nsp3 (beinhdieeP1"™) als
membranstandiges Protein sich in der Nahe odedemifselben Vesikeln befindet, auf denen auch defikRse-
Komplex ist. AuBerdem wurde von Alvarez ef*8idie Colokalisation von nsp3 und Hiuillprotein E ieripukledren
Bereich sowie deren direkte Interaktion nachgewieblach Alvarez et al. ergibt sich damit die mdgdid-unktion,
dass nsp3 das Hullprotein einfangt und in die Ndbe Replikase-Komplexes transportiert. Weiterhindias
Hullprotein auch in ubiquitinierter Form beobachtedrden, sodass eine Aufgabe der’Plsein konnte, dieses
Ubiquitin wieder abzuspalten. Diese Uberlegungemdae jedoch von Alvarez et al. damit relativiergsd das
Hullprotein E fiir die Infektivitat des Virus nichtlevant ist.

Eine weitere Beobachtung bei SARS-CoV-infiziertegll@h ist die Unterdriickung einer Interferon-Antivddas
SARS-Coronavirus kodiert mindestens 7 Interferotagonistische Gene, wobei auch nsp3 an der IFN+88pion
beteiligt ist, indem es entweder die AktivierungniiRF3 oder dessen Signalweg antagoni&terbie Ubiquitin-
ahnliche Doméane der PP (s. Abb. 1-3) scheint dafiir mitverantwortlich &irs obwohl sie alleine nicht dazu in der
Lage ist. Die katalytische Aktivitat der Pt ist dabei zur IFN-Suppression nicht nétig, da @itl2A-Mutante
ebenso die IFN-Antwort unterdriickt. Einzelne Mudatianderer Aminosauren (D287A, W94A) fuhren hingege
zum Verlust der IFN-antagonistischen Aktivitdt— in diesen Fallen wird vermutlich die Tertiar&ur der PIP

durch die Mutation verandert, sodass entscheiddhdéein-Protein-Kontakte nicht zustande kommen. é¥eu
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Untersuchungen von Sun et®l.konnten zeigen, dass die Interaktion zwischen SERS-PL"° und dem STING-
Protein (Simulator of Irterferon_Gnes) eine bedeutende Rolle spielt: STING ist anEtkennung viraler RNA
beteiligt, bei der Aktivierung von STING dimerisiars und wird ubiquitiniert. Im Komplex mit weiteréroteinen
wird daraufhin der Transkriptionsfaktor IRF3 akéikt, der die IFN-Antwort ausldst. Eine direkte hatetion
zwischen PP und STING ist wahrscheinlich, nachdem Immunopriégijon von STING (getagged mit Flag) die
PLP™ coprazipitiert und auch mittels Konfokalmikroskepileren intrazellulare Colokalisation gezeigt wkfHe
Durch die PP/STING-Interaktion soll die Aktivierung von STINQdekiert sein, sodass IRF3 nicht aktiviert wird
und damit die IFN-Antwort nicht ausgelost wird. liefern die katalytische Aktivitat der PP bei der Blockade der
STING-Dimerisierung und/oder STING-Ubiquitinierubgnétigt wird, ist noch nicht widerspruchsfrei gekl

1.2. HIV-Projekt: Elongin-C als Zielprotein

Das HI-Virus fihrt bei infizierten Personen naclmegi oft mehrjahrigen Inkubationszeit zu einem Ve&riuon
Immunabwehrzellen (CD4-T-Helferzellen). Das schveickverdende Immunsystem kann ab etwa 200 CDA4-
Helferzellen pro Mikroliter opportunistische Krarditserreger nicht mehr ausreichend abwefifamd man spricht
vom erworbenen Immundefizienzsyndrom (AIDS). DerDA&}Patient stirbt letztlich an den sich ungehindert
vermehrenden Krankheitserregern der Sekundarinfiekti

Nach Schatzung des RK{ lebten Ende 2012 in Deutschland rund 78.000 Hifizierte (63.000 Manner, 15.000
Frauen und 200 Kinder). Im Jahr 2012 steckten 3i400 Menschen neu an und 550 verstarben. Welbg&iachtet
liegt die HIV-Pravalenz jedoch bei etwa 0189 Zu den Pandemie-Regionen mit hoher Pravalenz J>zi#tlen die
afrikanischen Lénder sudlich der Sahara, die Klatiid Russland.

Trotz intensiver Forschung wurde noch keine Therggifunden, die den HIV-Patienten vollstdndig vorvius

befreit und damit heilt.

Aufbau und Eigenschaften des Humanen Immundefizien¥irus

Viruskapsid ) )
Das HI-Virus ist wie das SARS-Coronavirus ein RNAwWg, gehdrt jedoch der o . Matrixproteine

Familie der Retroviridae an (Gattunhgntivirug. Aus der Virus-Hullmembran
ragen einige wenige Spikes hefaligvgl. Abb. 1-5). Ein Spike besteht aus dre
Molekilen Oberflachen-Glykoprotein gp120 und drearismembran-Molekilen

gp41. Weiterhin sind in die Hullmembran Proteins #éirts eingelagert und an

der Innenseite befinden sich Matrixprotéifle 4
) Wirtsproteine

Im Virus-Innern befinden sich weitere Wirtsproteirdie HIV-Protease (eine 100 nm
| J

Aspartat-Protease) und das keulenférmige Viruskipddas Viruskapsid

Abb. 1-5: Skizziertes HI-Virus
beinhaltet akzessorische Proteine, die ReversesKiigtase, die Integrase und
zwei Kopien des 9.200 Basen langen +ssRNA Genossszdert mit dem Nukleokapsid-Protein. Das Virusma
kodiert die drei lentiviralen Hauptgene Gag, Pod uenv, sowie regulatorische Gene (Tat, Rev) undeGkn
akzessorische Proteine (Nef, Vif, Vpr, Vpu und V)
In der menschlichen Population sind zwei verschied&rten HI-Viren verbreitet: HIV-1 und HIV-2. Dieskénnen
weiter in Subgruppen und Subtypen untergliedertdeey die verschiedene Pravalenzen je nach Regidn un

Patientengruppe aufweis&h
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Das HI-Virus beféllt CD4-positive Zellen (dies sinabr allem T-Helferzellen und Monocyten), der Zgdteitt
(Fusion) wird durch die Interaktion mit dem viralgp120 und dem zellmembranstéandigen CD4-Proteirdgliomt,
und die virale Membran verschmilzt mit der zellefdr Die +ssSRNA der Retroviren wird nicht wie beirmalen
RNA-Viren von Ribosomen translatiert, sondern mumsidachst von der Reversen Transkriptase in DNA
umgeschrieben werden, die dann von der viralemtase in das menschliche Genom integriert wird.iBtiegrierte
DNA (,Provirus®) wird im Zellkern zu mRNA transkribrt und diese von Ribosomen im Cytosol zu viralen
Vorlauferproteinen translatiert. Die Vorlauferpriot lagern sich mit den anderen, am Virus-Aufbateibgten
Proteinen zusammen und bilden unreife Virione. R&fung geschieht durch das Zusammenspiel von eahkn
Proteinen, unter anderem prozessiert die HIV-Psatetabei die viralen Vorlauferproteine. Morpholebischniren
sich die Viruspartikel wahrenddessen von der Zeihimen ab und gelangen als infektiése Partikel int-Blind
LymphbahH?.

Die Mutationsfahigkeit der HI-Viren geht hauptsachl auf die hohe Fehlerrate (1:10.000) der Reversen
Transkriptase zuriick, sodass die Viren einer besoijten Evolution unterliegéf. Die Umweltstabilitat des HI-
Virus ist ausgesprochen hoch, kontaminiertes ,Sipeisteck” bleibt ein bis zwei Monate infektf8s kann aber

durch Spiilen mit Isopropanol (70% V/V) oder 0.5%iljatriumhypochlorit-Losung sicher desinfiziert wateri*?..

Therapie

Man erhofft sich von einem wirksamen Impfstoff digroRte Erfolgschance auf Heilung, doch die

Impfstoffentwicklung scheitert seit der Entdeckutes Virus an dessen hoher Wandlungsfahiffféeit

Dagegen wurden bereits zahlreiche niedermolekWedidstoffe gegen Zielstrukturen des Virus entwitkahd
werden zur medikamentésen Langzeittherapie eingesetin Wirkstoff ist jedoch in der Lage, die Vaneplikation
vollstandig zu verhindern. Hinzu kommt, dass befa#l CD4-Zellen das virale Genom als Provirus ieriiDNA
tragen und damit ein Reservoir darstellen, dastmigtiels Wirkstoffen erreicht werden kann. Eineddicht tiber

verschiedene, antiretrovirale Wirkstoffe gibt Alolihg 1-6.

2. 0 3.
0
HO N0 = I N
[:O: \N/ 2 -

CONH,

N;
Enfuvirtid (36 Aminoséuren) Zidovudin Nevirapin
(Fusionsinhibitor) (NRTI) (NNRTTI)
4. HO 0 S.
/ N
NH N=
NH
O
1,“
NQ(O
Raltegravir Lopinavir
(Integraseinhibitor) (HIV-Protease-Inhibitor)

Abb. 1-6: Auswahl zugelassener, antiretroviralerRatoffe
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Die Einteilung der Wirkstoffe erfolgt durch ihren ilkkmechanismus. So verhindern Fusionsinhibitorers da
Verschmelzen von Virus- und Wirtszellmembran, indsi@ die rezeptorvermittelte Anlagerung von Virusdu
Wirtszelle blockieren. Nukleosidische Reverse Tkapsase-Inhibitoren (NRTI) werden nach dreifacher
Phosphorylierung als falsche DNA-Bausteine in dagerse Transkript eingebaut und unterbrechen dieRe
Transkriptase-Reaktion. Ein anderer Mechanismuyg tlen nichtnukleosidischen Reverse Transkriptakésitoren
(NNRTI) zugrunde: Sie binden alloster an die Rewefsanskriptase und hemmen dadurch die enzymatische
Aktivitat. Das Enzym HIV-Integrase wird von Integenhibitoren gehemmt, sodass diese Wirkstoffdrdegration

des reversen Transkripts in die menschliche DNAhimglern. SchlieRlich binden HIV-Protease-Inhibitorals
Ubergangszustandsmimetika am aktiven Zentrum d&f-Ptbtease und verhindern so die Prozessierundevira

Vorlauferprotein&®.

Der HIV-Protease-Inhibitor Ritonavir wird au3erdémgeringer Dosis (100 mg) als ,Booster” eingese®ssen
starke Cytochrom P450 3A4-Hemmung verstarkt diekWig anderer, gleichzeitig verbreichter HIV-Proteas
Inihibitoren, da deren Elimination durch die CYP3Aémmung deutlich verlangsamt wit¥

Die Ubliche Langzeittherapie ist die HAART ighly Active Antiretroviral Therapy). Bei ihr werden mehrere
antiretrovirale Wirkstoffe kombiniert, beispielswei zwei nukleosidische Reverse Transkriptase-ldndn (2x
NRTI) und ein HIV-Protease-Inhibitor (PI). Die Vslast wird dadurch tber lange Zeit unter die Débdakigrenze
gesenkt und somit die Zerstérung des Immunsystemsviele Jahre aufgeschoben. Gleichzeitig wird die

Resistenzentwicklung der Viren verlangsfht
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Elongin-C: Ein neuer Ansatz

Das HI-Virus nutzt mehrere Mdglichkeiten, um demmmsystem zu entkommen (,immune evasion“). Die hohe
Mutationsfahigkeit (Variation der viralen Epitopehd die stark glykosylierten Proteine (,glycan &tfié™) der
Lipidhille z&hlen dabei zu den bedeutendsten Meth&4

Eines der zellularen Viren-Abwehrsysteme ist dasolge3G-EnzyM® (A3G): Es wird mit in den Virus
inkorporiert und editiert in diesem bei der reverSganskription auf dem erzeugten —ssDNA-Strango€int zu
Uracil (Desaminierung). Als Folge wird entweder dimle —ssDNA abgebaut, oder bei der SyntheserdsBNA-
Strangs die Mutation &> A realisiert. AuBerdem wird eine direkte Blockatkr Reversen Transkriptase durch A3G
diskutiert. HIV-1 hat jedoch einen Mechanismus eckeit, um der ,Hypermutation“ durch A3G zu entgah®as
HIV-1 Vif-Protein (,Virion Infectivity Factor*, ein strukturell ungeordnetes Prof&lmit 192 Aminosauren) fiihrt
A3G an den E3-Komplex des Ubiquitin-Pathways, A3@dwon diesem polyubiquitiniert und damit fir den

proteasomalen Abbau markiert:

A3G

E3-Ligase-Komplex

| beabsichtigte Zielstruktur !
1 zur Wirkstoffentwicklung |

Schema 1-2: HIV-1 Vif schleust A3G in den Ubiquitdathway ein. (In Anlehnung an Bergeron €.

Als mogliche Zielstrukturen zur Entwicklung einededermolekularen Protein-Protein-Interaktionsintats
kommen damit nach Schema 1-2 die ProteinkontakteGadlin5/EloC, EloC/Vif, und Vif/A3G in Frage. Bgeron
et al®™ beschreiben einen weiteren Kontakt zwischen ElaB dem PPLP-Motif von Vif (Untersuchung mittels
*N-NMR), der nur zur Rekrutierung von Cullin5 einelR spielt, zur Ausbildung des EloBC/Vif-Komplexaber
abkémmlich ist: DieAPLP-Mutante von Vif bleibt bei Gelfiltration an B& gebunden und bindet auRerdem mit
gleicher Affinitat an EloBC, wie Wildtyp-Vif.

Prinzipiell wéare ein Ligand vielversprechend, deir wie Ausbildung der Tertidrstruktur von Vif stoghne die
anderen Proteinkontakte zu behindern. Nachteilradivekten Adressierung von Vif ist allerdings, slagrmutlich
das Virus durch geeignete Punktmutation in Vif définkstoff ausweichen wird (Resistenzentwicklungi Bn den
humanen Proteinen angreifender Wirkstoff kann dagedcht durch Punktmutation in Vif umgangen werdeEnsei
denn, die Affinitat von Vif lieBe sich noch durchukdtion steigern und der Wirkstoff wiirde kompetiterdrangt.

Von den angesprochenen Proteinkontakten ist strelktour der EloBC/Vifs0.1ssKomplex bekannt (Stanley et
alPY Struktur 3DCG), daher wurde der Proteinkontaktiseen Elongin-C und der BC-Box von Vif zur
strukturbasierten Wirkstoffentwicklung ausgewatdt Schema 1-2 und Kapitel 5). Ein Inhibitor diegeotein-
Protein-Interaktion sollte auf der Oberflache desnanen Elongin-C binden und es damit blockieredass der
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Vif/A3G-Komplex nicht mehr mit dem E3-Ligase-Kompglein Verbindung treten kann und folglich keine
Ubiquitinierung von A3G stattfindet.

Neben einer Serie von Zink-Chelatoren sind bishei Gubstanzklassen bekanfit>* die iiber verschiedene
Mechanismen die Konzentration von A3G in Vif-expiemenden Zellen aufrechterhalten (s. Abb. 1-7). RNrF18,
IMB-26 und IMB-35 wird eine Storung der A3G-Vif-Weselwirkung oder eine Herunterregulation von Vif
diskutiert. Nach Untersuchungen des Virologischastiluts Wurzburg (B. Nowotny) konnte fir RN-18 ikei
selektiver Wirkmechanismus tber A3G/Vif festgestelérden und die Verbindungen IMB-26 und IMB-35 degin
als toxisch charakterisiert (Daten bisher unveriiffeht). Die 2012 verdffentlichte Verbindung VECsbIl dagegen
die Protein-Protein-Interaktion zwischen EIoBC umdf inhibieren und neben erhdohten A3G- und Vif-

Konzentrationen wurde als therapierelevanter Effeikth die Infektivitat des HI-Virus durch VEC-5 gekt.

RN-18 X =NH: IMB-35
X=0: IMB-26

Abb. 1-7: Literaturbekannte Substanzen mit Vif-gotaistischer Aktivitat

Kurzlich publizierten Monajemi et & einen Artikel, in welchem sie die antiretrovirafeinktion von A3G
bezweifeln: Zwar filhre Vif-Defizienz bei gleichzgiér Uberexpression von A3G zu lethaler Hypermatatim
retroviralen Genom, bei normaler A3G Expressioneseijedoch unklar, inwiefern A3G tatsachlich amtoeiral
wirkt, oder durch moderate Mutation die Anpassualygfkeit der Viren erhdht. Weiterhin senkt die ¥ikpression
nicht die A3G-Aktivitat vollstandig ab, sondern eugt einen A3G-Level mit ca. einem Enzym pro Vir8smit
wird den Viren neben der fehlerbehafteten revefisamskription ein weiterer Mechanismus zur Mutatéiffnet.
Daher schreiben Monajemi et al. Vif eine regulatoiie Funktion zu, die es erlaubt, den A3G-Levetissteuern,
dass er der Virenvermehrung am besten dient. EleseBeispiel dazu liefert die Beobachtung von K2R2H-
Mutanten, die bei therapieresistenten HI-Viren Baienten nachgewiesen wurden. Die Vif-K22H-Mutadmsitzt
niedrigere Aktivitat hinsichtlich des A3G-Abbaus dunwurde vermutlich unter dem Selektionsdruck der
Arzneistofftherapie vom Virus evolviert, um durclesgeigerte A3G-Inkorporation die Mutations- und dam
Anpassungsfahigkeit zu erhof&h

Aus diesen Uberlegungen heraus kann nicht vorhaggesverden, welche Auswirkung ein Elongin-C-
Interaktionsinhibitor schlielich auf den HIV-1-Rigationszyklus haben wirde. Doch unabhangig vom
urspringlichen Gedanken, einen Wirkstoff gegen HIVzu entwickeln, stellt Elongin-C ein interessantes
,<drug target” dar: Ein zellularer Bindepartner vlatongin-C sind die sog. SOCS-Proteinaigfressor OCytokine
Signalling), die an der Unterdriickung einer durchtdBine ausgeltésten inflammatorischen Antwort (bspw.
Interferone, Interleukine) beteiligt sind. Ein Maeiismus der SOCS-Proteine ist dabei, den von Qytakiivierten
JAK/STAT-Rezeptor-Komplex dem proteasomalen Abbaamufiihren. Diesen Mechanismus der SOCS-Proteine

kénnte man mit einem Elongin-C-Inhibitor blockierefuch hier besteht das Potenzial zur antiviralemkuhg:
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Akhtar und Benvenist® fassen in ihrer Ubersichtsarbeit zusammen, weldhen eine Induktion von SOCS1-3
auslosen, um damit die zellulére Interferonantwartinterdriicken (bspw. HCV, HIV-1, Influenza).

Eine Uberexpression von Elongin-C wurde von Pordkal®” bei Prostata- und Brustkrebszellen festgestetibei
die pathobiochemische Beteiligung von Elongin-Choaoklar ist.

Cai et al®® fanden tber das beim Kaposi-Sarcom stark exprienieANA-1 heraus, dass LANA-1 an Elongin-C
und an die Tumorsuppressor-Proteine p53 und pGtebimd letztlich beide proteasomal abgebaut werden

Ein weiterer Bindepartner von Elongin-C ist daslutéte Tumorsuppressor-Protein VHL @& Hippel Lindau),
welches den pro-angiogenetischen TranskriptionsfakilF-1a (Hypoxia Inducible _Factor) dem proteasomalen
Abbau zufiihrt. Da VHL nur an oxidiertes Hife-bindet und somit HIF-d einer Sauerstoff-abhéngigen Regulation
unterliegt, erscheint es jedoch kritisch, mittelsrigin-C/VHL-Blockade darauf Einfluss zu nehmen.nviber VHL-
Krankheit ist bekannt, dass Patienten mit nichkfiomsfahigem VHL-Protein eine gesteigerte Haufigkeon
Nierenzellkarzinomen und anderen Krankheiten awferei was mit der fehlenden Regulation von HdFif
Verbindung gebracht wiff!. VHL besitzt allerdings auch E3-Ligase-unabhéndigektionen, der Interaktion mit
Fibronectin wird beispielsweise auch eine tumoriretérnde Wirkung zugeschrieB&h AuRerdem wiirde ein
niedermolekularer Elongin-C-Inhibitor nur zu einesrribergehenden Herunterregulation des VHL-veattéh

HIF-1a-Abbaus fuhren und kann nicht mit einem VHL-Genéefeerglichen werden.
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1.3. Aufgabenstellung der Arbeit

In dieser Arbeit sollen gegen die beiden Zielpmgei SARS-CoV-Papain-like-Protease und Elongin-C
niedermolekulare Inhibitoren entwickelt werden. deiProteine sind strukturell bekannt, sodass sich e
strukturbasiertes Vorgehen anbietet. Mittels comphdsierter Untersuchungen werden die Bindetasaen
Zielproteine analysiert und daraufhin virtuelle &mingprojekte durchgefiihrt. Verbindungen, die iotking gute

Bindemodi in den Bindetaschen ergeben, kénnen fdaraerworben und im Bioassay auf Aktivitat gepriittrden.

Beim SARS-Projekt sollen auerdem Inhibitoren ductiemische Synthese dargestellt werden. Sobalcemseit
Struktur-Wirkungsbeziehungen ermittelt sind, konaech Strukturen vom virtuellen Screening so abgelet und
dann dargestellt werden, dass sie diese StruktdktMgsbeziehungen besser erfillen. Es bietet gsich an, die
literaturbekannten Inhibitoren vom Benzamid-Typ aBésis von Docking- und Scoringmethoden in ihren
Interaktionen zur Bindetasche zu verbessern. Eied#eve Herangehensweise stellt die Entwicklung lena
reagierender Inhibitoren mit Aziridinbaustein d&iap. 2.6 und 3.10). Dabei wird beabsichtigt, datvakZzentrum
des Enzyms durch Alkylierung zu blockieren. Aufguder Ahnlichkeit deubiquitinierender Enzyme wae e
winschenswert, durch geeignetes Inhibitordesigrh aaredere Deubiquitinasen mehr oder weniger selektiv
inhibieren: Deubiquitinasen sind mit zahlreicheraikheiten und Tumorentstehung in Verbindung zudetinund

werden als zukiinftige ,drug targets* anges&iéH

Beim HIV-Projekt liegt das Ziel darin, einen Protdtrotein-Interaktionsinhibitor von Elongin-C zwndien. Die
biologischen Untersuchungen werden dabei vom Mgislthen Institut Wirzburg tbernommen. Zunéchstt steh
Ermittlung einer Bindung an Elongin-C und einer dawabgeleiteten anti-HIV-Wirkung durch den verhiride
Abbau von A3G im Vordergrund biologischer Untersurnpen. Doch nachdem Elongin-C integraler Bestahdési
zellularen E3-Ligase-Komplexes ist, konnte dessdockade zu mehr Effekten als dem reinen HIV-1 Vif-
Antagonismus fihren. Der Eingriff in den Ubiquifathway wird bereits vom Proteasom-Inhibitor Bootaib
therapeutisch ausgenuitzt und neben der Beeinflgsgon Krebszellen wird auch eine Beteiligung desquibin-
Pathways an der Pathogenitat von Viren diskutiedbei im Speziellen Elongin-C durch den Vif-verrmiten
Abbau von A3G (im Falle HIV-1) und den SOCS-versiitn Abbau von JAK/STAT (im Falle zahlreicher
Viren®®) ein interessantes Zielprotein ist. Therapeutisiitebare Effekte lieRen sich dann mit einem Elos@in

Inhibitor durch geeignete Experimente ermittein.
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2.  Computerbasierte Untersuchungen im SARS-Projekt

2.1. Analyse des Ligand-Bindemodus der Struktur 3E9S

2008 wurde die Rontgenkristallstruktur 3E9S vonidrat all'® veroffentlicht. In der Publikation wurde der exakt
Bindemodus des damals besten Liganden aufgekléeseD3D-Proteinstruktur ist der Ausgangspunkt fés @m
Folgenden beschriebene, strukturbasierte Wirkstsfigh. Die Wechselwirkungen des Liganden (Inhilsitonit der

Bindestelle kdnnen der Abbildung 2-1 entnommen werd

Loop-Region
\ H-Briicke

m \\\ CH/n-Interaktion
_\— ﬂ Ebene des Aromaten zur Visualisierung
( ; Verlauf des Protein-Backbone
S4-Bindetasche
i ibi
@/‘LE Inhibitor (IC5 = 0.6 uM)
NH,

Abb. 2-1: Vereinfachte Darstellung des gebundenéibitors in der Struktur 3E9S

Der Inhibitor ist 8 - 15 A vom aktiven Zentrum (Qyi?) entfernt im Bereich der S3- und S4-Bindetaggisunden.
Seine aromatischen Strukturelemente liegen in higep Umgebung und die Amidgruppe bildet H-Briickaum
Backbone der Loop-Region (GIn270) und zur Seiterkein Asp165°.

Streng genommen sollte nicht von lipophilen ,Tasthgesprochen werden, da beide lipophilen Bereicbe
nahezu allen Seiten solvenszugangig sind. Der digaimd eher zwischen Loop-Region und gegeniberntidge
Region ,eingeklammert®, wobei alle aromatischen geindes Liganden geometrisch ideale ©hiteraktionen
eingehen. Diese Interaktionsart wird von Nisfloauch zu den H-Briicken-Bindungen gezahlt. Die #SH/
Wasserstoffbriicken-Bindungen von Tyr269 mit dem INlayl-Rest koénnen auch als ,T-shape aromatic

621 Z\weier Aromaten bezeichnet werden. Nach NiRiound Suezawa et &F wird die

interactions
Bindungsenthalpie von ChHInteraktionen sowohl durch elektronenziehende @enpam Kohlenstoff der CH-

Bindung verstérkt, als auch durch Erhéhung der bgddichte imt-System. Funktionelle Gruppen mit +M oder —-M
Effekt sollten daher Einfluss auf die lipophilentdraktionen (CH{-Bindungen) des Liganden haben und die
Affinitdt entsprechend erhdhen respektive ernigdrigDieser Zusammenhang wird von den in Abbildurg 2

gegenibergestellten Inhibitoren bestatigt.
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R R R R ©/R o
R= E)LIP\II
NO, CN

NHAc NH,
2.3 uM 2.6 uM 0.6 uM 7.3 uM 52uM
+M Effekt -M Effekt -M Effekt

Abb. 2-2: Vergleich der Ig-Werte publizierter Inhibitorétf'%

Eine Erhohung der Elektronendichte im Ring verdtdlie CHf-Interaktion und erhoht damit die Affinitéat des
Inhibitors zum Enzym, verringerte Elektronendicteeniedrigt die Affinitdét der Inhibitoren (Abb. 2-2)Die
acetylierte 5-Aminogruppe zeigt dabei wie erwarkeine affinitdtsverandernde Wirkung im Vergleichnzu
unsubstituierten Derivat. Demnach kann angenommenten, dass der Substituent in 5-Position auf dfenifét
der Verbindung durch seinen intramolekularen, mesem Effekt Einfluss nimmt. In der Literafift wird die
Affinitatssteigerung durch die 5-Aminogruppe stattsen mit der H-Briicken-Donorféhigkeit zu umliegamdi-
Akzeptoren erklart. Eine nahere Auseinandersetzuitglen moéglichen H-Bricken der 5-Aminogruppe egfam
nachsten Abschnitt dieses Kapitels.

In Abbildung 2-3 wird der gebundene Ligand aus minenderem Blickwinkel betrachtet, wobei eine weiter

Interaktion mit Tyr265 erkennbar ist, die in obigdibildung nicht dargestellt werden konnte:

zum Loop v
-—

S4-Bindetasche vorheriger Blickwinkel
auf die Bindetasche

! Nﬂ@
zum aktiven 0

HO
Zentrum

D
NH,
o\ S3-Bindetasche

Abb. 2-3: Vereinfachte Darstellung, Blick von obmunf zwei zuvor verdeckte Chinteraktionen

Die Abbildung 2-3 zeigt in ihrer Mitte zwei CkHnteraktionen, bei denen der Ligand H-Donor isll dasr-System
von Tyr265 den H-Akzeptor stellt. Aus dem Blickweikvon Abbildung 2-3 wird auch deutlich, dass am
Chiralitdtszentrum der Amin-Komponente bei diesemdBmodus allein daR-Enantiomer toleriert wird, da das
SEnantiomer zu einer Uberlappung mit Tyr265 fiihrenirde (,Clash®). Der Aktivitatsverlust durch
SKonfiguration wurde bereits von Ratia et al. niiteen 2-Naphthyl-substituierten Benzamid geZ8igand wird in

Kapitel 3 ausfiuhrlicher aufgegriffen.
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Genauere Betrachtung der Ligand-Interaktion zu GIn270

Um die Bindung eines Liganden an ein Protein begsetehen zu kénnen und Derivate mit gesteigédfanitat zu
entwickeln, muss vor allem denjenigen Strukturdndgen Beachtung geschenkt werden, die bisher zer ein
Affinitatssteigerung der Inhibitoren flihrten. Dieomatische Aminogruppe in 5-Position des Benzamtdbitors
konnte den IG-Wert der Leitstruktur von 2.3 pM auf 0.6 pM verbest®. Die aromatische Aminogruppe
verandert nicht nur die Ladungsdichte im Benzoes&uomaten, sondern ist auch zu direkten Wechsklngen
mit der Bindetasche féhig. Auf diese wird im Folden eingegangen.

Ratia et af'® interpretierten die 5-Aminogruppe als H-Briicken-

Donor zu den umliegenden H-Briicken-Akzeptoren GInZ31u168
oder Tyr269. Die rdumliche Position der 5-Aminograpasst laut
Kristallstruktur 3E9S nur eine H-Briicke zunBauerstoff der Loop-
Aminosaure GIn270 zu. Um diese zu veranschaulichemde die

Struktur 3E9S in MOEY protoniert und die aromatische Aminc

gruppe manuell um 90° aus der Aromatenebene herdredy (Abb.
2-4). Angewandte Computermethoden (Kraftfeldminiuigy in
MOE, Docking in GOLD) lieRen diese Rotation nicht zind

generierten zum Aromaten coplanare Geometrie, wodigse |>\,/\<

Konformation und diese H-Briicke zunachst als uneetfeinlich , . . Veranschaulichung der H-Briicke zu GIn270,
erscheinen. Doch tatsachlich liegt laut Wang éPatlie NH-Ebene Angabe von Winkeln (%) und Abstand (A)

von Anilin bereits um 40° gedreht zur Aromatenebemwe. Die

Rotationsbarriere betragt 3.7 kcal/mol und ist daimi Bereich der Bindungsenthalpie einer neu gedd H-
Briicke (im Modellsystem Anilin/kD 3.6 - 4.8 kcal/m&). Jedoch zeigt dieser energetische Vergleichdass es
sich um eine ahnliche GrolRenordnung handelt, voeregegenseitigen enthalpischen Kompensation kamn n
begrenzt gesprochen werden, denn die aromatischimofynuppe steht auch schon vor Ligandbindung in H-
Brucken-Wechselwirkung zum Solvens und ist damijeshittigt. Diese Solvensmolekile kdnnen allerdibgs
Protein-Ligand-Bindung freigesetzt werden und sawviiber den Entropie-Term ein weiterer, ginstigeitrag zur
freien Ligand-BindungsenthalpiaG) erhalten, der die energetisch ungiinstige Kondtionsanderung ermdéglichen
kénnte. Insgesamt muss die freie Ligand-Bindundegpie nur um 0.5 kcal/mol verbessert werden, uenAdfinitat
von 2.3 uM auf 0.6 pM zu steigera (.4 kcal/mol dndern die Affinitat um eine Zehnegg®”).

Aus der Rontgenkristallstruktur des Protein-Liga&mmplexes kann jedoch weder die Position der H-Adatar 5-
Aminogruppe, noch die Zuordnung von Sauerstoff 8tidkstoff der endstandigen GIn270-Amidgruppe entmzn
werden. Daher stellt diese Interpretation der Ré&mstyukturdaten nur eine von mehreren plausiblegligtikeiten

dar.

Eine weitere mogliche Annahme waére, dass die alieoi Aminogruppe protoniert als Anilinium-Kation
(pK; = 4.6) vorliegt und die endstandige GIn270-Amigipe als H-Briicken-Donor adressiert. Auch spréactiégrda
die raumliche N&he zu den negativen Ladungen varids (5.4 A) und Glu168 (4.4 A).

Auf den Protonierungszustand der aromatischen Agnimpe lieRe sich schliel3en, falls die Rontgerddtsttuktur
hoher aufgelost ware. SzatylowRézbeschreibt die Abhangigkeit des Kohlenstoff-StioksAbstands aromatischer
Aminogruppen von ihrer Protonierung. Demnach liedenC-N-Abstande von Anilin als H-Donor und H-Akiter
zwischen 1.37-1.42 A und fir das Anilinium-Katignur H-Donor) bei 1.44 - 1.48 A, erhoben aus Réntg
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strukturen der CSEf. Die Auflésung der Proteinstruktur 3E9S betragt 85 A, womit noch keine einzelnen
Atome beobachtet werden kénnen. Aus dem C-N-Binsabstand (g = 1.34 A) dieser Rontgenkristallstruktur
darf kein Rickschluss auf den Protonierungszus@gembgen werden, da er vom verwendeten Kraftfelanbei
Refinement stammt.

Abbildung 2-4 (s. oben) ist zu entnehmen, dass dahGIn270-
Carbonyl-Sauerstoff etwa orthogonal (95.2°) Uber Smino-
gruppe befindet, sodass die NH-Bindung nicht exaut den
Carbonyl-Sauerstoff zeigt. Fur H-Bricken ist diednee
suboptimale Geometrie. Eine andere Situation drttsteenn man
in der endstandigen GIn270-Amidgruppe Nind Carbonyl )

vertauscht: Dann zeigt die GIn270-NH-Bindung seckteauf die
aromatische Aminogruppe. Um ein realitditsnahes Mode

erhalten, wird diese manuell verdnderte Struktur dsm p-

'f ] < ~

) ) o 6 Abb. 2-5: Modelling der neuen H-Briicken-Geometrie
mit MOE energieminimiert (Abb. 2-5). Nach Wang et A mit Anilin als H-Akzeptor (Kraftfeld MMFF94s)

Kohlenstoff von GIn270 und beim Ligand im Benzoesateil

besitzt der Stickstoff in Anilin pyramidale Geonietr Daher

wurde nicht das Standard-Kraftfeld MMFF94x (plama®&ickstoff), sondern das Kraftfeld MMFF94s (pyidaier
Stickstoff) gewahlt. In der energieminimierten &tur von Abbildung 2-5 wird erkennbar, dass die BiAogruppe
im Komplex auch H-Briicken-Akzeptor sein kann. Dieo@etrie der H-Briicke ist in diesem Fall annahededl,
dartiberhinaus kénnte ein Proton der AminogruppeTwi269 eine schwache H-Briicke eingehen. In Kagtal

werden folglich die in der PDB beobachteten Geoieretvon H-Briicken mit Anilinderivaten untersucht.

2.2. Relibase-Recherche

Relibas&® ist eine Datenbank, in der alle Protein-Ligand-eme der PDB als Bindetaschenausschnitt mit
gebundenem Ligand hinterlegt sind und nach verdehien Eigenschaften durchsucht werden kdnnen. Eine
Recherche in der Relibase sollte zeigen, ob di@arherigen Kapitel angesprochene Geometrie der aisamnen
Aminogruppe orthogonal unterhalb der endstandige®2™®-Amidgruppe eher fiir Anilin als H-Donor, odss H-
Akzeptor spricht.

Durchfiihrung der Recherche

Die Recherche erfolgte mit Relibase+, Version 2000). Es wurde nach allen Komplexen gesucht, diene
Ligand mit aromatischer Aminogruppe beinhalten il denen in bis zu 3.5 A Abstand zum Anilin-N éin
Brucken-Donor oder -Akzeptor anwesend ist. Von a88gegebenen Strukturen wurden diejenigen ausgewéahl
denen sich der H-Briicken-Donor oder -Akzeptor etwthogonal Gber dem Anilin-N befindet (vgl. Struk®E9S).
Komplexe mit seitlichen H-Briicken, also in der Ammen-Ebene liegend, wurden geldscht. Die verbleiban
Komplexe wurden so Ubereinandergelegt, dass dieiljgen Anilin-Fragmente der Liganden zur Deckuragrien.
Zur Erstellung der Abbildungen 2-6 und 2-7 wurdeelevante Aminosauren der Bindetaschen ausgehlevida

den Liganden wird jeweils nur ein einzelnes Anilagfment angezeigt, um damit die H-Brickengeometrie

veranschaulichen zu kénnen.
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Auswertung

Die Ergebnisse lassen sich in vier Gruppen einteile
» Das aromatische Amin ist sicher H-Donor, wenn diBrtdicke zu einem Carbonyl-Backbone oder zu einer
endstandigen Carboxylat-Gruppe von Glutamat odgrafiat ausgebildet wird. Eine Carboxylat-Gruppe
kénnte zwar in Proteinen auch protoniert vorlieggoch sollte eine in Nachbarschaft gebrachte, schwa
basische Aminogruppe die Carbonsdure deprotoniemsh damit eine ladungsgestitzte, starke H-
Briickd®® ™ zum Carboxylat-Anion ausbilden.
» Die aromatische Aminogruppe ist sicher H-Akzeptegnn ein Amid-NH-Backbone auf sie zeigt.
» Die aromatische Aminogruppe steht in Wechselwirkuamity Seitenketten von Glutamin (siehe 3E9S) oder
Asparagin, die Rolle als H-Donor oder H-Akzeptonkalann nicht zugewiesen werden.
« Die Interaktionspartner sind Wassermolekiile, wati@tRollenverteilung ebenso nicht klarbar ist.
Da lediglich in den ersten beiden Klassen die Rd#e aromatischen Aminogruppe als H-Donor oder Hejor

sicher ist, werden nur diese nachfolgend abgebhildet

Abb. 2-6: Die aromatische Aminogruppe ist H-Doreejtenansicht und Frontalansicht. Die Struktur 3E9Qum besseren Vergleich zugeflgt
(orange), zahlt aber nicht zu dieser Klasse, da Wmteraktionspartner Glutamin keine Donor/AkzepBuweisung getroffen werden kann.
Ubereinandergelegte Strukturausschnitte von 1EARQ, 1HKN, 1LEE, 1NF4, 1U1W, 2AMT, 2FIX, 2HDR, 2HOC

=

Abb. 2-7: Die aromatische Aminogruppe ist H-Akzept®eitenansicht und Frontalansicht. Ubereinandegtge Strukturausschnitte von 1T3R,
3CJ3, 3E7V, 3EBZ, 3F2N.

Zwischen den Abbildungen 2-6 und 2-7 ist kein dliffér Unterschied in den Geometrien festzustel@mnach
kann aus der H-Bricken-Geometrie kein Rickschlugsd&e Rolle von Anilin als H-Donor oder H-Akzeptor
gezogen werden. Festzuhalten ist, dass orthogdPatgtionierungen von Interaktionspartnern ,oberhatler
aromatischen Aminogruppe in der PDB vorkommen. Uthier jeweilige H-Briickenstarke kann keine Aussage

getroffen werden.
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2.3. Bindetaschenanalyse mit GRID

Mit dem Programm GRIB! (Version 22) kénnen in Protein-Kavitaten ,Hotspdterechnet werden. Ein Hotspot
ist eine energetisch gunstige Position fiir eingilmeste funktionelle Gruppe. Mit der Kenntnis vontisjpots kénnen
wiederum bestehende Liganden optimiert werdenaEseh sich mit dieser Information aber auch dreidsionale
Filter erstellen, um Molekildatenbanken nach neuganden zu durchsuchen, die die erwinschten Htgspo
erfullen (= Pharmakophor-Suche).

Um den Begriff ,Hotspot* zu verstehen, soll kurzfalie Funktionsweise des Programms eingegangenenerd
Zuerst wird ein dreidimensionales Gitter einsta#itaMaschenweite durch die Bindetasche gelegt. Hisiezu
wahlende funktionelle Gruppe (,Sonde") wird danmtimginander an jedem Gitterpunkt platziert und digehorige
Energie berechnet, die sich aus der InteraktionSterde mit den umliegenden Protein-Atomen ergibaftfeld-
basiert). Durch die Eingabe eines willkurlichen igie-Schwellenwerts (Cutoff) kann dann eine Gréidtie im
Raum erstellt werden, die die Bereiche ober- untérbalb dieses Schwellenwerts voneinander abgr&ietvon

der Grenzflache eingeschlossenen, energetischigéirest Bereiche als der Schwellenwert sind danmHdisspots.

Sonden: Flat-NH und Carbonyl-O

Mit der Flat-NH-Sonde wird vereinfacht ausgedrieite gunstige Position fir einen H-Brucken-Dondigaspurt
und mit der Carbonyl-O-Sonde jene fiir einen H-Bdickkzeptor. In Abbildung 2-8 sind die gefundeneutdppots

mit Gitternetz-Oberflache dargestellt und zur bess&€uordnung durchnummeriert.

Hotspot 1:Dies wére die ideale Position fur die Amid-NF
Gruppe, der kristallisierte Ligand liegt mit seindhil etwas
weiter rechts, sodass die H-Briicke zum Aspartat Im°
einen stumpferen Winkel ergibt.

Hotspot 2:Das Carbonyl-Sauerstoffatom des Inhibitors lie

in diesem Hotspot. -
7

Hotspot 3: Ein H-Akzeptor kénnte an dieser Stelle ve

Tyr265 (rechts vom Hotspot) eine H-Briicke empfangen

Hotspot 4:Ein H-Donor kdnnte den Carbonyl-Backbone V(J 5 ,\ g /
Leul63 adressieren. | , >

Hotspot 5: Dieser Bereich stellt die glinstige Position f{ = 2 i ¢

einen H-Akzepor dar, der mit Lys158 wechselwirkénmte. Abb. 2-8: GRID-Bindetaschenanalyse von 3E9S

e . L Blau: Hotspots der Sonde Flat-NH (Cutoff -6.55 koail)
Hotspot 6: Hier sind H-Akzeptor und -Donor gunstig, d@?ot: Hotspots der Sonde Carbonyl-O (Cutoff -6.08lkaol)

Aspl65, Asp303, Thr302 und Tyr274 den Bereich hptilo

flankieren. In der Kristallstruktur sind dort di&fassermolekiile konserviert.
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Sonde: Methyl

Die Methyl-Sonde zeigt Bereiche, die besonders alijthatischen Gruppen adressiert werden sollterdefa
lipophile Sonden liefern ein vergleichbares Ergsbisiodass man die in Abbildung 2-9 gezeigten Bleraigch

allgemein als lipophile Hotspots auffassen kann.

Hotspot 7:Dort befindet sich die am starksten vergrabe

lipophile Stelle in der Bindetasche. Die 2-Methyigpe des
Benzamid-Liganden liegt in diesem energetisch dgest

Bereich.

Hotspot 8: Ein kleiner lipophiler Bereich liegt zwischer

Tyr274 und Thr302. In diesem Bereich platziert Heyand 7™\

seine Methylgruppe der chiralen Amin-Komponente. \
Hotspot 9:Der bereits mit Hotspot 6 (s. oben) als hydropl *
erkannte Bereich wird nun von der Methyl-Sondeliptsphil J |

beschrieben. Dies ist ein Beispiel fir einen sedrgrabenen

Bereich, der unabhangig von der Sonde immer eidrigies i T Ay
Abb. 2-9: GRID-Bindetaschenanalyse von 3E9S

Potenzial ergibt. Wie erwahnt, binden in diesemelRdr laut Graut: Hotsoots der Sonde Methvl (Cut.3.€ keal/mo)

Kristallstruktur bereits drei Wassermolekiile.

Diskussion

Mit GRID wurden Hotspots berechnet, die ein potelhai Ligand adressieren sollte. GRID konnte dadteie
Ligand-Information alle Hotspots (1, 2, 7 und 8yh&sagen, die an der Bindung der Benzamide lmtsilnd: Die
Hotspots 1 und 2 werden von der Amidgruppe deddtiiserten Benzamid-Liganden erfillt (s. Abb. 248ei
weniger strengem Schwellenwert liegt das NH in Hotsl), und wie spater in Kapitel 3 gezeigt wirst die
lipophile Adressierung von Hotspot 7 und 8 fur diede Affinitdt zum Enzym unerlasslich.

Die aromatische 5-Aminogruppe des Liganden der t#ltstruktur liegt bei den angezeigten Energie-
Schwellenwerten in keinem H-Donor- oder H-Akzepgttmtspot. Dies kdnnte ein weiterer Hinweis darauirf,séass
die Wechselwirkung der 5-Aminogruppe mit dem Enzwime eher geringe Bedeutung besitzt und die
Affinitdtserhéhung vielmehr von einer intramolekw@a Interaktion (Ladungsverteilung im Aromat, +Midkit)
bewirkt wird (s. Kap. 2.1). Fir die von Benzoesawead Naphthylaromaten adressierten S3- und S4kEasc
werden beim eingestellten Schwellenwert noch képaphilen Hotspots ausgegeben (s. Abb. 2-9). Hispiegelt
sich die ,offene" Taschenform wider: Die S3- undB&#adebereiche sind solvenszugangig und nicht \adren.

Die bisher nicht adressierten Hotspots 3 - 6 geHenweise, an welchen Positionen der Benzamid-Ligand
weitere polare Strukturelemente erweitert werdennk&. Wie die Methyl-Sonde zeigt, sind schon &apeghilen
Hotspots adressiert und die Bindetasche gibt keimdtere Moglichkeit, den Liganden sinnvoll lipophiu
vergroRern. Im zukinftigen Inhibitor-Design sollelaher die hydrophilen Hotspots 3 - 6 mittels H-Buic
adressiert werden. Nachdem die lipophile Interaigildiche mit den Aromaten des Benzamid-Liganderorsch
maximal erscheint, wird versucht, durch Verwendusmgderer lipophiler Strukturelemente (,Scaffolds“)e d

Interaktion zu variieren und damit méglicherweisadoch zu verbessern.
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2.4. Flexibilitat der Bindetasche und Modelling einer aternativen Loop-Konformation

Je nach Tertiarstruktur sind Proteine starker edariger stark durch intramolekulare Wasserstoffkeincfixiert und
damit in ihrer Flexibilitat eingeschrankt. Zu ddiexiblen Bereichen zahlen im Allgemeinen alle st&#vens-
exponierten Aminosaurereste im Auf3enbereich eimegeids und bestimmte Loop-Regionen oder Doméanan, d
aufgrund mechanistischer Funktionen flexibel seiiissen. Die Proteinflexibilitat (Molekulardynamik,IN kann
aus Rontgenstrukturen und NMR-Ldsungsstrukturehrgraverden (Unterscheidung strukturierter / ungtrrikrter
Regionen). Dagegen erlauben MD-Simulationen diebBebtung von Bewegungen auf der molekularen Zdiéska
Auch die Ligandbindung kann Konformationsanderunben Aminosaureresten oder im Peptidrickgrat aaslgs
man spricht vom ,induced-fit-Effekt. Zu Beginn dies Projektes standen die Strukturen 2EE@Apoenzym,
kristallisiert mit drei Enzymen pro asymmetrischEmheit) und 3E9%" (ligandgebunden, ein Enzym pro
asymmetrischer Einheit) zur Verfiigung, sodass dmise Konformationen ansatzweise eine Abschatzueg d
Proteinflexibilitat zulassen. Die drei Konformatemdes Apoenzyms und die Konformation des ligandgéénen

Enzyms werden Uberlagert und auf Unterschiede suntét:

N}

Abb. 2-10: Uberlagerung der 3 Konformationen auskar 2FES8 (griin) und der ligandgebundenen StruBESS (orange): Blick auf die S3-
und S4-Bindetaschen. Links: Darstellung der AminoséSeitenketten, Rechts: Darstellung des Protefgrats.

Aus Abbildung 2-10 ist erkennbar, dass die Protdaseallen Strukturen in gleicher Konformation vegt,
ausgenommen Leul63 (Markieruhgund die Loop-Region (Markierur®). Die Bindung des Benzamid-Inhibitors
filhrt zum Einklappen von Leu163 und dem ,SchlieRees LoopS®. Innerhalb der Apoform (griin) nehmen nur die
Aminosauren der Loop-Region (Asn268 bis Cys2713aliedene Konformationen ein. Demnach kann marmiens
vier Proteinstrukturen eine gewisse Flexibilitdtr deop-Region folgern, wobei durch induced-fit Madismen
gréRere Konformationsanderungen maoglich sind.

Aufgrund der Loopflexibilitat wurde nun die Hypoteaufgestellt, dass ein anderer, fiktiver Inhibden Loop in
einer anderen Konformation schlieBen und stahiésiekdnnte. Dieser fiktive Inhibitor sollte am etess binden,
wenn er hohe Ahnlichkeit zum bisher bekannten Beriddnhibitor aufweist. So wurde als Anderung hamglich
der Interaktion zum Loop eine ,Umpolung” des Liga@drbonyls in Erwdgung gezogen, etwa durch Ersatz m
einer Hydroxy- oder Aminogruppe, sodass an diesgleSeine H-Briicken-Donor-Eigenschaft gegenuben tleop
erreicht wird. Der Loop muss dann gegenuber demandgH-Bricken-Akzeptor sein. Um diese Akzeptor-
Eigenschaft zu erreichen, wurde der Loop vom Pmogeirennt und die Bindung zwischen Backbone-Caibamd
C-alpha von Tyr269 um 180° gedreMt-WWinkel). Der nun verdrehte Loop wurde durch eingitare Drehung um
180° zwischen Backbone NH und C-alpha von GIn2ZF-@\(inkel) und weitere kleine Drehungen im Peptidmjiek

weitgehend zur vorherigen Konformation in Deckuredprgcht und wieder mit dem Protein verknUpft (ABHL1,
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links). Um innere Spannungen im Backbone abzubawarge eine Energieminimierung (Kraftfeld MMFF94i@s
Loops mit MOE durchgefuhrt. Dabei erwies sich aist@ilhaft, vor der Energieminimierung einen erdaohLigand
in der Bindestelle zu platzieren, der die Loop-Adierung und Stabilisierung mittels Wasserstoffkelicind
Naphthylgruppe vornimmt, wie man es auch von eitas#échlich bindenden Liganden erwarten wiirde.

So wurde das Strukturmodell aus Abbildung 2-11Ht®dm Dezember 2009 erhalten.

*

A+ v A
Abb. 2-11: Links: Die Loop-Konformation von 3E9Srgg) wurde zwischen Tyr269 und GIn270 manuell geéin@rin). Rechts: Die neue
Konformation wurde in Anwesenheit eines fiktivenlibaminal-Liganden (gelb) energieminimiert.

2~

Im Juli 2010 wurde von Ghosh et'&l. eine weitere Kristallstruktur (3MJ5) mit neuem isitor publiziert, welche
nachtraglich die Richtigkeit der modellierten Lopnformation experimentell bewiesen hat. Der neutahitor
(Abb. 2-12, violett) adressiert dabei den Loop Hi8riicken-Donor, und der Loop reagiert wie vorheag mit
einer Verdrehung im Peptidriickgrat zwischen Tyr26@ GIn270. In spateren accelerated-MD-Simulationem

Chaudhuri et df¥ konnte diese 180b-¥-Diederrotation reproduziert und weiter untersugatden.

N Inhibitor aus 3MJ5
ICSO = 032 HM

Abb. 2-12: Links: Uberlagerung der eigenen, modekin Proteinstruktur (griin) mit der publiziertemugtur 3MJ5 (violett). Rechts: Darstellung
des in Struktur 3MJ5 gebundenen Inhibitors.

Der Bindemodus des Piperidincarboxamid-Inhibitordetscheidet sich von den Benzamid-Inhibitoren kule
nicht-aromatische Adressierung der S3-Tasche salgi@ unbesetzt gebliebenen Methyl-Hotspot bei Leul63
AuRerdem ist das Stereozentrum der Amin-Komponeiatet mehr so differenzierend: so fllsKonfiguration bei
zwei Piperidincarboxamid-Inhibitoren in beiden Eallnur zu einer Halbierung der Affinitat, nicht abmum
Affinitatsverlust®.

Zur Kristallstruktur 3MJ5 muss noch erwdhnt werddass dort zwei Protein-Konformationen direkt nhiter

Bindetasche aneinander grenzen, wobei eine Seitd @eMethylendioxybenzols von GIn270 und die aadeeite
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vom Nachbarprotein (nicht abgebildet) lipophil fk&rt werden. Mdglicherweise sind dadurch die beide
Konformationen des 1,2-Methylendioxybenzol-Fragmeeahd GIn270 durch die Kristallpackung verandertl un

entsprechen nicht der Konformation in Lésung.

2.5. Virtuelles Screening

Um neue Substanzklassen mit inhibitorischer Akiivigegen das Target SARS-CoV®PLzu finden, wurden
mehrere virtuelle Screeningprojekte durchgefuhigjéhigen Arbeiten, die maf3geblich zum Erwerb vore8ning-
Substanzen beitrugen, werden in diesem Kapitelestedjt.

Allgemein ist ein virtuelles Screening so aufgebalatss man mit einer grof3en Substanzbibliothekzbisinigen
Millionen Molekilen) beginnt und diese mit Compyergrammen schrittweise verkleinert. Die angewandte
Methodik kann dabei sehr vielfaltig sein, von déngienzung durch physikalisch-chemische Eigensehdfis hin
zu Docking, doch immer wird beabsichtigt, poterizaffine Molekille anzureichern. Am Ende erfolgt clur
maoglichst prazises Docking der Molekile in das ®aejne Vorhersage ihrer Bindemodi. Durch geeign8eoring
dieser Bindemodi wird eine Rangliste nach freiegdrid-Bindungsenthalpie (oder eines sinngemafened/etine
Einheit) aufgestellt, welche den Wirkstoffentwiakla der Beurteilung der postulierten Bindemodi Bldusibilitat
unterstutzt. Die Molekdle, die nach visueller Beltaing nicht verworfen wurden und in der Rangliatg Scoring
hochplatziert sind, werden zur experimentellen Uegtestellt.

Weiterhin kann bei hochplatzierten Molekiilen manahein bestimmtes Strukturfragment oder eine fumdille
Gruppe erkannt werden, die maf3geblich zu der hokiinitats-Vorhersage beitrug. Solche Strukturelernee
kénnen dann an andere Liganden mit bekannter tonibcher Wirkung angeknipft werden, um diese ebéns
ihrer Wechselwirkung zur Bindetasche zu verbesdeaiis solch ein neu geschaffenes Molekil nach ackind
Scoring dann auch als ,verbessert" bewertet widdl{es es synthetisiert und auf inhibitorische Winkugetestet
werden. Dieser vom virtuellen Screening inspirieft@kstoff-Entwicklungsprozess wird in den experimtellen

Arbeiten von Kapitel 3 ausgefuhrt.

2.5.1. Hintergrund zu Docking und Scoring

In diesem Abschnitt wird auf die Funktionsweise degewendeten Dockingprogramms GOt'D” eingegangen.
Unter Docking ist allgemein das Einpassen eineseklds in eine Protein-Kavitat zu verstehen. Deredwaltene
theoretische Bindemodus soll dabei demjenigen estbpen, den das Molekil tatséchlich in der Bind#tas

einnimmt, bzw. einnehmen wiirde. Der Dockingpro&sst sich bei GOLD in drei Teile zerle§éh

» Ein nichtdeterministischer Suchalgorithmus erzeligt_igand-Konformationen und optimiert diese.
» Jede Ligand-Konformation wird mittels Ausgleichgreang (Fitting) in der Bindetasche platziert.

» Eine Scoringfunktion bewertet die platzierten Lidan in der Bindetasche.

In einem iterativen, zyklischen Prozess verandert3ilichalgorithmus die Ligand-Konformation und Eliatzierung
in der Bindetasche dahingehend, dass die Scoriktifumhdhere Werte erzielt. Nach zahlreichen Duiafén wird
schlieRlich der Dockingprozess abgebrochen undhdehst-bewertete Bindemodus als Ligand-Protein-Klermit
zugehorigem Ergebnis der Scoringfunktion ausgegeBenBedarf kann der Bindemodus noch durch eirdess
am Dockingprozess unbeteiligte Scoringfunktion Joiméngig" bewertet werden — dies nennt sich danrcétesy.

Nachdem der Dockingprozess auf einem nichtdetestisisghen Suchalgorithmus beruht, lIasst man ihnGoiLD
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mehrmals ausfuhren, beispielsweise 10- oder 100-Bigl Ergebnisse kdnnen sich dabei unterschiediaink
voneinander unterscheiden. Da durch einen einzelhenchlauf die Konvergenz zum globalen Minimum tich
sichergestellt werden kann, wird so die Wahrsclaikeit erhoht, das globale Minimum zu finden. g0 ,runs*
ergeben also 100 Dockinglésungen (100 Bindemod),ddnn visuell miteinander verglichen werden kdnren

Folgenden werden die drei Programmbestandteileddgtithmus, Fitting und Scoring néaher erlautert.

Suchalgorithmus

In GOLD wird ein ,genetischer Algorithmu$® zur Suche nach dem besten Bindemodus angewenigtetiel
genetischen Algorithmus wird ein Ligand-Bindemodiisch ein Chromosom ausgedriickt. Im Chromosom sind
kodiert und damit veranderbar: Die Diederwinkel detierbaren Bindungen des Liganden, die vom Ligand
adressierten Fitting-Points, die Diederwinkel deydkdbxy- und Aminogruppen des Proteins, sowie ogtiotie
Diederwinkel von Aminosaure-Seitenketten (falls aflexibel eingestellt) und optional bericksichtigte
Wassermolekiile.

Zu Beginn wird eine Population von zufélligen Chasomen erzeugt (,Seeding“). Diese erhalten dureh di
Scoringfunktion eine Bewertung (Fitness-Score) utidnen in einer Rangliste angeordnet werden. Arefgééhd
werden von Chromosomen erster Generation durchtigehe Operationen Chromosomen n-ter Generation
abgeleitet. Bei der genetischen Operation ,Crossowird zusatzlich ein Selektionsdruck aufgebauigem die
zufallige Auswahl von Eltern-Chromosomen mit ein&ias Richtung hdherer Rangordnung erfolgt. Die ar d
Rangordnung am schlechtesten bewerteten Chromos¢md@indemodi mit niedrigstem Fitness-Score) werden
dann von besser bewerteten Kinder-Chromosomenzergstrvival of the fittest’, zu deutsch: ,Uberleb des
Bestangepassten“). Jones et%lerweiterten den genetischen Algorithmus um Inseld Nischen, eine Ubersicht
gibt Abbildung 2-13.

| Population: 500 Chromosomen |

0~0‘

verteilt auf 5 Inseln

Crossover: Mischen des Codes von 2 Eltern-Chromosomen Die 3 genetischen Operationen
Mutation: Verinderung des Codes eines Chromosoms werden 100000-mal ausgefiihrt
Migration' Wechsel der Insel

4 4 J

» q DTNED e

Nischen hochst-gescortes Chromosom = die Dockinglosung

Abb. 2-13: Der genetische Algorithmus in GOLD. @ibromosom-GrdR3e soll die Bewertung laut Scoringfiemkwiderspiegeln.

Die Population wird anfangs gleichmaRig auf 5 Insarteilt. Die genetischen Operationen Crossower Mutation
finden nur innerhalb einer Inselpopulation stattAhwend die selten angewendete Migration (5%) den
Chromosom-Austausch auch zwischen Inseln erméglidhg Inselbildung verhindert vorzeitige Konvergedes

Suchalgorithmus. Nischen sind Chromosom-Gruppengtaithem Bindemodus (RMSD der gebildeten H-Briicken
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< 1.0 A). Ein neu erzeugtes Kind-Chromosom wird atién Chromosomen seiner Insel verglichen undebitthnn
entweder eine eigene Nische oder wird einer bestirezugeordnet. So kann es nur das schlechtestenGom
der zugeordneten Nische ersetzen und das ,survivitie fittest*-Prinzip wird nicht auf die gesanm®®pulation
angewendet, wodurch ahnlich wie bei der Inselbitddie Vielfaltigkeit erhdht wird.

Die Rahmenbedingungen (PopulationsgréfRe, Anzahl etggetier Operationen, Inselzahl, Nischengrolie,
Selektionsdruck, usw.) verandern die Genauigkedt dan Aufwand der Suche und werden normalerweise vo
GOLD automatisch festgesetzt. Fur ein virtuellese8gingprojekt sollte der Zeitaufwand des einzelbecking-
runs moglichst gering sein. Der Prozess lasst#éekirzen, indem man die ,search efficiency” nigdri einstellt.
Dadurch wird die Anzahl genetischer Operationenaagiy von Ligand- und Bindetaschengrof3e verringerd
damit der Dockingprozess friher abgebrochen. EaitsSuchalgorithmus den ,richtigen* BindemodusHheifindet,

d. h. nach wenigen genetischen Operationen, ha¢ dierkiirzung praktisch keinen Einfluss auf dasbnds.

Fitting

Wie das Programm GRID erstellt auch GOLD in derd@tasche Hotspots, die hier Fitting-Points genarertien.
So wird eine Fitting-Map erhalten, die ginstige énthaltsorte fir H-Bricken-Donoren, -Akzeptoren u@id-
Gruppen des Liganden angibt. Im Chromosom sindirttieraktionen mit den Fitting-Points kodiert undeiitalie

Methode der kleinsten Quadrate (= Fitting) werdamrd Akzeptor- und Donor-Punkte von Protein und hdya

Ubereinandergelegt — damit ist der Ligand in dexdBtasche platziert.

Scoring

Die Pose des Liganden in der Bindetasche wird voaereFitness-Funktion bewertet. In GOLD stehen ddieu
Gold-, Chemscore-, ChemPLP- und ASP-Fitness-Fumidio Verfligung.

Gold-Fitness= Sy extt Siaw_extt Sho_int + Svdw,_int (1)
Goldscore= S1b_ext+ S/dw_ext (2)

Zur Evaluation von Ligandposen im Docking wird @eld-Fitness-Funktion (1) angewendet. Diese errechith
durch Addition von 4 kraftfeldbasierten Score-Bigien: Die H-Briicken-Bindungsenthalpien des Ligarmtein-
Komplexes werden durc§,, e reprasentiert, die van-der-Waals-Wechselwirkunifjezen tber den TerrBqy ex
ein, H-Briicken innerhalb des Liganden kénnen opfiaiurch Zuschalten vof,, i, berticksichtigt werden und
Siaw int Deschreibt die innere Spannung (Deformation) digmriden. Die Gold-Fitness-Funktion wurde darauf
trainiert, experimentell bestimmte Bindemodi mdolg$it prézise wiederzugeben, kann nach Weglasseimtdenen
Terme aber auch Bindungsaffinitaten als Goldscyed]ativ gut vorhersag€n.

Die Chemscore-Funktion (3) bendtigt kein Kraftfelohd wurde empirisch aufgestellt. Trainiert wurdee di
urspriingliche FunktionGpinging (4) in erster Linie zur Vorhersage von Affinitétesie beschreibt also die Anderung
der freien Enthalpie bei Ligandbindung. Um die Riorkin GOLD zum Docking verwenden zu kénnen, wurde

drei weitere Energieterme zugefiiBtisn Eint, Eco)' -

Chemscore- AGbinding + Eclash + Eint + Ecov (3)

AGbinding = AG0 + AGhbond + AGmetal + AGIipo + AGrot (4)
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Die TermeE..s, und E; bestrafen ungiinstig nahe Protein-Kontakte (,Claglid intramolekulare Spannung
(Deformation und ,intramolekularer Clash'f,, beschreibt bei kovalentem Docking die kovalentadBng zum
Protein.

In die Berechnung der freien Ligand-BindungsentiealpGyinding flieBen H-Bricken, Metall-Kontakte, lipophile
Wechselwirkungen und eine Abschéatzung zum Entrepiast AG,,) ein. Bis aufAG, lasst sich jeder TeriG, zu
AG, = v, P, weiter zerlegen, wobeP, jeweils fur eine Formel steht, die den physikdlest Zusammenhang
beschreibt (z. B. Anzahl und Gite der H-BrickendBimgen). Die durch multilineare Regression eingeéih
Koeffizientenv, wichten die Terme, sodad&y,inging Mit experimentell bestimmten Affinitaten korretfé?.

Die ChemPLP-Funktidff! (5) ist dhnlich dem Chemscore eine empirischeiSghmktion. Zum Docking in GOLD
wurde die urspringliche PLP-Funktié®» um drei Terme zur abstands- und winkelabhangigescBreibung von

H-Briicken und Metall-Kontakten erweité:

ﬁtnes%hemPLPz fPLP + 1:chem—hb‘l' fchem—cho+ fchem—met (5)
feLp =plp(r, A, B, C, D, E, [F+rep(r, A, B, E, (6)

Die PLP-Funktion (6) beschreibt die sterische Kamméntaritét zwischen Ligand und Protein, indempasse die
Abstander zwischen Ligand- und Protein-Atomen bestimmt warda den beiden Termepip (fir repulsive und
attraktive Interaktionen) unckp (fiir repulsive Interaktion) werden 5 verschied@wtenzialeE und ihr y-Achsen-
abschnittF in willkirliche Scorebeitrdge abstandsabhangig emaghnet. Die 5 Potenziale reprasentieren die
Interaktionsarten H-Bindung, Metall-Kontakt, Vergemheit, lipophile Interaktion und Repulsion. D#p-Term
beschreibt dabei die ersten 4 Interaktionen undefeferm die letztgenannte Repulsion. Die fiur jedenaktionsart
verschieden definierten ReferenzabstdfAdes D ergeben fir deplp-Term 5 Kategorienr(< A, A<r < B, usw. bis

r >D) und fir derrep-Term 3 Kategorienr(< A, A<r < B undr > B). Innerhalb dieser Kategorien finden dann
jeweils verschiedene, lineare Funktionen zur alsiainhédngigen Skalierung der Potenziale AnwenduagebDdie
Bezeichnung ,piecewise linear potential“ (PLP),dautsch: stiickweise lineares Potenzial.

Die letzte, verwendete Scoringfunktion ist die ASiEress-Funktiofi” (Astex-Statistic-Potential). Bei ihr werden

auch paarweise Atom-Atom-Potenziale zwischen Ligamdi Protein-Atomen berechnet:
ASP-Fitness - Cs YY" StatScorép, I, rp) - Eint - Eciasn @)
pl

Der StatScoreTerm beschreibt das Verhaltnis beobachteter Ligamdein-Kontakte fir die einzelnen Atomtypen
von Proteinp und Ligandl im Abstandr, zu einem ,reference state. Der ,reference sta@llt die aus
Rontgenkristallstrukturen statistisch ermittelteirahschnittliche Haufigkeit solcher Kontakte darie [$tatScore
Potenziale werden fiir alle Atomtypem und | im jeweiligen Umkreis bis 6 A aufsummiert und ndem
KorrekturfaktorCs = 0.2 multipliziert. Die zusatzlichen, empirischEarmek;,, und Eg,sp mussten zugefligt werden,
damit die Funktion als Fitness-Funktion im Dockiaggewendet werden kann. Die Terme stammen von der
Chemscore-Funktion und bestrafen ungiinstige Lidgamaformation E.) und nahe Protein-KontakteE{s).
Nachdem derStatScoreTerm auf rein statistischen Daten beruht, zahk @SP-Fitness-Funktion zu den

wissensbasierten Scoringfunktionen.
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2.5.2. Redocking des Liganden der Kristallstruktur

Bei einem virtuellen Screeningprojekt muss vorralldas im letzten Schritt durchgefiihrte Docking 8wbring
verlassliche Ergebnisse liefern, denn auf der Qagaldes Bindemodus und dessen abgeschatztertafffivird die
Entscheidung getroffen, eine Verbindung fur dietlieg am Target zu bestellen oder zu verwerfen.iéseim und
dem folgenden Unterkapitel wird daher auf die Méigkeit zur Kontrolle von Docking- und Scoring-Ergib
eingegangen.

Die Richtigkeit des durch Docking erhaltenen Bindelos kann beim Liganden einer Kristallstruktur durc
Redocking Uberprift werden. Dazu wird der Ligand aler Rontgenstruktur entfernt, um ihn anschlieReitd
einem Dockingprogramm wieder ,einzudocken®. Die mfitative Beuteilung des Ergebnisses erfolgt durch
Vergleich der Atomkoordinaten (RMSD aller nicht-WWasstoffatome) zwischen experimenteller Pose udddder
Pose. Liegt der RMSD unter 2 A wird im Allgemeineon einem korrekt wiedergegebenen Bindemodus
gesprochen. Alle RMSD-Berechnungen werden in didseeit mit dem Programm FCONY durchgefiihrt.

Redocking mit 100% Search-Efficiency

Die Struktur 3E9S wird zunéchst mittels MOE protstidabei fihrt MOE selbststandig einen Flip dedséindigen
Carboxamids von GIn270 durch, da das Programm #ieséormation als beginstigt ansieht. Zum Redockisght
man den gebundenen Ligand und dockt ihn anschigeBe8nGOLD in die freie Bindetasche. Es werden hi0%
Search-Efficiency 100 Docking-runs ausgefiihrt; 8gfunktion: Chemscore; gebundene Wassermolekuileleme
nicht berucksichtigt.

In Abbildung 2-14 ist die héchst-gescorte Dockirggiig (blau) mit der
Kristallstruktur-Pose (orange) Uberlagert. Die ggige Dockingpose
erzielt einen Chemscore von 41.6, der RMSD zurt&ltstruktur ist mit
0.46 A klein und steht fir eine gute Vorhersage thséachlichen
Bindemodus.

Bei genauer Betrachtung fallt auf, dass der BeriagresAromat leicht

gedreht in die S3-Tasche positioniert wurde. Diegtl daran, dass

GOLD die aromatische 5-Aminogruppe trigonal-plahehandelt und
keine Torsion zulasst. Nach Analyse der Chemscereag& (Einzel-
beitrage zum Gesamtscore) stellt sich heraus, dassder 5-Amino- .. 5 44 Redocking des Liganden der Kiistall-
gruppe zwar keine H-Bricke zu GIn270 ausgeht, dafiier zum struktur 3E9S. Orange: Experimentell beobach-
. . teter Bindemodus. Blau: Dockinglosung

phenolischen OH von Tyr269 (N-O-Abstand 2.9 A, siaimgedeutete H-

Briicke in Abb. 2-14).

Einen Uberblick tiber die 100 Docking-runs gibt Adbing 2-15: Im linken Diagramm sind die 100 Losumg@ch
fallendem Chemscore-Wert sortiert, das rechte Biagn gibt die RMSD-Werte der sortierten LésungenMan
kann aus den Diagrammen schlieRen, dass das Dokdingergent ist: 74 Posen entsprechen dem selbergkiten
Bindemodus (RMSD zur experimentellen Pose < 2 A)3emdem erhalten die meisten Dockinglésungen einen

Chemscore um 40, womit diese Docking-runs alle sahe am globalen Minimum liegen.
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Abb. 2-15: Links: 100 Docking-runs sortiert nache@iscore. Rechts: RMSD der sortierten LosungenxquriRose. Rechenzeit 177 Sekunden.

Weiterhin zeigt das RMSD-Diagramm (Abb. 2-15, reghteinen
definierten, alternativen Bindemodus mit RMSD = 8,4dessen hochst-
gescorter Vertreter einen Chemscore-Wert von 4Q0:@ioht. Der
Bindemodus ist in Abbildung 2-16 gezeigt, er untbesdet sich in der
Orientierung des Naphthyl-Gerists. Bei der Beuwngjl dieser alter-
nativen Orientierung sollte man bedenken, dassCiiér-Interaktionen
fur GOLD nicht bekannt sind und daher die Posigoning des Naphthyls™
nach Komplementaritat der Oberfliche Naphthyl Ta4ehe erfolgt. Es

kann also von einem insgesamt erfolgreichen Redgckjesprochen
werden, und die Madoglichkeit von geringfiigig falsabrientierten _ _

Abb. 2-16: Blau: Alternativer Bindemodus
Aromaten sollte beim Docking zukilnftiger, anderéganden bedacht

werden.

Verringerung der Search-Efficiency

Im Hinblick auf die geplanten virtuellen Screeningjpkte soll ein weniger zeitaufwéndiges DockingiBkoll

entwickelt werden. Inwiefern der Suchalgorithmuamdaoch den Bindemodus findet, zeigt Abbildung 2-17
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Abb 2-17: 100 Docking-runs mit 10% Search-Efficign&ngabe von Chemscore und RMSD der sortiertehgen. Rechenzeit 38 Sekunden.



-30-

Das Docking mit 10% Search-Efficiency konnte diefenzeit fur 100 runs von 177 auf 38 Sekunden veekil Im
linken Diagramm von Abbildung 2-17 erkennt man,sddi® meisten Posen von der Scoringfunktion nuogtiimal
bewertet werden. Das rechte Diagramm zeigt jedatdss dennoch viele der erzeugten Ligandposen der
experimentellen Pose entsprechen (42 Lésungen hgben RMSD < 2.0 A). Der Bindemodus wird also gefen,

fur die Vorhersage der Affinitat durch die Scoringktion misste er aber besser optimiert sein.

Eine Mdoglichkeit ware, die Search-Efficiency auf #fen der Rechenzeit wieder zu erhéhen. Damit widide
Anzahl genetischer Operationen vergrof3ert und esiibde héhere Wahrscheinlichkeit, das globale Mimm
innerhalb eines Docking-runs zu finden. Eine and®téglichkeit ist, dem Suchalgorithmus wichtige $tar
information mitzuteilen: Wenn das Programm ,weifdglche Interaktionen in der Bindetasche favorisieetrden
sollten, erfolgt die Konformations-Suche mit BiaglRung der favorisierten Interaktionen. Die Suctied also
fokussiert, ohne dass die Anzahl genetischer Opeet und damit die Rechenzeit vergréRert wird GOLD
werden dazu folgende Einstellungen gewahlt: 10G nomit 10% Search-Efficiency, Scoringfunktion Cheorsg
keine Berilcksichtigung von Wasser, vier Constraiaisei H-Bricken zum Backbone NH von GIn270 und
Carboxylat-Sauerstoff von Asp165, aul’erdem je emdrdphobes Volumen-Constraint in den S3- und S4-
Bindetaschen mit Radius 3 A. Diese vier Constrab@®hnen in der Konformations-Suche das Zustanueien
der genannten Interaktionen mit einem zusatzlicBeore-Beitrag. Der Bindemodus wird dadurch schnelle
gefunden, sodass ab dann die restlichen genetisOpemationen diesen optimieren. Abbildung 2-18 gibn

Uberblick tiber dieses Docking:
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Abb 2-18: 100 Docking-runs mit 10% Search-Efficignnid 4 Constraints. Rechenzeit 41 Sekunden.

Das linke Diagramm zeigt, dass die meisten Dockisighgen mit einem Chemscore zwischen 40 und 45rbetwe
werden (aufgrund des Constraint-Beitrags fallt @remscore héher aus). Im RMSD-Diagramm besitzen 80
Dockinglésungen einen RMSD < 2 A. Das Docking iaimit vergleichbar konvergent, wie wenn es mit 100%

Search-Efficiency durchgefihrt wird.

Fazit

Das Docking-Protokoll mit 10% Search-Efficiency widr Constraints eignet sich zum virtuellen Scregmgrof3er
Substanzbibliotheken. Es soll als erster Filteiicienen, um die Ligandenzahl fur anschlieRerggmauere und
Constraint-freie Docking-Rechnungen zu verring&¥ierden beispielsweise drei Docking-runs je Ligansigefiuhrt,
lasst sich damit eine Substanzbibliothek von 100.10@anden in 2 - 3 Tagen screenen (1 Core, AMDIGktH?2).
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In einem nédchsten Schritt kbnnen dann z. B. dieD1@8sten Liganden einem ausfihrlicheren DockindeRadl

unterzogen werden.

2.5.3. Evaluation von Scoring- und Rescoringfunktion

Ein Anspruch an eine geeignete Scoringfunktiondas korrekte Ranking verschiedener Liganden nacér ih
tatsdchlichen Affinitat, damit im virtuellen Scréeg potenziell bindende Liganden unter den ausgemst
.1reffern angereichert und gleichzeitig wenig- bhight-affine Molekile ausgeschlossen werden kdnigeses
korrekte Ranking wird Uberprift, indem die Affiniéa bekannter Liganden mit den vom Docking erhalteBcore-
Werten verglichen werden:

Es wurden die 20 von Ghosh et'@l.publizierten Inhibitoren gedockt und deren Scoieden dazu publizierten
ICs-Werten korreliert (umgerechnet in pE Da die 1Gr-Werte aus dieser Veroffentlichung unter gleichen
Assaybedingungen gemessen wurden, sind sie eivamidersatz fur die nicht verfigbaren Bindungsétiten K-
Werte). Anmerkung: Zwei der 20 Inhibitoren besitzéne benzylische Aminogruppe und wurden dahertzlica
in kationischer Form erstellt, sodass 22 Ligandk$tmen gedockt wurden. Auf3erdem sind 6 inaktivebuetungen
bekannt®*! und ebenso gedockt worden, kénnen jedoch aus Eehary eines IG-Wertes nicht mit in die
Korrelationen einbezogen werden. Stattdessen emdadgDiskussion ihrer Dockingposen und Score-WarteEnde

des Kapitels.

Auswahl einer geeigneten Kombination von Scoring-nd Rescoringfunktion

Um Einstellungen in GOLD zu finden, die eine molgst gute Korrelation zwischen Score und fgl€rgeben,
wurden die Scoringfunktionen fiir das Docking systésch variiert. Zusatzlich wurde ein Rescoring wmditeren,
in GOLD verfiigbaren Scoringfunktionen durchgefiiBeim Rescoring ergeben sich zwei Méglichkeiten:

» Entweder man ,rescored” nur die von der ersteniSgtunktion als beste bewertete Pose,

» oder man ,rescored” alle L6sungen des Ligandengiloidden besten erhalten Rescore-Wert an.
Im Programm GOLD ist letzterer Fall implementieda so der Rescoringfunktion mehrere geringflgig
unterschiedliche Posen zur Verfligung stehen, dilet ninbedingt mit gleichem Score bewertet werdeshavenn
fir das Rescoring eine lokale Optimierung der Lay#onformation durchgefiihrt wird. Der erste Fallsaumanuell
fur jeden Ligand durchgefiihrt werden und wurdeweste beim Rescoring mit ChemPLP durchgefihrt: fgake
sich mit R2 = 0.6 ein geringfiigig schlechterer Kdationskoeffizient (Korrelation Score mit pif als beim
Rescoring aller Losungen (R2 = 0.63), daher wemlgkiinftig alle Dockingldsungen eines Liganden dessd®ring

zugefihrt.

Wie beim Redocking im vorherigen Kapitel gezeigtrei) ist das Docking des Liganden der Kristallsinuk
konvergent, nahezu alle erzeugten Lésungen zeigenkdrrekten Bindemodus und erhalten ChemscoreéNert
um 40. Daher wurde die Anzahl an Docking-runs pigahd auf 10 gesetzt, was sich in den meisten firélle
ausreichend herausgestellt hat. Fir das Dockingpdlglizierten Inhibitoren wird die Loop-Aminosau@n270 als
begrenzt flexibel gesetzt, um polare Substituentenzu dockenden Liganden besser adressieren nekodbazu
wird eine zweite Konformation der Seitenkette voimZ30 erzeugt, bei welcher das endsténdige Carbioxam
180° gedreht wurde. AuBerdem wird am Chil- und @ki8kel von GIn270 eine Drehbarkeit um 30° erlaubt,

sodass sich die Seitenkette besser an den gedddgtarden anpassen kann.
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In Tabelle 2-1 sind verschiedene Kombinationen 8goringfunktionen fir Docking und Rescoring aufdefliEs
wurden die 24 Molekdle (s. oben) gedockt und dier&lation zwischen Score und pldn den Feldern angegeben.
Auf der Winkelhalbierenden (Docking- und Scorindftion identisch) befindet sich der Korrelationskigaént der

Scoringfunktion, die zum Docking verwendet wurde.

Tab. 2-1: Angabe der Korrelationskoeffizienten (lR2Abhangigkeit von Scoring- und Rescoringfunktion

Rescoring
Scoring Chemscore ChemPLP ASP Goldscore
Chemscore 0.63 0.63 nicht durchgefuhrt nicht durchgefiihrt
ChemPLP 0.70 0.68 nicht durchgefiihrt nicht durchgefiihrt
ASP 0.61 nicht durchgefuhrt 0.37 nicht durchgefiihrt
Gold-Fitness 0.55 nicht durchgefihrt nicht durdbibet 0.52

Einstellungen in GOLD: 100% search efficiency, s (auBer Gold-Fitness & ASP: 20 runs), GIn274bigl (s. oben), normal: kein Wasser

Die Scoringfunktion ChemPLP liefert mit R2 = 0.68 Docking die beste Korrelation von Score undsphthd das
Rescoring mit Chemscore konnte die Korrelation moals auf R2 = 0.7 verbessern. Beim virtuellen Sureg
gréRerer Datenbanken generierte die ChemPLP-Fumkgdoch Fehler, sodass sie nur als Rescoringfumkti
eingesetzt werden konnte.

Die nachstbeste Korrelation liefert Chemscore imclagprozess, sie wird daher fir zukunftige virteel
Screeningprojekte ausgewahlt. Rescoring mit ChemPatPdie Korrelation weder verbessert noch verstitéat.

Um aber neue Liganden mit einem unabhéngigen, eweficore bewerten zu kénnen, wird das Rescoring mit
ChemPLP beibehalten.

Die Scoringfunktionen Gold-Fitness und ASP sind lkigser Bindetasche dem Chemscore und ChemPLP
unterlegen, es wird daher von ihrer Verwendung sblgen. Als Nachteile sind anzufiihren, dass dieebeid
Funktionen mindestens 20 Docking-runs benétigtem reprasentative Bindemodi unter den Losungen kalten.
AuR3erdem bendtigt die Gold-Fitness-Funktion dieuglenen Wassermolekiile in der S4-Tasche, da aesodst
Naphthyl-Ring im Aufenthaltsraum der Wassermolelpgsitioniert wird.

Solange also beim Docking eine geeignete Scorigifum eingesetzt wird, gelingt die Vorhersage voffiritaten
innerhalb der untersuchten Inhibitoren vom Benzafyd hervorragend. Allerdings sind sich diese litoiten
strukturell relativ &ahnlich und unterscheiden siarwiegend im Substitutionsmuster des BenzoesauoerAten
(verschiedene Methyl-, Methoxy- und Aminosubstdngn); inwiefern die Affinitatsvorhersage auch bederen
Substanzklassen, oder groReren strukturellen Andeny gelingt, kann aus den wenigen Daten nocht nich
abgeschatzt werden. Der nachste Abschnitt zeigt dbss auch geringe Strukturvariationen zu einaarwarteten

Affinitatsverlust fihren kdnnen.

Schwach bis nicht-bindende Substanzen

In der Literatut®* mit sehr geringer Affinitat beschriebene Verbingen (,ICs, > 200 uM“) wurden aus
Ermangelung eines exakten Wertes mit inaktiver. dhicht-bindenden Substanzen gleichgesetzt uriat mcdie
obigen Korrelationen einbezogen. Die Kenntnis nlahtlender Molekiile ist dann besonders wertvollnmvelie

Verbindungen ,uberraschenderweise® nicht binderh). dvenn sie mit aktiven Molekilen nahezu identisaid,
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jedoch keine Affinitdét zum Target besitzen. DieBeall zeigt, an welchen Punkten Struktur-Wirkungsblezngen
noch unverstanden sind. AufRerdem ist die Kenntois maktiven Liganden wertvoll, die aus einem \aiten
Screeningprojekt als falsch-positive ,Treffer” {d. Fehlauswahl) hervorgegangen sind. Die genaueiAaisder-
setzung mit den mdglichen Ursachen ist hier ungliéls um an dem untersuchten Target Grenzen dempQter-

methoden zu erfahren. Die literaturbekannten, imaktVerbindungen sind in Abbildung 2-19 aufgefiihrt
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Abb. 2-19: Ubersicht tiber literaturbekannte Verbingen ohne inhibitorische Aktivitat an SARS-CoVePL

Es soll nun untersucht werden, inwiefern mittelcking die Inaktivitat der Verbindungen- f vorhergesagt werden
kann. Dazu werden sie unter verschiedenen Scor@sgding-Kombinationen (s. Tab. 2-1, oben) gedodi«,

Ergebnisse sind wie folgt:

a. Das 2-Ethylbenzamid erzielt im Docking mit dem lasBindemodus einen Chemscore von 41.6, woraus
sich ein plGy von etwa 6 berechnen lasst (lineare Regressiamhriach wird die unginstige Ethylgruppe,
die zum Affinitatsverlust fuhrt, nicht im Dockinghd Scoring als ungiinstig erkannt. Der Diederwirdesi
Ethylgruppe ist bei den Ligandposen 51° - 53°. Bie#&/inkel liegt laut Brameld et & noch in einem
Bereich, der in Kristallstrukturen der PDB relatiéufig beobachtet wird, wenn auch die haufigste
Geometrie ein Diederwinkel von 90° ist (PDB und GSBs muss daher angenommen werden, dass
entweder der 90°-Diederwinkel (Energieminimum) eimgandbindung verhindert (sterische Uberlappung,
,.Clash*) und die Rotationsbarriere nicht Uberwundegrden kann, oder dass die sterischen Verhéltnisse
beim ,Methyl-Hotspot* von den Scoringfunktionen hicrichtig beschrieben werden und selbst die
Konformation mit um 50° gedrehter Ethylgruppe zueeiungiinstigen Wechselwirkung fuhrt. Zum Beispiel
kénnten die nahen Aminoséurereste in Losung aufgmom Eigenbewegung den Raum fir den Methyl-
Hotspot im Vergleich zur Kristallstruktur einschk@&m und so eher einen ,Clash* verursachen als
angenommen.

b. Nach Docking und Scoring wird der Verbindung eiit€flvon 4 - 5 zugewiesen, was eine annehmbar
niedrige Bewertung ist. In einem virtuellen Scregprojekt wirde man solch niedrig gescorte
Verbindungen nicht zur Testung auswahlen. Dasgesiech keine messbare Hemmung zeigt, kdnnte an
einer starken intramolekularen Wasserstoffbriickésaven der 2-Hydroxy-Funktion und dem Carbonyl
liegen, was das Molekil in einer Konformation fitjein der es nicht an das Protein binden kann. Fir
Salicylamid wird von Rios und Rodrigu&? eine Enthalpie von 19 - 22 kcal/mol fir die int@ekulare
H-Briicke angegeben.

c. Die Vorhersage ergibt auch hier einen niedrigensgpi@ischen 4.5 - 5, und im Chemscore-Rescoring nach
Gold-Fitness-Docking wird sogar ein pds/on nur 2.5 vorhergesagt. Der Grund liegt beitéetam jedoch
daran, dass die Gold-Fitness-Funktion im Dockingeaingiinstige Konformation der Boc-Gruppe erstellt:

Die Carbamat-Gruppe erhélt eine planare Geomettim Benzamid-Aromaten, sodass sie keine
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Wasserstoffbriicken zu Proteinresten eingehen kadrdie Pose schlie3lich vom Chemscore-Rescoring als
besonders niederaffin bewertet wird. Wie spéateKapitel 3 gezeigt wird, kann eine 4-(Boc-Amino)-
Substitution jedoch auch ginstig sein (Verbind8nglCsy = 5.8). Die Inaktivitat der Substakzst daher
nicht erklarbar, zumal die ebenso publizierte, himge Verbindung ohne Boc-Gruppe einen f1@n 4.3
erzielt und damit maRig aktiv fst.

d. Mit einem berechneten pigvon etwa 5 - 5.5 wird auch diese Verbindung afnam ,einstelligen
mikromolaren Bereich" bewertet. Im Docking kann diedsténdige Methylgruppe der Amin-Komponente
entweder vom Protein weg oder zum Protein hin zeigeigt die Methylgruppe zum Protein hin, verbteib
noch ein Ligand-Protein C-C-Abstand von 3.2 A, veish in Chemscore lediglich durch einen leicht
erhoéhten Clash-Term (0.4) bemerkbar macht. Ein &atliess-Docking unter Beriicksichtigung der dort
gebundenen Wassermolekiile ist moglich, dann wieddaihgs nur die Pose mit Methylgruppe ,zum Protein
hin“ generiert, um einen ,Clash” mit Wassermolekii® vermeiden. Da die Verbindung jedoch inaktiy is
muss davon ausgegangen werden, dass diese lipogdniléngerung der Amin-Komponente sterisch zu
anspruchsvoll ist, obwohl laut Kristallstruktur uBdcking der Platz vorhanden wére.

e. Die Substanz wurde mit einem berechneten,pl@n 5.5 - 6 als affin bewertet (Docking ohne geteme
Wassermolekule). Werden die drei gebundenen Wasdekiile der S4-Tasche beim Docking (Gold-
Fitness) miteinbezogen, verdrangt der Phenylring déenin-Komponente eines davon. Falls ein
Wassermolekil verdrangt werden kénnte, wirde dadienfreie Ligand-Bindungsenthalpie durch die
Entropiezunahme profitieren. Das Rescoring mit Csere bewertet allerdings den von der Gold-Fitness-
Funktion erzeugten Bindemodus als ungiinstig und fitheinem berechneten gi&on 3.2: Grund ist hier
der empfindliche Clash-Term des Chemscores, erdfedte von der Gold-Fitness-Funktion erlaubte &lah
zu den verbleibenden zwei Wassermolekillen (C-O+#xm 2.5 und 2.9 A). Bei zukinftigen
Screeningprojekten sollte daher ein méglicher ,Blamit gebundenem Wasser bedacht werden.

f.  Zur Skonfigurierten Verbindung wird ein pkgvon 4 - 4.5 berechnet (Chemscore 36, ohne Wasser),
wird damit schlechter als ihr aktivé&Konformer bewertet (berechneter giG 5 - 5.5, Chemscore 39,
tatsachlicher plgy = 5.1), sodass die Bevorzugung &eKonfiguration mittels Docking erkannt wird. Die
Zusammensetzung des Chemscore-Werts aus seinerldgittAigen lasst bei Verbindunfy einen
schwachen ,Clash* zwischen dé&Methylgruppe und Tyr265 erkennen (C-C-Abstand A% Der
JInternal-Torsion-Term" ist etwas auffalliger: SeMWert von 2.5 ist deutlich gro3er als bei anderen,

vergleichbaren, aber affinen Liganden (Werte un.1.5

In einem virtuellen Screening sollte eine Scorimgion nicht-bindenden Molekilen niedrige Affinigéit zuweisen,
sodass diese ,nicht-Binder* herausgefiltert werdém zu entscheiden, ob diese Aufgabe erfolgreidtillemird,
sind zunéchst weitere Sachverhalte zu erklaren: dm inaktiven“ Molekiilen ist aus den Publikatiof&* nur
bekannt, dass ihr kglber 200 uM liegt (plé < 3.7). Enzymrestaktivitaten bei 200 uM Inhibitonzentration sind
nicht angegeben, doch andererseits waren Hemmbeirtieser hohen Konzentration nicht sicher inttiprbar, da
je nach Loslichkeit der Verbindungen diese Konzidn nicht erreicht wird. Wenn man weiterhin bénes
Scoringfunktion eine Vorhersagegenauigkeit von ridehnerpotenz beinkK;-Wert annimmt, kann von einer
erfolgreichen Affinitatsvorhersage gesprochen werdeenn die inaktiven Molekile mit einem berechngiGs,

< 4.7 beschrieben werden.
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Demnach konnten die Verbindungkenc, e undf erfolgreich als niederaffin (bzw. ,inaktiv*) vorrgesagt werden.
Bei den Verbindungema undd ist dies nicht gelungen, urelstellt einen Grenzfall dar, der die Wichtigkeitrde
Berucksichtigung von gebundenen WassermolekilaznheZusammengefasst scheint Aeindd eine mangelhafte
Beschreibung des verfigbaren Raumes in der Binttedasnd des Platzbedarfs der Liganden fiir die Halsc
Affinitdtsvorhersage verantwortlich zu sein. Auff@rdwird beia undd bei Ligandbindung eine zuvor rotierbare
Ethylgruppe raumlich fixiert, was entropisch undimsist und somit den Betrag der freien Ligand-
Bindungsenthalpie verringert. Bei Verbindurg stellt sich die Schwierigkeit, dass die Ligandhind die
Verdréangung von Wassermolekulen erfordert, dignr\etzwerk von mehreren H-Briicken eingebunden. simehr

ist dieser Vorgang entropisch giinstig, doch zurereiist die ndtige Desolvatationsenergie nur schabachéatzbar
und zum andern kann die dabei platzierte Ligandaguein Phenylring, keine neuen H-Briicken ausbjldedass

die Bildung des Protein-Ligand-Komplexes mit Verhinge enthalpisch unglinstig ist.

Fazit

Die Beispielea - f konnten zeigen, in welchen Féllen die Inaktivitdnh Leitstruktur-ahnlichen Molekilen durch
Scoring und visuelle Beurteilung erkannt werdenrkabie Verbindungera, d und e liefern dabei wertvolle
Informationen, um rational noch nicht begriindbanel @aher vom Docking und Scoring abweichende Sirukt

Wirkungsbeziehungen aufzustellen:

1. Der Methyl-Hotspot der S3-Tasche konnte nicht dwicle Ethylgruppe adressiert werden.
2. Der Methyl-Hotspot der S4-Tasche konnte nicht duwicte Ethylgruppe adressiert werden.

3. Die gebundenen Wassermolekiile in der S4-Taschenassh nicht mit einem Phenylring verdrangen.

Diese Struktur-Wirkungsbeziehungen sind folglichder subjektiven Bewertung von Bindemodi zu bedemlaber

auch bei anderen Substanzklassen auf ihre Gultigkgiriifen und gegebenenfalls zu korrigieren.

2.5.4. Die Problematik des Scorings — fur virtuelle Screengprojekte relevante Aspekte

Der Mangel, nicht-bindende Molekile sicher als eiadfin zu bewerten, stellt im Scoring ein grundbiéhes
Problem dar. Um diesen Fehler bei der Abschéatzwergfréien Ligand-Bindungsenthalpie zu quantifiziersei
folgendes Beispiel angefuhrt: In Abhéngigkeit voxperimentellen Assay kdnnen schwach affine Ligaraleeiner
Affinitdt von etwakK; > 300 uM nicht mehr als ,bindend" erkannt werde gelten dann als nicht-bindend. Erfahrt
nun eine aktive Leitstruktur wie die literaturbekém Verbindung? (K; ca. 3 uM, entspricht einer freien Ligand-
Bindungsenthalpie vonG® = -7.4 kcal/mol) nach Derivatisierung einen Jgtdndigen Affinitatsverlust* — wie so
haufig in Kapitel 3 der Fall — ist genau genommen ginem 100-fachen, oder mehr als 100-fachen igfsverlust

zu sprechen. Bezogen auf die freie Ligand-Bindunthsdpie entspricht dieser Affinitatsverlust eiderderung von
nur AAG = 2.8 kcal/mol, womit die Schwierigkeit einer #itatsvorhersage verstandlicher wird. Fir eine
Verbindung, die im virtuellen Screening vom Scorialg vielversprechend identifiziert wird, im anseRBenden
Experiment aber als inaktiv getestet wird, bededist dass man nicht weil3, ob diese Verbindungliedi100-fach
schwécher an das Protein bindet als vorhergesdet,ab sie 1Bfach schwécher bindet. In beiden Fallen wird man
die Substanzklasse verwerfen, obwohl im erstendtadl Leitstrukturoptimierung vielleicht gelingeérinte.

Weiterhin kommt hinzu, dass eine Scoringfunktiore diigandbindung mittels eines vereinfachten, sthtis

mechanischen Modells beschreibt. Die anziehendenatstoRenden Kréafte im Komplex kénnen zwar relgtiv



-36 -

mittels Lennard-Jones- und Coulomb-Potenzial beretchverden, die Aussagekraft Uber Prozesaérend der
Ligandbindung ist jedoch sehr gering. Zu diesenz@seen zahlen schon geringe Anderungen der Protein-
Konformation, die Desolvatation polarer Gruppen Jdgand und Protein (groRe enthalpische und erdoba
Beitrage) und der Verlust an Freiheitsgraden aufgjiLigandbindung.

Erschwerend fur die Weiterentwicklung von Scorinddiionen ist auRerdem, dass diese priméar daduedhiert
werden, indem sie fiir die Vorhersage der Affinpétlizierter Protein-Ligand-Komplexe optimiert werd Von
einem ,falsch-positiven Treffer”, also einem Molékias im Docking einen gut bewerteten Bindemoduélerohne
Affinitdt zur Bindetasche zu besitzen, gibt es @u&einen ,nicht-affinen* Protein-Ligand-Komplex disomit wird

die Scoringfunktion nicht fir diesen Fall trainjedt h. es werden bisherige Mangel nicht automiatistdeckt.

Ein weiteres Problem ergibt sich bereits beim Hesteder Ligand-Konformation durch das Dockingpragm.
Ungenligende Parametrisierungen bestimmter funkieon€ruppen (wie z. B. acylierte Hydrazone, ardstdte
Sulfonamide) filhren manchmal zu unwahrscheinlidhgandgeometrien, die jedoch vom Anwender leiclkaant
werden kdnnen und vermutlich daher stammen, dasgi®asbarrieren in das Dockingprogramm geringfimgygar
nicht implementiert wurden. Doch wéhrend ein insdim Fall grolRerer Konformationsraum nur zusétzliche
Ligandposen bedeutet, ist auch der umgekehrterk@djlich, dass bei ausbleibender Rotation um eirstirhmte
Bindung eine ,Licke" im Konformationsraum entstetmd damit eine mdglicherweise relevante Interaktiarit
ausgebildet wird. Ein Beispiel fir eine ,Lucke" idonformationsraum ist die starre und coplanare Bdhang von

primaren, aromatischen Aminogruppen (siehe Kapgitg).

Beim virtuellen Screening wird schlie3lich die Sogfunktion mit dem Problem konfrontiert, dass sioheiner
groRen Substanzbibliothek mittels Docking eine X&bl von Liganden finden lassen, die chemisch gbeis
Interaktionen zur Bindetasche ausbilden kdnnen dmider einen hohen Score erzielen. Viele diesetuglien
Treffer* zeigen jedoch nach experimenteller Testuame Aktivitat: anhand einer vereinfachten Bess@ichnung
schatzt Seifeft”! die durchschnittliche Quote von richtig-positivem falsch-positiven Treffern sogar auf 1 zu 5900!
Dieses Verhaltnis ist allerdings stark abhangig den Definition einer ,schwach affinen“ Verbindunmd ihrer
Haufigkeit in der Substanzbibliothek. Die Griinde fi@ischlich hohes Scoring von Verbindungen ohnsétzhliche
Affinitat liegen dabei, wie erwéhnt, in den Schuiggeiten bei der Beschreibung der Protein-Ligandvgtexe.

Ein mdglicher Ansatz, Fehlauswahl aufgrund falsthlihohen Scorings nachtraglich zu verringern, i d
sorgfaltige, visuelle Beurteilung der Molekiile uihder Bindemodi. So werden alle Molekile mit subbjekicht-
plausiblem Bindemodus oder unwahrscheinlicher Konédion von der Auswahl gestrichen. Weiterhin kémbei
der subjektiven Bewertung von Bindemodi bereitsamgite Struktur-Wirkungsbeziehungen miteinflie3en.

Ein weiterer Ansatz kann darin bestehen, durcheeatfwandigere Verfahren wie MD-Simulation die 8itt der
Protein-Ligand-Komplexe zu untersuchen. Proctorabf® beschreiben beispielsweise, dass sie mittels MD-
Simulation die Verweildauer (residence time) vodagkten Ligandposen bestimmen: dazu werden vonr jedse
100 ,discrete-MD"“-Simulationen (Anmerkung: ,disceeMD": diskrete statt kontinuierliche Potenzialegstartet,
die bis zum Verlust der ursprunglichen Ligand-Kanfation laufen (,pose exit*). Nachdem die Wahrsaliehkeit
zum ,pose exit* Poisson-verteilt ist, kann aus ddnaltenen Statistik die mittlere Verweildauer @#sdemodus
berechnet werden. Auf diese Weise konnten Prottal. &orrekte Bindemodi von Kinase-Inhibitoren idiéizieren,
die sich zuvor beim Scoring als problematisch hegestellt hatten (Docking & Scoring mit ,MedusaD§ck

Die freie Ligand-Bindungsenthalpie lasst sich adalekt aus einem thermodynamischen Kreisprozesscheen:

dafir werden zunéchst die freien Enthalpien vortdtmpLigand und Komplex z. B. Gber einen MM-PBSAsgatz
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bestimmt und schlieRlich die freien Enthalpien V@rotein und Ligand von der des Komplexes abgeZ8gen
Resultierende freie Ligand-Bindungsenthalpien Kiren zwar laut Rastelli et & erfreulich gut mit einem
Ligand-Ranking nach Affinitaten, doch im zitierteAnwendungsbeispiel (TargetPlasmodium falciparum
Dihydrofolatreduktase) wird auch klar auf die Gremzdieser Methode hingewiesen: die Fehler absolérigier
Ligand-Bindungsenthalpien sind so grol3, dass disoAltwerte keine Aussagekraft besitzen; die redatiStandard-
abweichungen sind bei den Ligand-Bindungsenthalpiérca. 2 kcal/mol zwar gut, doch beim Entropietenit ca.
8 kcal/mol so schlecht, dass dessen Beriicksiclgiglim Korrelation im Ligand-Ranking sogar verschiect. So

bleibt die Abschatzung der Entropie weiterhin edee schwierigsten Aufgaben bei der Vorhersage vifimiféten.

2.5.5. Virtuelles High-Throughput-Screening (VHTS)

Zunachst wird das bereits angesprochene VHTS-Rithtimiit 10% Search-Efficiency und vier Constraietaluiert.
Ratia et al’® filhrten 2008 ein experimentelles HTS mittels Rebadurch, bei welchem zwei Leitstrukturen
gefunden wurden, die nach synthetischer Optimiemunden Rontgenkristallstrukturen 3E9S und 3MJ5téih Das
HTS erfolgte mit der Substanzbibliothek ,Chembriddjeerset* (50.080 Substanzen). Nachdem laut Pabitk™®
von 17 ersten Hits eine weitere Untersuchung narliisagten zwei Leitstrukturen
ubrig liel3, darf davon ausgegangen werden, dags deh ca. 50.000 Substanzen nur
die eine Substanz (Abb. 2-20) enthalten ist, diedan 3E9S-Protein-Konformation
bindet und das Enzym dadurch inhibiert. Ein viteeHTS mit den 50.000 Substanzen
soll nun zeigen, ob GOLD die aktive Verbindung 8hdDer andere HTS-Hit mit

Piperidincarboxamid-Struktd® wird nicht beriicksichtigt, da dieser ein separateg =, ... HTS-Screening-Hit
VHTS an der 3MJ5-Proteinstruktur benétigen wirde. ICso=20 uM

Die Substanzbibliothek ,Chembridge-Diverset® mussingchst aufbereitet werden. Mit dem Programm
OMEGA/FLIPPER® werden von allen Molekiileintragen alle denkbareereédisomere erzeugt (bis zu 12 je
Eintrag), danach werden diese mit OME®AIn energieminimierte 3D-Strukturen (ibersetzt. Mahélt eine in
GOLD verwendbare mol2-Datenbank mit 81492 Eintradeas vHTS dieser Datenbank liefert folgendes Engeb

Runde 1 Runde 2
GOLD-Docking: Chemscore > 39: GOLD-Docking:| 920 Inhibitor auf 18.Platz,
Chembridge- 10% Search-E. 145 Substanzen 100% Search-E. (CS=39.9, ChemPLP =91.5)
Datenbank 3 runs/Ligand (Inhibitor auf 8.Platz, 10 runs/Ligand Inhibi £8Pl
4 constraints Chemscore = 42.4) GIn270 flexibel | 1 H,0 (ES I: ;‘;0; zlsemP.LPa:tf)o o

Abb. 2-21: Flussdiagramm zur Veranschaulichunguitesellen Screenings der Chembridge-Datenbankniai Runden. Die Score-Werte sind
beim Docking mit einem Wassermolekiil aufgrund dess$driickenbeitrags 3 - 6 Punkte im Chemscore h@@Punkte beim ChemPLP).

In der Rangliste nach Docking-Runde 1 findet sieh lshhibitor auf Platz 8 von 81492. Der Ligand wads dem
Datensatz mittels verkirztem Suchalgorithmus atsthiplatziert und damit ist das Ziel bereits etiei&s wird eine
zweite Docking-Runde mit den besten 145 ,Treffef@18% der Eingangsdatenbank) durchgefuhrt, dadwiah
ein rechenaufwandigeres, Constraint-freies Dockatme Bias) gewahrleistet. Im Ergebnis von Rundiznget der
Inhibitor auf Platz 18. Wird das Docking von Rurglenter Einbezug des am tiefsten vergrabenen Wassskiils
(zwischen Tyr274 und Asp303) durchgefihrt, fihitdiaigen Liganden die vom Wasser verkleinerte $4€he zu

einem erhohten Clash-Term und der Inhibitor erteiabder den 8.Platz.
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Die ,Anreicherung“ von aktiven Verbindungen in emeDatensatz durch Screening-Methoden kann mit den
Kennzahlen Enrichment-FactdRF) und Hit-Rate (IR) beschrieben werd&#°%:

= 7
EF (HS/ Ns) ! (Ht ! Nt) ( ) H: Anzahl aktiver Verbindungen  N: Anzahl al\Merbindungen

HR = (Hs/ Ht) 100% (8) Index s: im Subset (Ausgabe) Index tTiotal (Eingabe)

Deren zu Fehlinterpretation verleitende Bedeutusly durch folgende Beispielrechnung veranschaulisktden,
das ideale Subset hat dabei die GréRRe 8, sodaaktdie Verbindung ,gerade noch” in die Auswahlayeit:

EF=(1/8)/(1/81492) = 10186.5
HR= (1/1) 100% = 100%

Dieses ,hervorragende” Ergebnis kdnnte auf ein hnolerlassiges virtuelles Screening schliel3en tadsel dem
generell inaktive Verbindungen mit groRer Sicharheiedrige Score-Werte erhalten und umgekehrt aktiv
Verbindungen hohe Score-Werte. Zwar fallt wegen elagigen, an der Proteinstruktur 3E9S bindendeganden
das Ergebnis besonders deutlich aus, doch auch ®@raktive Inhibitoren im Datensatz waren und ner eine
Inhibitor beim Subset der 8 Besten identifiziertrdg} betragt deEF noch 1019. Das angewendete Screening-
Protokoll funktioniert also tatsachlich gut. DEfF sagt dabei aber nur aus, um wieviel die Wahrstibbkeit erhdht

ist, bei zufalliger Auswahl eines Liganden aus ®tlosid Chembridge-Datenbank einen aktiven Ligarmefinden.

Die Wahrscheinlichkeit zu richtigem Scoring liegherhalb des Subsets nur bei 1/8 — stellt aberatd¢nain gutes
Ergebnis dar. Die folgenden Screeningprojekte werdeigen, dass sich in groen Substanzbibliothekele

Molekile finden lassen, die einen guten Bindemaduwshohen Score-Wert ergeben, ohne tatsachlich aktsein.

Virtuelles High-Throughput-Screening der Specs-Datebank an 3E9S

Bei der Frage nach der zu wéahlenden Screening-batdnfiel die Wahl auf den niederlandischen Anbi&pecs.
Dieser bietet eine ca. 200.000 Substanzen umfassetiersifizierte ,Screening-Compound“-Datenbank &s
wurde die von Zin¢" aufbereitete Specs-Datenbank mit 361.671 Molektiagen verwendet (Version 2009). Sie
umfasst ,drug-like* Molekiile, ist jedoch nicht stge nach den Lipinski-Rules-Of-Fi¥@ gefiltert (Specs: Grenze
Molekulargewicht 600 g/mol, keine Grenze bei bermtbm cLogP-Wert). Auf eine Filterung wirdewusst
verzichtet: Sollten unter den endgultigen Screeilitg Verbindungen mit hydrolysierbaren, reaktiveder zu
vielen polaren Gruppen sein, kénnen diese auch aotlEnde von der Auswahl gestrichen werden. Ireetshie

gilt es, Verbindungen mit gutem Bindemodus und hol8zore-Wert zu identifizieren. Abgeschatzte Eigaaften

zu Pharmakokinetik, Permeabilitat 0.a. sind in @e®rsten Schritt der Wirkstofffindung unbedeutend.

Das Screening-Protokoll von Abbildung 2-21 wird filas Screening der Specs-Datenbank um eine zwischen
geschobene Docking-Runde erweitert (s. Abb. 2-3®)sollte ein noch grindlicheres Durchsuchen deeribank
ermdglicht werden und das Constraint-basierte Darkier ersten Runde dient nur noch als groberrFilteben der
Aminosaure GIn270 wird nun auch Tyr269 leicht fleedi eingestellt, um einem neuartigen Ligand in $&+Tasche
eine ideale Oberflichenkomplementaritat zu ermbgtic Das tiefste, gebundene Wassermolekul wird aukihg
beibehalten. Das Screening der Chembridge-Datentzamidite, dass dieses eine Wassermolekil bereits die

ungtinstigen ,S4-Wasser-Clasher* der Datenbank &lieBen konnte. Die weiteren zwei Wassermolekiiledes
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daher nicht bertcksichtigt, um die Mdglichkeit offeu halten, dass ein neuer Ligand in diesem Ab#dtsraum

eine polare Gruppe platziert. Im folgenden Flusg@immm ist das Screening der Specs-Datenbank dallgest

Runde 1 Runde 2
GOLD-Docking: 4GO(0;L;)-D0hc I](Eing:
Specs- 10% Search-E. Chemscore > 35: 7 ° ;ji.rc A d. Chemscore > 43:
Datenbank . | 3 runs/Ligand ™ 14288 Substanzen | ;“v';zse;ga“ ™ 500 Substanzen
4 traint
conSTraTts Y269 & Q270 flex. |
Runde 3
GOLD-Docking:
Rescoring, ChemPLP > 90: 100% Search-E.
~<— | 10 runs/Ligand
309 Substanzen 1 Wasser
Y269 & Q270 flex.

Abb. 2-22: Flussdiagramm zur Veranschaulichungvitisellen Screenings der Specs-Datenbank an Rsttektur 3E9S in drei Runden.

Die Ausgabe von Runde 3 wird nach Rescoring ChemPBB gefiltert, sodass 309 ,Treffer* erhalten wanddie
von beiden Scoringfunktionen (Chemscore und ChemRjuP bewertete Bindemodi liefern. Die Ligandposkan
309 Molekule werden mit MOE zu Gruppen mit &hnlichBindemodus geclustert. Dazu werden in der Birsmidta
der 3E9S-Proteinstruktur drei Pharmakophor-Modeitgellt, welche die unterschiedliche Anordnung @omor-
und Akzeptor-Atomen bei verschiedenen Bindemodedinzieren sollen. Der Datensatz mit 309 Molekiiérd

dann sequenziell gefiltert, wobei die gedockterahigposen starr und mit absoluter Position behangstien:

o¥ | [

NH
Es verbleiben
N L
309 Posen [ iy i Dor® "> 141 Molekille.
(4. Cluster)

0 y y

40 Molekiile 105 Molekiile 23 Molekiile
Benzamid-Typ Anilid-Typ (reverses Amid) kationischer Typ

Abb 2-23: Sequenzielles Clustering durch drei Plagophor-Modelle, die auf die starren Ligandposegearendet wurden.

Es werden durch die Pharmakophor-Filterung dreistelu gebildet, die Molekile mit &hnlichen Bindemodi
enthalten. Die nicht von den Pharmakophor-Modedigassten Ligandposen bilden schlielich den 4st€tuDurch
die Cluster-Einteilung lassen sich die Molekiile degsvisuell auswerten, da dann die Unterschiedeschen
ahnlichen Molekilen eher erkannt werden.

Bei der Substanzauswahl werden zwei Aspekte beidltigt: erstens sollen alle Verbindungen beste#itden, die
einen plausiblen und sehr gut bewerteten Bindemdwden; zweitens soll von den verschiedenen, gefierd

Substanzklassen (,Scaffolds”) mindestens je eirtrétar bestellt werden, um mdglichst viele, negartscaffolds
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auf Hemmwirkung untersuchen zu kdnnen. Eine Stritatneliibersicht der aus den Clustern ausgewahlten
Verbindungen findet sich im anschlielenden Kaj2itgl6.

Vom Cluster des Benzamid-Typs wurden keine Benzamaigsgewahlt, da zum Zeitpunkt der Bestellung tserei
Benzamide synthetisiert waren, die bessere Interak als die virtuellen Screening-Hits eingehelitesn Die
Verbindung B16 stellt im Hinblick auf ihren Bindeohss einen Ligand vom Benzamid-Typ dar, der jedoab d
Benzamid-Pharmakophor nicht erfillte und daher inCldster landete. Wegen des leicht anderen Bindesio
(verglichen mit anderen Benzamiden) wurde B16 dehrmur Bestellung ausgewahlt. Im Benzamid-Clussedf
sich auch ein Imidazol-Derivat (B3), welches aufgfiseines guten Bindemodus dann als einziger \fertdéeses
Benzamid-Clusters bestellt wurde. Die restlicheidarol-Derivate (B4, B6, B7, B9) sind durch die Rhakophor-
Filterung nicht erfasst worden und finden sich dabum 4. Cluster wieder.

Funf Substanzen (B14, B19, B20, B21, B23) sind wr@luster ausgewahlt worden (Anilid-Typ). Die Adé B19,
B20 und B21 binden wie die publizierten Benzamiblithitored®*?! in der S3-Tasche mit einem in 2-Position
Methyl- oder Chlor-substituierten Aromaten. Da HieBriicken-Interaktion des Amid-,Kernfragments* dénilide
zum Loop-GIn270 und zu Aspl165 prinzipiell dieseistewie bei den Benzamiden und lediglich die Posin von
Amino- und Sauregruppe vertauscht sind, kdnnerediesbindungen auch als ,reverse Amide* bezeichvertien
(siehe dazu auch Kap. 3.5).

Vom 3. Cluster wurden sechs Substanzen (B2, B8, B13B, B18, B24) ausgewahlt (kationischer Typ). é&ebei
physiologischem pH-Wert protonierte Aminogruppe rkasiadurch eine ladungsgestiitzte H-Briicke zu Aspl65
ausbilden. Die sekundaren Amine von B2, B8, B11 ®BiB koénnen die H-Bricke zu Aspl65 bereits im
unprotonierten Zustand ausbilden, das freie Elektinpaar des Stickstoffs kann dann zusatzlich gdmenlyr274

als H-Briicken-Akzeptor auftreten. Im protoniertenstand empfangt dann der Phenolsauerstoff von Rydss
zweite H-Atom der geladenen Ammoniumgruppe. Diedéei tertitfren Amine B13 und B24 haben einen
2-Hydroxypropyl-Spacer gemeinsam, dessen Hydroxmguzu Aspl65 eine weitere H-Bricke ausbildet und
gleichzeitig von der polaren Umgebung der S4-Taschessiert werden kénnte (denkbar sind H-Briickemyz274
und zu den in der S4-Tasche gebundenen Wassernerigki

Schlie3lich wurden sechs Substanzen (B4, B6, B7,B82, B16) des 4. Clusters ausgewahlt. Es hasdgitdabei
um Imidazol-Derivate (B4, B6, B7, B9), um ein CHine4-carboxamid (B16) und um ein Hydrazo-substitteés
Pyrazolon (B12).

Virtuelles High-Throughput-Screening der Specs-Datebank an 3MJ5

Ahnlich wie im vorherigen Abschnitt wird nun eirrtvielles Screening an der Proteinstruktur 3MJ5 lugeéiihrt, da
sich auch an dieser Protein-Konformation Verbindimgfinden lassen sollten, die den Loop wie die
Piperidincarboxamid-Inhibitoré{ adressieren. Fir das Docking in Runde 1 werden dizvier Constraints an die
neue Struktur angepasst und in Runde 2 wird Tyif@8dbel eingestellt (15° Schwenkbereich an Chil @hi2).
AuRerdem wird Leul63 flexibel eingestellt (20° Setmkbereich an Chil und Chi2) und GIn270 wird sgenalten,
da es bei der 3MJ5-Loop-Konformation nach oben wmegt (vermutlich artifiziell aufgrund der Kristpkckung).
Um das Screening-Protokoll im Vergleich zum vorgen Screening (Abb. 2-22) zu verkirzen, wird naeh d
Constraint-basierten Runde 1 direkt das prazisekingdn Runde 2 durchgefiihrt (s. Abb. 2-24). Datlukommt
dem Constraint-basierten Docking aus Runde 1 wienher grof3ere Bedeutung hinsichtlich des Rankingsiad ob

Runde 1 diese Anforderung auch hier erflllt, wirdrah eine Kontroll-Runde kontrolliert. In dieser nden
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suboptimale Liganden (Chemscore 37 - 44) von Runeevas praziser gedockt, sodass kontrolliert wekdan, ob

diese suboptimalen Liganden in Runde 1 reprasgatBindemodi und Score-Werte erhalten haben.

Runde 1 Runde 2
GOLD-Docking: GO}D-Docking:
Specs- . 10% Sea.rch-E. . Chemscore > 44: :80rfn§/§?i§:r;dE. — » 372 Substanzen
Datenbank j ?érrzss/tl;élgr?tzd 372 Substanzen | Wasser
Y269 & Leul63 flex.

Kontroll-Runde

GOLD-Docking:

30% Search-E.
Chemscore 37 - 44: ° 4 Substanzen mit Chemscore 43 - 44

— | 7 runs/Ligand —>
10502 Substanzen | Wass erg 0 Substanzen mit Chemscore > 44

Y269 & Leul63 flex.

Abb. 2-24: Flussdiagramm zur Veranschaulichungvifisellen Screenings der Specs-Datenbank an Rstaktur 3MJ5 in 2 Runden.

Die Kontroll-Runde konnte zeigen, dass das Subset, D502 nachst-schlechteren® Substanzen tatsfckiine
weiteren Verbindungen enthalt, die zu gut bewentd8ademodi fihren. Die Bindemodi der in Runde 2zise
gedockten 372 Screening-Hits wurden anschlieResuklliausgewertet und davon 6 Verbindungen besidlt B5,

B10, B15, B17, B22 (Strukturen s. Kap. 2.5.6).

Bei der Substanzauswahl wurde darauf geachtet, diaskiganden die Tyr269-Carbonylgruppe des ineetgin

Loop-Backbones adressieren. Wieder zeigt sich diedAGruppe als geeignetes Kernfragment, ihr Saoérisit

dann allerdings nicht zum Loop, sondern ,nach uhtarichtet (an Asp165 vorbei). Dadurch wird eineBHicke

mit Tyr274 ausgebildet (siehe B1 und B10).

Bei Verbindung B5 findet sich abermals das Imide&cdffold: an der Loop-invertierten Struktur 3MJank es als
protoniertes Kation gleichzeitig Loop und Asp168 ldtDonor adressieren.

Ein interessantes Scaffold weisen die Piperazinvatr B15, B17 und B22 auf: Ihr Piperazin-Scaffelinéglicht
einen ahnlichen Bindemodus wie ihn auch der Piparatboxamid-Inhibitor in Struktur 3MJ5 besitzt.e0n der S4-
Tasche liegende Methylgruppe ist bei den ScreeHitgB15 und B17 jedoch eine Carbonyl-Gruppe, welt@ut
Dockingpose von Tyr274 eine H-Briicke empfangt:

H-Donor zum Loop O O H-Donor zum Loop R, /N
0]
N 0
SQy CTN T s e
0 N S4-Tasche o +N\/, HO
:

Inhibitor aus 3MJ5 Im Screening an 3MJ5
1C5=0.32 uyM gefundene Verbindung B15

Abb. 2-25: Gegenliberstellung der Strukturformeln ekanntem Inhibitor (Kristallstruktur 3MJ5) unittuellem Screening-Hit B15.
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Virtuelles High-Throughput-Screening der Zinc-cleandrug-like-T90-Datenbank an 3E9S

Es wurden neben den virtuellen Screenings der Spatembank noch weitere Screening-Projekte durétgefdie
nicht an einen einzigen Anbieter gebunden warene€davon soll im Folgenden vorgestellt werden. wdstere
Substanzbibliothek erscheint zundchst die Zinc-dikegDatenbank sinnvoll, sie reprasentiert den ageen,
erwerbbaren ,chemischen Raum“ mit ,drug-like* Eigehaften. Sie umfasste jedoch zum damaligen Zditpun
bereits etwa 10 Millionen Eintrage, was zeitlichumfangreich gewesen ware. Von der Zinc-drug-likeebbank
existiert weiterhin eine gefilterte Version, die nZiclean-drug-like-Datenbank, bei welcher Substanpeit
problematischen Gruppen im Assay* herausgefilteurde”™. Diese Datenbank ist auch in einer geclusterten
Version verfugbar, der ,Zinc-drug-like-T90"“-Datentla mit 536.708 Eintragen. Hier wurden strukturdihBiche
Molekile zum Tanimoto-Koeffizient = 0.9 zu Clustemmit einzelnen ,Vertreter-Molekilen* zusammengefass
sodass der molekulare Raum unter weitgehendem IBsttseiner ,Diversitat” verkleinert und fir rectarfiwandige
Screeningverfahren wie Docking besser zuganglichagdt wurde.

Das Screening wurde in zwei Runden an der Strl@&aS durchgefiihrt und die Ausgabe mit den bereitélenten

Pharmakophor-Modellen geclustert.

Runde 1 Runde 2
GOLD-Docking: ?Ogéll)s-l)oc}l:i];lg:
. . 109 -E. . o Search-E. )
Zinc-clean 0% Search-E Chemscore > 39: — | 10 runs/Ligand _, Visuelle Analyse

drug-like-T90 |3 runs/Ligand |~ 2981 Substanzen

der Bindemodi
4 constraints 1 Wasser

Y269 & Q270 flex.

Abb. 2-26: Flussdiagramm zur Veranschaulichungvitéisellen Screenings der Zinc-clean-druglike-T98t&@nbank an 3E9S in zwei Runden.

Dieses Screeningprojekt diente vor allem dazu, emeitScaffolds mit hohem Scoring zu entdecken umd ih

Interaktionen zu studieren. Auf umgesetzte Ideed v 3. Kapitel an den entsprechenden Stellenegjaggen.
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2.5.6. Substanzauswahl und Testergebnisse im enzymatischAssay

Vom Screeningprojekt an der Proteinstruktur 3E9Sden nach visueller Inspektion 18 Substanzen unu vo
Screeningprojekt an 3MJ5 6 Substanzen erworben.dBeifolgenden Strukturformellibersicht sind die fie
Clusterzuordnung verantwortlichen Struktureleméatblich gekennzeichnet:

3E9S:

H
A N
\ N
a (N\/
B20 B21
\\N i Br
N
. e
N OH Br
| e
X o *
Bl11 BI13

OH N

O,N O

B6 B7

Clusterzuordnung nach Pharmakophor-Filter:
1.Cluster: Benzamid-Typ
N 2.Cluster: Anilid-Typ

3.Cluster: kationischer Typ

O ) 4.Cluster
B9 B12 Blo

H,N-S0,

3MJ5: NO,
[ ® 9 t*
- SIS Ve s
o s
A D Oy N
0
Bl BS NO, B10 BI5
0 /N
\ /~\ N N . Q
7 — _>_\
7N\ | HO N \
o 0
B17 B22

Abb. 2-27: Ubersicht {iber die 24 kommerziell ervearen Virtual-Screening-Hits.
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Testergebnisse der Enzymassays

Die erworbenen Substanzen B1 - B24 wurden Ubemneinerimetrischen Assay am Enzym SARS-CoVEPlauf
inhibitorische Wirkung untersucht (zur Durchfihrusighe Kapitel 4). Als Substanzkonzentration wuydien ersten
.Screening” 100 uM gewahlt, sodass auch schwadhigition erkannt werden kann. Verbindungen, diecudtiesen
Bedingungen weniger als 25% Enzymhemmung zeigerdameim Rahmen dieser Arbeit als inaktiv bezeichdat
diese geringen Aktivitaten haufig keine klare Ustdreidung zu DMSO-Vergleichsmessungen zulassen und
aufgrund des Assaydesigns zum Teil auch artifizielbbachtet werden. Zwar konnte eine Nachuntersgcimit
hoherer Substanzkonzentration angestellt werderh diann ergdben sich haufig Ldslichkeitsprobleme de
Verbindungen im wassrigen Assaypuffer.

In Abbildung 2-28 ist die prozentuale Enzymhemmdeggetesteten Verbindungen als Balkendiagrammegsetit:

100%

50% ~

MiE INRININ

Bl B2 B3 B3* B4 B5 B6 B6* B7 B8 B9 B9* B10 Bll

100%

50% ~

0% -
B12 B12* B13 B14 B15 B16 Bl17 B18 B19 B20 B21 B22 B23 B24
Abb. 2-28: Prozentuale Hemmung der SARS-CoV*PHurch 100 pM Substanzkonzentration. *Hemmwertehnkorrektur des inneren

Filtereffekts (quenchende Verbindungen). Schwaralikdh: Starkes Quenching (< 80% Fluoreszenz-Ini@#nsiim Zeitpunkt 0 im Vergleich zur
DMSO-Referenz — diesen Hemmwerten sollte trotz &dur misstraut werden). Hellgraue Balken: Verbimgien zeigen Eigenfluoreszenz.

Bei der Auswertung der im Assay gemessenen Fluengs?/erte fallen einige Verbindungen als ,Quenctearf,
welche die AMC-Fluoreszenz mehr oder weniger starterdriicken. Von diesen Verbindungen wird ein jéger
Korrekturfaktor bestimmt und das korrigierte Ergsb(¥) mitangegeben. Die schwarzen Balken kennzeioh
starkes Quenching, sodass deren tatsachliche Hegwnalativ unsicher ist. AuRerdem sind drei Substanmit
Eigenfluoreszenz aufgefallen (hellgraue Balken)yeovodie scheinbar gut inhibierende Verbindung Baéghnaher
erlautert wird. Den Testergebnissen nach zeigen \Bebindungen B6, B9, B12 und B17 eine deutliche
Enzyminhibition (> 60% Hemmung bei 100 uM). Von émwerden Ig-Werte bestimmt, um die Affinitat zum
Enzym exakter beschreiben zu kénnen (siehe Talp. 2-2
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Tab. 2-2: IG-Werte der aktiven Verbindungen (+ Standardabweighu

Verbindung B6 B6* B9 BO* B12 B12* B17

ICso [UM] 31+4 46+7 46+10 | 54+16 20+9 104 + 8 68+ 6

*Basierend auf korrigierten Enzymaktivitaten beigdahing

Die korrigierten 1Gy-Werte von B6 und B9 betragen 46 + 7 uM und 54 1106 Diese Verbindungen haben mit B3,
B4 und B7 ein Imidazol-Scaffold gemeinsam, es wuldmit eine neue Substanzklasse zur InhibitionSKERS-
CoV-PLP® gefunden. Zur Untersuchung des lediglich Triphesubstituierten Imidazol-Grundgerusts wird in
Kapitel 3.1 dessen Synthese und Testung behandathihdungl9). Der durch Docking erhaltene Bindemodus von
B6 ist in Abbildung 2-29 gezeigt:

Abb. 2-29: Dockinglésung von B6. Links: S3-TasdRechts: S4-Tasche mit dem gebundenen Wasser dslthie Sphare.

Der Bindemodus von B6 wird mit Chemscore = 49 uh@@PLP = 94 sehr gut bewertet. Im linken Bild iseeH-
Briicke der Nitrogruppe des Inhibitors zum Loop-Gl@2u sehen, sowie die H-Briicke zu Tyr265 (im Hiptend).
Der Inhibitor wird aufgrund des acidgmNitrophenols als Phenolat-Anion behandelt, bei HeBricke vom
Tyrosin-265 ist der Inhibitor dadurch H-Briicken-&jator. Die H-Briicke eines Phenols (Tyrosin) zu eirknion
wie Acetat besitzt laut Reynisson und McDof8ldnit 25 kcal/mol eine hohe H-Briicken-Enthalpie,rbeSystem
Phenol / Formaldehyd betragt diese nur 3.9 kcal/f8ol kdnnte auch hier eine starke, ladungsgesttitzBeiicke
zwischen Tyrosin-265 und demp-Nitrophenolat-Anion ausgebildet werden. Aufgrundh@tation desp-
Nitrophenolat-Sauerstoffeor Ligand-Bindung kann die freiwerdende oder aufauipende Enthalpie (Entfernen der
Hydrathille) beim Zustandekommen der H-Briicke jédoiht abgeschéatzt werden, die Freisetzung gelmande
Wassermolekile sollte aber Uber den Entropie-Teenfrdie Bindungsenthalpie giinstig beeinflussen.

Im rechten Bild blickt man auf die S4-Tasche, defsp165 vom Imidazol-NH mit einer H-Briicke adressigird.
AuRerdem ist die H-Bricke zwischen Loop-GIn270-NHdulmidazol-N zu sehen. Beim Docking wurde das
abgebildete Wassermolekul (dunkelrote Sphéare) ksitittigt, zu diesem besteht kein ,Clash* mit deheRylring
des Inhibitors laut Clash-Term. Jedoch wiirde datisténahere Wassermolekdl (nicht bertcksichtigthingezeigt)
mit 2.1 A Abstand eine Uberlappung (,Clash“) veagisen, wenn es sich nicht verdrangen lieRe.

Der Benzophenon-Substituent des Inhibitors ragt teer die S4-Tasche hinaus und liegt in einerpiplen Furche
zwischen Pro249 und Gly267. Die Loop-AminosaureZb@ wird vom Inhibitor B6 nicht durch CkHnteraktion
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stabilisiert, wie es von Naphthyl-Substituenten drekt ist. Die tatséchliche Konformation der Seitdteék von
Tyr269 stellt bei nicht-Naphthyl-Liganden eine ukigete Frage dar. Beim obigen Benzophenon-Substitis¢ ein
shiftetst-Stacking mit dessen mittlerem Phenylring denkimézht abgebildet). Die anderen Imidazolderivateegeh

ahnliche Wechselwirkungen wie B6 mit der Bindetaseim.

Die fluoreszierende Verbindung B17 erscheint imeSaoing und laut 16-Bestimmung (Verdiinnungsreihe) als
Enzyminhibitor. In Abbbildung 2-30 (links) ist ddtfluoreszenzverlauf im Assay mit B17 gezeigt, digehk
fluoreszenz erhdht das absolute Fluoreszenz-Si@étiounkt 0 min), beeinflusst aber nicht die Steig (Maf3 fir
die Enzymaktivitat). Ein eventuell zuséatzliches @ehing kann durch die Abhangigkeit des FluoresZgigmals von
steigender Konzentration B17 unter AnwesenheitiyoiM AMC untersucht werden (Abb. 2-30, rechts).
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k=] 5 500 - . .
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N Y400
q:) 400 %
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= (0]
S —0— c=0puM ‘g 200
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Abb. 2-30: Links: Verlauf des Fluoreszenz-Signaisfissay (SARS-CoV-PL°) mit 10 und 100 pM B17 im Vergleich zur DMSO-Refez.
Rechts: Fluoreszenz von 1 uM AM{ariable Konzentration B17.

Zum AMC-Background-Signal gg; = 0 uM, y = 280 AU) addiert sich bis zu einem Maxm bei g7 = 40 uM die
B17-Eigenfluoreszenz nicht-linear hinzu, héhere Kamiration B17 fihrt dann zu einem verminderterofdazenz-
Signal. Die Verbindung besitzt also neben der Higereszenz auch einen konzentrationsabhangigemeren
Filtereffekt” (Quenching). Damit ist die gemessesehwache Enzymhemmung anzuzweifeln, sie wird véichu

aufgrund des Fluoreszenzlicht-Quenchings durch\®itgetauscht und B17 ist kein Enzyminhibitor.

So bleiben schlie8lich von den 24 erworbenen Veltloigen zwei affine Screening-Hits: B6 und B9. lalativ
hohes Gewicht (526 g/mol und 548 g/mol) und die3gro Substituenten am Imidazol-,Kernscaffold” zeehrB6
und B9 jedoch als eher ,ineffiziente Liganden gligandeffizienz = Affinitat / Anzahl nicht-Wasseo$fatomé®).
In Kapitel 3.1 wird daher ein synthetisiertes, Riies Imidazol-Derivat vorgestellt. Die anderen kmerziell
erworbenen Verbindungen zeigten entweder vernasipldsre Hemmung oder interferierten mit der AMC-
Fluoreszenz. Vor dem Hintergrund, dass das vonaRdtial. durchgefuihrte, experimentelle HTS mitiRtboter
nach Testung von 50.000 Substanzen auch nur zweieSing-Hits ergd?®, kann die Entdeckung der

inhibitorisch wirksamen Imidazol-SubstanzklasseElgebnis des VHTS durchaus als Erfolg aufgefassti@n.
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2.6. Entwicklung kovalent-irreversibler Inhibitoren mit Aziridin-Baustein

2.6.1. VorlUberlegungen

Eine weitere Moglichkeit zur Proteasehemmung bigietkovalente Reaktion der katalytisch aktivernklaaphilen
Aminosaure mit einem Substratmimetikum. Das Subsiraetikum muss dazu eine ausreichend elektrophile,
reaktive Gruppe besitzen und sollte vor und wéhrdes Ubergangszustands mdglichst gut in die Bisdbta
passen, d. h. eine ausreichend hohe Affinitdt 2nd@&asche haben. Dies kann ansatzweise durcheéaeal und
nicht-kovalentes Docking Uberprift werden. Dazudwlieim kovalenten Docking das Reaktionsprodukt des
Inhibitors mit angesetztem Schwefelatom in GOLDgeiaden, bei der Konformationssuche werden danteifiro
und Inhibitor-Schwefelatom tbereinandergelegt uad ldgand damit fixiert. Durch nicht-kovalentes oy soll
dagegen der Bindemodus ,kurz vor der Enzymreaktioméersucht werden, wobei dann das Protein-Schatefal
durch ein Wasserstoffatom zu ersetzen ist. Andésnfeirde der Inhibitor zu weit (> 3 A) vom aktivefentrum
entfernt gedockt, sodass daraus nicht die Geonagsd)bergangszustands abgeschatzt werden koriatébBgen

Einstellungen beim Docking mit GOLD entsprechen 8tmdardeinstellungen (Scoringfunktion; Chemscore)

Von Aziridinen ist die Reaktionsfahigkeit mit Cysteroteasen bekannt und unterstiéfit. Daher wurde als
reaktive ,Kopfgruppe“ (,warhead") der Aziridinringewahlt. Die Gestaltung des an das Aziridin gektaipRests
musste sich an den rdumlichen Gegebenheiten inBdetetasche orientieren. Ohne Hinzuziehen struktéure

Information kann aus Studien zur Substratentwiclfim die SARS-CoV-PE° folgendes geschlossen werbi#n

» Die Bindetasche bietet an S1 und S2 wenig Platnud&slycin toleriert wird.
* An der S3-Bindestelle scheint grol3ere Toleranzitimisch der P3-Aminosaure zu bestehen, es werden
besonders die basischen Aminosaure Arginin undnllysivorzugt, doch auch Leucin ist ginstig.

» Die S4-Bindestelle ist lipophil und kann nur mituoin adressiert werden.

Nach Untersuchungen von Drag et®dl.zur Substratumsetzung sind die obigen Aussagereifie Inhibitor-
entwicklung nicht zwingend guiltig: Ein nicht umgtses Substrat kdnnte auch ein bindender Inhilsiégom. Fur die
vermutete, rdumliche Restriktion spricht auRerdetass typische Cysteinprotease-Inhibitoren (E64,taliys
Leupeptin, Antipain, Chymostatin) die SARS-CoVEPInicht hemmeli?. Die obigen drei Annahmen kénnen durch
die Kristallstruktur 2FE8 (Apoform) gestiitzt werdemenn man das Substrat LKGG kovalent in das Endguokt
und dann den Bindemodus untersucht. Vom C-termin@leGlycin wurde das im Ubergangszustand gebilOate
Anion entfernt, nachdem dessen Orientierung in dgindetasche aufgrund von Uberlappung die

Konformationssuche stark behinderte.

Aus Abbildung 2-31 wird ein ,Bindetunnel“ von P1skhium N-Terminus von P2 ersichtlich, der demnaahfiu
Glycin Platz bietet. Weiterhin liegt die P3-Aminaosé Lysin im ,Auenbereich” auf der Enzymoberflaahe ihr
Bindebereich ist nicht taschenformig. Dies erkl@iie oben gedullerte Toleranz der S3-Bindestelle. Die
S4-Bindetasche ist auf dem rechten Bild von Abbilgi2-31 erkennbar, sie hat lipophilen Charakter das P4-
Leucin wird daher auch als ,hydrophober Ank&t“bezeichnet. Weiterhin fallt auf, dass alle Amidipen des
Substrats H-Briicken zum Protein ausbilden. Dieseist Hinweis darauf, dass die bisher noch nicht mit
Substratanaloga kristallisierte SARS-CoVEPLbereits als Apoenzym in der katalytisch aktivennféomation

vorliegt’? und nicht wie beispielsweise die DeubiquitinaseU$8°”! erst durch Substrat-Bindung die zur Katalyse
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notwendige Konformation einnimmt. Damit eignet sitib kristallisierte Apoform 2FE8 als Grundlage stnuktur-

basierten Entwicklung von Substratmimetika.

Abb. 2-31: Links: Sicht von oben auf die Bindetaschoop-Aminosauren wurden zur besseren Sicht remif&s sind 7 Dockingposen des
kovalent gebundeBSebstrats LKGG Ubereinandergelagert. H-Briicked dirrch die gelb-gestrichelten Linien angedeutet.
Rechts: Sicht von auRen auBiieletasche, der obere Bereich ist die Loop-Region

AuRerdem zeigt sich beim Vergleich des erhaltengims®at-Proteinkomplexes (Abb. 2-31) mit Kristallsturen
anderer Deubiquitinase-Ligand Kompl€%€® (Liganden Ubiquitinaldehyd oder Ubiquitinvinylsalf), dass die
Bindemodi mit den Dockinglésungen aus Abbildungl2v@rgleichbar sind.

Beim Inhibitordesign ist folglich an das erwahnteirAdin ein moglichst linearer Spacer anzuknipféer, am Ende
eine lipophile Gruppe tragt, um in der S4-Bindelt@szu binden. Nachdem das Substrat zahlreiche ldkBriizum
Protein ausbildet, sollte ein Inhibitor so entwarfererden, dass auch er einige dieser H-BriickentBigen
eingehen kann. Es soll also ein Inhibitor entwitketrden, der den in Abbildung 2-32 gezeigten Hentmmaismus
besitzt:

lipophile
linearer Gruppe
\J Spacer
5 S4
S2
S1

Abb. 2-32: Skizzierter Hemmechanismus eines Inbibimit Aziridinring

Ferner ist zu bedenken, dass Ubiquitinasen und iDettimasen das Motif LXGG und besonders LRGG udEG
binden. Ein LXGG-Mimetikum mit reaktiver Gruppe keldaher auf Selektivitdt zu anderen Enzymen UGiérp
werden. Bei Kreuzreaktivitdt kénnte in einem naehsschritt die in der S4-Tasche platzierte, ,lipdlGruppe”

(s. Abb. 2-32) zur Erhéhung der Selektivitat flirfS2x-CoV-PI’™ an deren groRe S4-Bindetasche angepasst werden.
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2.6.2. Inhibitordesign mit Ethylendiamin-Spacer

Beim Entwurf von Inhibitoren wurde so vorgegangegass als erstes das kleine Aziridin an Positiondelér an P1
gesetzt wurde. Von diesem Startpunkt aus wurderstubnten manuell erstellt. Der dem Substrat &hste,
nichtpeptidische Spacer ist die Ethylendiamin-Eiphsie kann als Glycin ohne
Carbonyl aufgefasst werden und soll bei nebenstigrestrukturformel (Abb. 2-33) (©
das P2-Glycin ersetzen. DM,N-Dibenzylsubstitution ist fur die S3- und S4-Tasche o ~N

HNV" N
gedacht. Beim nicht-kovalenten und kovalenten Dogldes Molekiils in 2FE8 (Abb. H
2-34) stellte sich heraus, dass das Aziridin alsk@fper sowohl P1 als auch P2 ersetzt

und das Ethylendiamin eher den Platz von P3 einimm Abb. 2-33: Potenzieller Inhibitor

Der Bindemodus ist damit vom Substrat verschiedém aber hoch gescored (Chemscore 42). Wie d&s Bild

von Abbildung 2-34 zeigt, sollten aufgrund der holidexibilitdt des Spacers (frei von AmidbindungéhBricken

zum Protein auch wahrend des Reaktionspfades rhdghin. Die Benzylgruppen fullen in manchen Docking
[6sungen die S3- und S4-Tasche, beim hier gezei@iedemodus (hochstes Scoring) liegen dagegen beide

Aromaten in der S4-Tasche.

Loop-Region

Abb. 2-34: Links: Potentieller Aziridin-Inhibitoreglockt in 2FE8. Der violette Ligand entspricht déastand vor der Reaktion mit intaktem
Aziridin, der grihigand jenem nach Angriff des katalytischen Zentsygedffneter Dreiring).
Rechts: AuBenansicht des kotajebundenen Inhibitors. H-Briicken sind mit gekglten Linien angedeutet.

Den Dockinglésungen sind die folgenden Interaktione entnehmen:

e Das Aziridin-NH geht vor und nach der enzymatiscReaktion eine H-Briicke ein.
* Vom Ethylendiamin-NH geht ebenfalls immer eine Higke aus.
» Das tertiare Amin von Ethylendiamin ist H-Brickekz&ptor.

» Die Phenylringe volN,N-Dibenzyl interagieren tberStacking mit Tyr265 und Loop-Tyr269.

Demnach geht der oben abgebildete, erdachte lohibiei H-Briicken ein, und durch Docking konnteaysible

Bindemodi wie in Abbildung 2-34 erhalten werden.
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2.6.3. Inhibitordesign mit Piperazin-Spacer

Zwischen Aziridinring und lipophilem Molekiilbereietird nun Piperazin als SpacerHN ‘\\\\N/\
gewahlt, welches dem offenkettigen Ethylendiaminngisatzlich &hnlich ist und K/N\)@
ebenso giinstige Interaktionen zur Bindetasche dichiég sollte (s. Abb. 2-35). Abb. 2-35: Potenzieller Inhibitor
Das Piperazin lasst nun nicht-kovalentes Dockinthtinmehr zu, da GOLD den

6-Ring wegen des sterischen Raumanspruchs nichieirBindestelle platziert. Ein kovalentes Dockingirmt
jedoch den Inhibitor in die Bindetasche, wobei deimein akzeptabler Chemscore von 38 erreicht YardAbb.
2-36). Der Phenylring des Inhibitors kann im Dockaufgrund der weit offenen Loop-Konformation uradrdt sehr

groRen S4-Tasche nahezu in jede Richtung gedrelewe

Loop-Region

Cys112

|
\

Abb. 2-36: Links: Potenzieller Aziridin-Inhibitordvalent gedockt in 2FE8. Rechts: Aul3enansicht dealknt gebundenen Inhibitors.

Die Erweiterung dieser Benzylsubstitution zu einéN-Diphenylmethan muisste sowohl die Flexibilitat
einschranken als auch die lipophile Interaktiordfé erhéhen. Die Benzhydryl-Substitution wird inpi¢al 3.10
behandelt.
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3.  Entwicklung und Synthese von Inhibitoren im SARS-Pojekt

In diesem dritten Kapitel werden die synthetisieft&erbindungen vorgestellt und Uberlegungen genamatum sie
synthetisiert wurden. Enzymatische Testergebniggk deren Diskussion werden abschnittsweise an igeteig

Stellen angefiihrt, damit der Bezug zu den Struatanéln und Uberlegungen erhalten bleibt.

Mit den in Kapitel 3.1 genannten Verbindungen werden zunachst StruktuktWgsbeziehungen erschlossen, um
den Variationsspielraum bei der weiteren Wirkstadtse einzugrenzen. Anschliel3end folgt in den wesité¢apiteln

die systematische Wirkstoffsuche, deren Gliederioly aus den verschiedenen Substanzklassen ergibt:

In Kapitel 3.2 werden Amid-Derivate verschiedener Benzolcarbomséwnter Beibehalt der Amin-Komponente
(R)-Naphthylethanamin vorgestellt und Kapitel 3.3 Amid-Derivate verschiedener Naphthylalkylamine eunt
Beibehalt der Saure-Komponente 2-Methylbenzoesddie.diesem Vorgehen sollte systematisch das opéma
Scaffold zur Adressierung der S3- und S4-Taschadesverden.

Bei einem virtuellen Screeningprojekt der Zinc-dtikg-Datenbank wurden Amid-Derivate des 1-(Indel-3
yl)ethanamins als vielversprechendes Scaffold itiett, sodass deren Synthese und Testundapitel 3.4
behandelt wird.

Ziel ware bis zu diesem Punkt gewesen, in einenhstén Schritt diejenige Saure- und Amin-Komponenie
kombinieren, die zuvor die hdchste Affinitat in éhrSerie zeigte. Leider waren alle dargestelltdnbitoren der
literaturbekannten Leitstruktu2 bzw. deren Weiterentwicklufi 12 unterlegen, sodass eine Rekombination der

neuen Saure- und Amin-Komponenten nicht sinnvaitieien.

Weiterhin erzielten im virtuellen Screening zatdhes Naphthylessigsdureamide hohe Score-Werte, sottaeter
dieser Substanzklasse synthetisiert wurdeapitel 3.5). Das 3,3-Diphenylpropansaure-Scaffold sowie atkié
Tetrahydrochinoline sind ebenso als neuartige Bé&ustzur Adressierung der S4-Bindestelle im vitareBcreening

gefunden worden, deren Synthese und Testung wikajiitel 3.6 und 3.7 besprochen.

Eine zu den bisher dargestellten Amiden verwandibs@nzklasse sind die Sulfonamide, die im virarell
Screening mit hohen Score-Werten und ausgezeighhbfricken-Geometrie den fir die Bindung relevante
Amid-Bindemodus zwischen Loop und Aspl65 nachahmiariberhinaus zeigen die Dockingposen eine
zusétzliche H-Bricke der Sulfonamidgruppe zum Tgr2womit Verbindungen vom Sulfonamid-Typ interedsan

Abkémmlinge zu den inhibierenden Amiden sind undlfoh deren Synthese durchgefiihrt wurd@gitel 3.8).

Die nachste bearbeitete Substanzklasse sind dretdime und davon abgeleitete Amin€apitel 3.9). Sie besitzen
keine Amidgruppe und verzichten damit auf das finhtig befundene Kernfragment aller bisherigen Vfadttingen.
Stattdessen nimmt ihr im wassrigen protoniertes Amom-Kation die Rolle des Amid-NH als H-Briicken-izw

ein, wobei die elektrostatische Anziehung zum Cgylad von Aspl165 diese Wasserstoffbriicke zusatalenstarkt.
Die rigidere Molekulstruktur erlaubt, den Einfludsr von den Benzamiden wichtig erachteten 2-MeS8ulstitution
zu untersuchen: Deren lipophile Interaktion solhaner intramolekularen Beeinflussung der Ligarafiformation

differenziert werden.

SchlieRRlich wird in Kapitel 3.10 die Synthese und Testung der Aziridin-Derivate pigenzielle kovalente

Inhibitoren vorgestellt.
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3.1. Synthese erster Verbindungen und Struktur-Wirkungskeziehungen

Bisherige Publikationéf{'® aus den Jahren 2008 und 2009 beschreiben diedkntug und Weiterentwicklung der
Inhibitoren vom Benzamid-Typ. Die durchgefiihrtemu&turvariationen blieben allerdings immer sehr enam
urspringlichemN-(1-Naphth-1-ylethyl)benzamid (s. Leitstruk®jy. Dies sollte auch der Grund dafir sein, warum die
in Kapitel 2.5.3 vorgestellte Korrelation zwisch&fiinitatsvorhersage und tatsachlichemyd®o gut ausfiel.

In diesem Kapitel 3.1 werden gréRRere Strukturvemieen vorgenommen, um die Kenntnisse zum biologédiven
Scaffold-Raum an der SARS-CoV-PlLauszuweiten. So kdnnen dann Struktur-Wirkungshezigen aufgestellt
werden, die sich auf eine grof3ere Inhibitorvielfattitzen: Die VerbindungeB-5 sind dabei in der Amin-
Komponente abgewandelt, und die Verbindunged) 9, 11 - 17 besitzen im Vergleich zu Leitstrukt@reine andere
Séaure-Komponente.

Zu Beginn wurde das 2-Methylbenzoesaurechlofid in ausreichender Menge dargestellt, um daraus

2-Methylbenzamide mit den verschiedenen Amin-Kongmten synthetisieren zu kénnen:

Q SOCl, o R-NH, i R
0 I Cl - N~
DMF kat. NaOH in Et,O/H,0 H
bzw. Et3N, CH2CI2
1 2 - 5 (siehe unten)

Schema 3-1: Darstellung des Saurechlotidar Synthese zukinftiger Verbindungen vom BenzaTyial

Aus dem Saurechloriti wurde als erstes die von Ratia ef-3lentwickelte Leitstruktu? nachsynthetisiert und deren
gute Hemmwirkung an der SARS-CoV#PlLbestatigt (IG, hier 3.3 uM, Literatur: 1 = 2.3 uM). Mit den am
Amin abgewandelten Verbindungeh-5 (Schema 3-2) sollte dann der Spielraum in der eseit Inhibitor-
entwicklung ermittelt werden:

A7 e ™

43%, 2 36%, 3 98%, 4 69%, 5

Schema 3-2: Leitstruktd® und abgeleitete Verbindungen mit Angabe der jegasil Ausbeute

Wie in Kapitel 2.3 beschrieben wurde, weist diedgitasche einige Hotspots auf, deren Adressierumd\flinitat
des Liganden maf3geblich beeinflussen sollten. Beitien Hotspot-Interaktionen, die die Leitstrukeuyeweils mit
einer Methylgruppe adressiert, werden durch Weglassieser Methylgruppen (Verbindungdnund 13) oder
Lvergroern* (Verbindunger® und 14) genauer untersucht. Weiterhin wird die zur Hotshdressierung notige
Stereochemie der Amin-Komponente studiert, indemh Wf@rbindung 18 nun eine 1-Naphthylverkntpfung in
SKonfiguration vorliegt, wohingegen Ratia et'dl. die SKonfiguration nur bei der unterlegenen 2-Naphthyl-

verkniipften Amin-Komponente als nicht inhibitorisefrksam charakterisierten.
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Darstellung von Verbindung 6: Ein 2-Trifluormethylb enzamid

Durch eine Amidkupplung mittels AktivierungsreagePPA (cyclisches Propylphosphonsaureanhydrid) wiisd
2-Trifluormethylbenzamid erhalten, welches am zu untersuchenden, lipopliletspot in der Bindetasche einen

negativ polarisierten und sterisch geringfiigig anspsvolleren Substituenten als die Methylgruppgttr

CH,Cl,

CF; O PPA in EtOAc, OO
N-Methylmorpholin CF; O

N
HoN H

39%, 6

Schema 3-3: Darstellung des 2-Trifluormethylbenziméi

Darstellung von Verbindung 9 und 12: 4-Amino- und 5Amino-Substitutenten an der Benzoesaure

Die affinitatserhdhende Wirkung der 5-Amino-Suhgign in der Saure-Komponente soll durch Variatiam 4-
Amino-Substitution untersucht werden. Dadurch wdid Loop-Interaktion zu GIn270 verandert, wobei e&4-
Effekt bestehen bleibt. Zuséatzlich sollte die 4-Aodruppe eine H-Briicke zum Backbone von Leul63edieg und
damit einen weiteren Hotspot adressieren. Im Daglérzielt die Leitstruktu2 einen Chemscore von 40, das
5-Amino-Derivat 41.6 (Verbindung2) und das 4-Amino-Derivat 43.0 (Verbindufly was die giinstige Interaktion
zu Leul63 bestatigt.

Zur Synthese wird 4-Amino-2-methylbenzoesaure aitk&bff Boc-geschitzt (Verbindung und in das Amid3
Uberfihrt. Analog wird dall-Boc-5-Amino-substituierte Benzamid. dargestellt:

(R)-Naphthyl-
0 (Boc),0, 0 ethanamin, OO
3 eq. NaOH 0 on DCC, HOBT 0
OH —_—
Dioxan/H,O ( THF/CHCl,4 /©/u\]}\11

HN it i
i O)J\N

/}\ "
73%, 7 62%, 8

0 1
0
0 OH
OH S.0. S.0. ﬁ
0. _NH
Y OYNH

(0}
\’< O\K
57%, 10 70%, 11

Schema 3-4: Routen zu den Boc-geschutzten, 4- vkdiBo-substituierten Benzamid@&und11

NH,
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Die Boc-Schutzgruppen werden nun von den Ami&emind 11 entfernt, man erhalt die Hydrochloride des

4-Aminobenzamid® und der literaturbekannten Leitstruktii:

OO No e
HCI/MeOH o . HCI/MeOH N
R N H
H

Cl
Cr

+

¥
97%, 9 99%, 12

Schema 3-5: Darstellung der ungeschutzten 4- uAchBrobenzamid® und12

Darstellung weiterer, einfacher Amide

Auf dhnliche Weise wie bisher geschildert, werdén id Abbildung 3-1 gezeigten Verbindung&B8-18 aus den

Saurechloriden oder Sauren nach Aktivierung mitfdupgsreagenz synthetisiert:

16 17 18

Abb. 3-1: Weitere dargestellte Amide, mit denenldetogisch aktive Raum ermittelt werden sollte

Synthese von 2,4,5-Triphenylimidazol

Von den im virtuellen Screening gefundenen Imidd2etivaten besal3en alle einen mehr oder weniggyepuigten
Jnneren Filtereffekt’. Mit der Synthese von 2,4T%iphenylimidazol (Trivialname Lophin, Verbinduri®) soll die
Affinitét des minimal-substituierten Imidazol-Scaifis untersucht werden.

Triphenyl-substituierte Imidazole sind aufgrund eihrEigenfluoreszenz in fluorimetrischen Assays zpiell
problematisch, Lophin jedoch stért den fluorimetiisn Assay nicht, da es Excitations- und Emissietismangen
von 311 und 386 nm aufwéeiSt und gegeniiber der AMC-Fluoreszenz kein innereet@iffekt beobachtet wurde.
Lophin bildet sich beim Erhitzen von BenzaldehyénBil und Ammoniumacetat in Eised8i(Schema 3-6).
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0 o | )
Ammoniumacetat
ot — \
o Eisessig, 5h reflux ﬁ O

19

z

N

Schema 3-6: Darstellung des von Screening-Hitslaibgin Imidazold.9 (Lophin)

Testergebnisse und Diskussion

Die bisher dargestellten Verbindungen werden nsittelorimetrischnem Assay am Enzym SARS-CoVPlauf

Enzymhemmung untersucht, die prozentuale HemmurigniBalkendiagramm von Abbildung 3-2 wiedergegeben

100% —

50% ~

0% - T ” ‘ ” ‘
2 3 4 5 6 8 9 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Abb. 3-2: Screeningergebnisse (100 uM) an SARS-€bY2 Dunkelgraue Balken: Literaturbekannte Inhibitoren

1 i ]

Tab. 3-1: IG-Werte ausgewahlter, aktiver Verbindungen

Verbindung 2* 8 9 11 12* 13 14

ICso [MM] 3.3%0.1 1.6+0.3 1.2+0.1 46+04 1.04 62+5 18+2

*Literaturbekannte Inhibitoren

Die ICse-Werte der beiden literaturbekannten Verbindun@ennd 12 liegen im erwarteten Bereich, der hier
durchgefiihrte Assay liefert also verlassliche WeXterbindungl12 zeigt zwar eine etwas schwachere Affinitat
(ICso= 1.1 pM), als von Ratia et al. publiziert §C= 0.6 uM§®, jedoch verwendet Ratias Arbeitsgruppe als
Substrat RLRGG-AMC, wahrend in unserer Arbeitsgaupias N-terminal geschitzte Z-RLRGG-AMC eingesetzt
wird.

Die zu 12 konstitutionsisomere 4-Amino-Verbinduryzeigt einen ebenso gutensi@Wert (1.2 uM) und kénnte
demnach von der im Docking postulierten Interaktiihdem Backbone-Carbonyl von Leul63 profitieren.

Die VerbindungerB8 und 11 sind die Boc-geschutzten Vorstufen v@rund 12, wobei 8 in seiner Affinitdt dem
ungeschitzten aromatischen Anfingleicht (IGy = 1.6 uM vs. 1.2 uM). Dagegen zeigjl eine schwachere
Inhibition als sein ungeschitztes aromatisches ARilCso = 4.6 UM vs. 1.1 uM). Durch die Boc-Schutzgruppe
bei 11 wird einerseits der +M-Effekt der Aminogruppe vandert (moglicherweise Abschwachung der €H/
Interaktion) und andererseits die planare CarbaBnappe mit dem endstandigeert-Butyl an der Enzymoberflache
platziert (dabei denkbare Repulsion zu Aminosaster§. Auflerdem kann die Boc-geschitzte, aromatisch

5-Aminogruppe bei planarer Carbamat-Geometrie keliigriicke zu GIn270 des Loops ausbilden.
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Die Boc-geschutzte Verbindur@verliert zwar laut Docking ihre
H-Briicke zu Leu163 (Abstand 3.61 A), doch wie inbAtlung 3-3

zu erkennen ist, kdnnte die H-Briicke bei einer réith@latzierung

des Liganden zu Leul63 dennoch zustandekommenD&gking .
an starre Proteine ist an diesem Punkt zu unprazise den

tatsdchlichen Bindemodus vorherzusagen. Eine weelteBricke -

besteht zwischen dem Ether-Sauerstoff der Boc-Gruppd
Lys158. Keine H-Briicke besteht zwischen der Looph#fasaure
GIn270 und dem Carbonyl-Sauerstoff der Boc-Grupjie, :

Abstand wirde allerdings nach Flipping der endstiem AP. 3:3: Bindemodus von Verbindusdaut Docking
Amidgruppe von GIn270 eine schwache H-Briicke ermbigh (Nachteil: unglinstige Geometrie).

Die am Benzoesaure-Aromat unsubstituierte VerbigdiBweist eine nur schwache Affinitat auf, demnachdist
2-Methylgruppe an der Benzoeséaure (z. B. Verbind)nijir eine gute Bindung nétig. Diese Methylgruppimkte
die zur Bindung nétige Konformation (Amidgruppe -@fitplane zum Aromaten) begunstigen und liegt zudem
einem lipophilen Hotspot (s. GRID-Bindetaschenasa/\Kap. 2.3).

Das aktive 2-Cyanobenzamidi zeigt dariberhinaus, dass der Substituent in Zi®osauch linear um ein Atom
verlangert sein darf, wohingegen eine seitliche mausdehnung nicht toleriert wird: Verbindurgyy mit
2-Trifluormethyl-Gruppe, als auch das literaturbek® 2-Ethylbenzamid-Derivat (s. Kap. 2.5.3) zeigen
vernachlassigbare Enzymhemmungen. Im Docking wadb¢h nur die 2-Trifluormethyl-Gruppe als unvotiait

erkannt (Verbindun@ mit erhéhtem Clash-Term: Chemscore 33.6, 2-Etmgbeid-Derivat: Chemscore 41.0).

Die nahezu inaktiven VerbindungeB-5 zeigen, dass eine Variation in der Amin-Komponemnteg vom
Naphthylethanamin nicht toleriert wird. Bereits dashlen der Methylgruppe beim Naphthylmethylamin+s
(Verbindung4) fihrt zu einem Verlust der Aktivitdt: Der Methietspot in der S4-Tasche muss also adressiert
werden; gleichzeitig ist auch eine konformelle 8tsibrung des Bindemodus durch die im Hotspot diede
Methylgruppe plausibel.

Das 1-Naphthyl-verknlpft&Enantiomerl8 erweist sich ebenso als inaktiv und steht damiEinklag mit der von

Ratia et al. geauRerten Struktur-WirkungsbezietmumdPraferenz einé®-Konfiguratior*®!,

Die beiden aliphatischen Carboxamitleund 16 zeigen keine Inhibition, demnach favorisiert dpophile Bereich
zwischen Loop-GIn270 und Aspl165 eine aromatischepf@ des Liganden. Dies bekraftigt die bereitsapikel 2.1
gedullerte Theorie, dass hier gerichtete ndhteraktionen den Aromaten in der Bindetascheefem. Bei der
zukunftigen Inhibitorentwicklung werden daher noch Aromaten zur Bindung in der S3-Tasche geplant.

Das Phenylessigsaureantid verursacht eine schwache Enzymhemmung und wird&ahsten Kapitel um einen

Aromaten erweitert, um die lipophile Interaktio@sfhe zu vergroRern.

Das Triphenylimidazoll9 fuihrt bei 100 pM zu 40% Enzymhemmung und besitteru den Assaybedingungen
keinen .inneren Filtereffekt®. Die niedrige Affidit dieses Imidazol-,Kernscaffolds”, die ebenso schwach
affinen aber starker substituierten Screening-HiB$, B9) und fehlgeschlagene Versuche, durch Dagkin
Substitutionen zu finden, die die Oberflachenkom@etaritat zur S4-Tasche verbessern, fuhrte dasgesamt zu

der Entscheidung, keine weiteren Imidazol-Derivatesynthetisieren.
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Zusammenfassend lassen sich nun Struktur-Wirkuzgsnengen aufstellen, die das weitere Ligandendesig

bestimmen:
Loop-Region
0] l
| r
S4-Bindetasche
H2N
S3-Bindetasche
Abb. 3-4: Orientierungshilfe zu den Struktur-Wirlgstheziehungen am Beispiel von Inhibi€r
1. Inder S3-Bindetasche muss der Ligand mit einenmfaten binden.

Ist dieser Aromat ein Benzamid, wird die Hemmungctiteinen Substituent in 2-Position verstarkt. Bass

N

ideale bzw. maximal tolerierte Grof3e soll durchterei Derivate geklart werden.

3. Die S4-Bindetasche sollte voR)(Naphthylethylamin erfillt werden, Variationender Amin-Komponente
fuhrten bisher zum Verlust der Hemmung, sollterr atmiterhin durchgefiihrt werden.

4. Bisherige Liganden adressieren mittels H-Briicken Backbone des Loops, als auch die Seitenkette von
Aspl65. Durch die H-Briicke zum Loop wird dieser metlich fixiert und die Bindetasche der
Kristallstruktur 3E9S somit stabilisiert. Die Amidgppe als Kernfragment im Ligand ist dazu gut geelg

5. Die Ausbildung einer weiteren H-Briicke zum Backb@abonyl von Leul63 scheint mit den
Verbindungen8 und 9 gelungen. Demnach kdnnten auch zukinftige Ligandendieser H-Bricke eine

Affinitatssteigerung erfahren.

Mit der Absicht einen mdglichst affinen Liganden entwickeln, werden in den folgenden Kapiteln dirs diesen
Uberlegungen hervorgegangenen Strukturvariatiomegestellt. Die Giiltigkeit der Struktur-Wirkungslezungen

wird dabei Uberprift.
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Diskussion derS-Konfiguration in Verbindung 18

Die Verbindung 18 besitzt eine 1-Naphthylverknipfung i8-Konfiguration. Bisher ist bekannt, dass eine
2-Naphthylverknipfung irs-Konfiguration zum Affinitatsverlust fuhrt (s. Abl2-19, Verbindungf), wobei die
naheliegendste Erklarung ware, dass $iglethylgruppe direkt auf Tyr265 zeigt und somit eimer sterischen
Repulsion fuhrt. Allerdings ist ein 1-Naphthyl-vetkpftes, achirales Dimethylderivat bekannt, welceieen 1G,
von 11 uM aufwei§t®; siehe dazu Abbildung 3-5 (blauer Ligand).

Diese Dimethyl-Substitution kann man als gleichigeiR- und S-Konfiguration ineinemMolekdl verstehen und die
Affinitdt zum Enzym beweist damit, dass unter 1-Nglverknipfung eine Pose eingenommen werden ldiargu
keiner Repulsion zwischen dem Enzym und der Metlglgen fuhrt. Das Docking des Dimethylderivats (ABb)
gibt einen Vorschlag zu dieser mdglichen Pose. iDi§&-Konfiguration befindliche Methylgruppe zeigt dabei
einen freien Bereich zwischen Tyr265 und Tyr274kg@ Methylgruppe des blauen Liganden).

Sowohl die in Abbildung 3-5 gezeigte cyan-farbenerbin-

dung als auch die 1-Naphthyl-verkniipfte Verbinda8gollten
dieselbe Pose wie das nebenstehende, aktive Difdetivat
einnehmen kdnnen. Doch im enzymatischen Test sied
Skonfigurierten Methylderivate quasi inaktiv (Venoiung18: Nt
27% Hemmung bei 100 pM).

Hinweis:

Eudismische Verhéltnisse lassen sich nur bis zurmd Gter

Enantiomerenreinheit bestimmen, die geringe Hemn{aep)

des SEnantiomersl8 resultiert hier méglicherweise von der
Verunreinigung mit dem andereR;konfigurierten Enantiomer: >\£

Das kommerziell erworben&)¢Naphthylethanamin enthalt dasAbb. 3.5: Uberlagerte Dockingpoéen des aktiven Diyle
R-Enantiomer zu 2% (Herstellerangabe 98% ee), das dach gerivats (blau) und des inaktiven Monomethyldesv@yan)

im Amid 18 als aktivesR-Enantiomer2 zu 2% enthalten ist

(also 2 uM Verbindun@). Mit den 2% Verunreinigung durch Inhibit@ wirde eine Enzymhemmung von etwa
50% resultieren, bei kleinerer Enzymhemmung wie legt dann entsprechend wenigeEnantiomer vor, d. h. das
Amin-Ausgangsmaterial hat einen htheren Enantiodierschuss als 98%.

Man sollte also davon ausgehen, dassSkenfigurierte Verbindund.8 keine, oder nur vernachlassigbare Affinitét
besitzt. Der Grund fur die fehlende Affinit&tkonfigurierter Verbindungenl@ undf, s. Abb. 2-19) kann jedoch
nicht eine ,zu kleine S4-Tasche" sein, da das Ditylderivat an das Protein bindet.

Eine spekulative Ursache konnte sein, dass dieigeinlethylgruppe inS-Konfiguration die Konformation des
Liganden (v. a. der Naphthylgruppe) so stark vdrgilass die zur Bindung nétige Konformation in Lidgunicht

vorliegt.

Bezug zur Kristallstruktur 3MJ5

In Kapitel 2.4 wurde bereits die von Ghosh &t%lveréffentlichte, neue Kristallstruktur 3MJ5 angesen. Auf
die an die 3MJ5-Konformation bindenden Piperidiboaamid-Inhibitoren sind die Struktur-Wirkungsbériagen
der Inhibitoren vom Benzamid-Typ nur begrenzt aniem. Abbildung 3-6 gibt eine Auswahl von Piperidin

carboxamiden, die im Widerspruch zu den Strukturkihgsbeziehungen der Benzamide stehen.
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O

IC5o=0.56 uM IC5o > 200 pM ICs5o =45 M

R\/

(0]

Abb. 3-6: Auswahl publizierter Piperidincarboxaniidibitoren

Bei dieser Substanzklasse wird demn&gKonfiguration toleriert. Zweifache Methyl-Substitbtn wird nicht
toleriert und das Piperidincarboxamid ohne MethybS&itution besitzt Affinitdt. Dagegen war das Bemud-
Analogon (Verbindung4) ohne Methyl-Substitutionohne Affinitdt. Damit haben die Benzamide zu den
Piperidincarboxamiden Uberraschenderweise genawngétgliche Struktur-Wirkungsbeziehungen! Von diese
Beobachtungen ausgehend, sollten bei der SARS-QdV-Btruktur-Wirkungsbeziehungen nur innerhalb einer
Substanzklasse diskutiert werden. Zur Ubertraguorg Struktur-Wirkungsbeziehungen auf andere Subklassen
mussen die entsprechenden Analoga synthetisiertgetestet werden, eine rein theoretische Diskussisoheint

aussichtslos.

3.2. Variationen an der Benzoeséaure

Von Ghosh et dt war bekannt, dass das Enzym SARS-CoVPtahlreiche Substituenten an der Benzoesaure
toleriert, und in Kapitel 2.5.3 konnte gezeigt wemrddass die publizierten Affinitaten g@Werte) durch Docking
gut reproduziert werden konnen. Daher erschien eimeputergestiitzte und von rationalen Uberlegunggeitete
Optimierung des Substitutionsmusters an der Bewesaussichtsreich, um eine weitere Affinitatggring zu

erreichen.

3.2.1. Substitutionen in 2-Position

Die 2-Position der Benzoesaure hat einen entschedte Einfluss auf die Affinitdt der Benzamide. Ader
Kristallstruktur 3E9S ist bekannt, dass die Methytipe auf die Enzymoberflache zeigt, genau genomanérinen
freien Bereich zwischen Leul63 und Tyr265, sodésdJdngebung bis auf den Tyrosin-Phenol-Sauerstpdiphil
ist. Von Ratia et dt® ist bekannt, dass eine 2-Chlor-Substitution dé&te2hyl-Substitution geringfiigig unterlegen
ist (ICso = 15 uM vs. 9 uM), wobei die Amin-Komponente bendangesprochenen Derivaten die ungunstigere 2-
Naphthylverkniipfung besal3. Weiterhin ist bekanagsddie 2-Ethyl-Substitution zu einem Affinitatdust fihrt,
obwohl laut Docking (s. Kap. 2.5.3) ausreichendfér die Ethylgruppe existiert. Die 2-Ethyl-Sulgtion stellt
bis jetzt die kritische Grenze dar, ab welcher €meppe in 2-Position einen Affinitatsverlust as$)ihne dass dies
durch Docking vorhersehbar ist.

Mit der Synthese der folgenden vier 2-Halogendéeiv@Verbindungen20-23) und des 2-Mercaptoderivats
(Verbindung 27) wird systematisch nach weiteren Substituenterug@s um die lipophile Interaktion in der

Bindestelle zu optimieren und die Hypothese eikeigchen Raumanspruchs® in 2-Position zu prufen.
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Die Synthese der 2-Halogenbenzamide erfolgte mit &eptid-Kupplungsreagenz Diisopropylcarbodiimid @R

die 2-Chlorbenzoesaure war als Saurechlorid komeleerhaltlich und wurde als solches unter SchieBaumann

Bedingungen zum Amid umgesetzt (s. Schema 3-7).

! 9
a
S -
N
H,N @ALH

Ry R> a Ausbeute Produkt
F OH DIC, HOBT, THF 63% 20
Cl Cl N&CO;, ELO/H,O 64% 21
Br OH DIC, HOBT, THF 55% 22
| OH DIC, HOBT, THF 31% 23

Schema 3-7: Darstellung der 2-Halogenserie mit fikttayl-verknipftem Amin (Verbindunge20 - 23)

Das 2-Mercaptobenzamig7 (s. Schema 3-9) sollte ausgehend von der Thigdsdiare dargestellt werden. Ein
erster Versuch zur direkten Verknipfung von Thimgédaure mit dem Amin unter Verwendung des Peptid-
Kupplungsreagenz HBTU fiihrte nicht zum gewlinsci#end. Nachdem die Thiosalicylsdure selbst als Nojtel
reagieren kann, wurde sie daher im nachsten Vergesbhitzt eingesetzt. Als geeignet erschien dieSengar et

al ' gewahlte Strategie, die Thiosalicylséure durchd@tion in ihr Disulfid zu tiberfiihren.

Analog zu Sengar et al. wurde daher die Thiosaiyle durch Oxidation mit lod in ihr Disulf@# Gberfuhrt, mit
Thionylchlorid zum Saurechlorig5 aktiviert und nach Zugabe voR){Naphthylethanamin das Amizb erhalten:

(0]

SH O OH
Tod SOC12
OH B —— S - S
EtOH DMF kat
HO

0 0
70%, 24 97%, 25
? EGN. CHACl, ?
30%, 26

Schema 3-8: Darstellung des dimeren Anilfis
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Die reduktive Spaltung der Disulfidgruppe in Verdimg 26 wurde wie bei Sengar et al. mit NaBHnter Argon
versucht. Der Ansatz geschah allerdings nicht wieSengar et al. im Gramm-MalR3stab, sondern ab Neulig26

im Halbmikro- bis Mikromaf3stab, um chiraleR){Naphthylethanamin zu sparen. Die Reduktion vonmg26 hat
neben Wasserstoffentwicklung einen fir Thiole tgpen Geruch wahrnehmen lassen, der nach der Aitfarhe
jedoch wieder verschwunden war. LAHtENMR-Spektrum wurde verunreinigtes Disulfid-Ed@& isoliert, was das
Dunnschichtchromatogramm auch schon vermuten D&s. am Geruch wahrgenommene, intermediar entstanden
Thiol 27 wurde vermutlich aufgrund Luftzutritt bei der Adf@itung zum Disulfid26 riickoxidiert. Die Tatsache,
dass in 1 ml Luft bereits 9 pmol Sauerstoff enthrakind und pro Molekil Qvier Molekile Thiol zu zwei Disulfid-
Molekulen oxidiert werden, bedeutet fur den 54 pAwsatz demnach, dass mit 3 ml Luft bereits dasugés Thiol
wieder riickoxidiert werden kann.

Nachdem also eine Aufarbeitung nach Reduktion auffjrdes Luftzutritts beim Ausschitteln nicht erfaigkann,
wurde als Reduktionsmittel D/L-Dithiothreitol (DTTGleland's Reagef?") gewahlt, sodass der Ansatz ohne
Aufarbeitung die Stammlésung fir den Enzymassagtedii: So wird das Disulfi@6 mit 6 eq. DTT in DMSO (ber
eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert (Scheriy 8ie vollstandige Umwandlung in die Zielverbimdw27
wurde mittels LC-MS kontrolliert. Ein méglicher Eiass der damit erhfhten DTT-Konzentration wird ibme zu

testende DTT-Referenzstammlésung ohne Inhibitotires.

3 G S 51 o

26 DTT 100%, 27

Schema 3-9: Reduktion des Disulfi2ézum 2-Mercaptobenzam¥?

Bisherige Testergebnisse und Diskussion

100%
B Tab 3-2: ICs-Werte der aktiven Verbindung
Verbindung | 20 Fluor | 21 Chlor | 22 Brom | 23 lod
50% {1 1
ICso [UM] 9+1 6.5+0.8 11+2 25+3
0% T T T T I—m

20 21 22 23 27

Abb. 3-7: Screening an SARS-CoVZP[100 uM)

Die Halogenreihe von 2-Fluor bis 2-lod-substitiearBenzamiden2( - 23) zeigt ein Optimum bei der 2-Chlor-
Substitution (Verbindun@?1), kann jedoch die 2-Methyl-substituierte Leitsttuk2 nicht Ubertreffen (Ig =
3.3 uM). Die 2-Mercapto-Verbindury besitzt bei 100 pM keine messbare Enzymhemmung.
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Die vom Chlor- zum lod-Derivat abnehmende Affinitigstatigt die Hypothese eines kritischen Raumaichkist
Uber den Einfluss der Elektrostatik kann lediglgésagt werden, dass der Austausch von Methyl gEhtor die
Affinitdt halbiert. Die unterschiedlich stark pakierten Substituenten Fluor und Brom flhren dagege
Verbindungen vergleichbarer Affinitat.

Die halogenierten Verbindungen zeigen dariiberhindass sich die Verminderung der Ladungsdichte romaten
durch den —I-Effekt nicht merklich auf die GHBindungsstarke auswirkt, bzw. dies durch andertekid

kompensiert wird, da die Affinitdt zum Fluor hircht deutlich abnimmt.

Die Inaktivitat von Verbindun@7 erscheint unerklarlich. Der Atomradius von Schwé$é mit dem von Brom
vergleichbar und auch bei Beriicksichtigung derliseén Ausdehnung (S-H Bindungslange = 1.34 A, nach
Steinel’®) ist kein konkurrierender Raumanspruch in der Btadche zu erwarten. Eine Erklarung tber die
intramolekulare H-Briicke wie beim Salicylamid-Dexi\(s. Kap. 2.5.3) ist hier unwahrscheinlich: Séeaet alf'*!
fuhrten NMR-Konformationsanalysen an Thiosalicylsinethylester in CGlund GDg durch. Dabei zeigt sich

I6semittelabhéngig eiris/ transVerhaltnis von 1:1.7 respektive 1:2. Die S“H O H-s ©

freie Enthalpie detrans-Konformation liegt damit um 1.6 + 0.7 kJ/mol unteri I 0 .. i I o0
derjenigen decis-Konformation (s. Abb. 3-8). Die intramolekulareBiiicke

ist demnach zu vernachlassigen und sollte nicht ztie Bindung nétige cis trans
Konformation verhindern. Abb. 3-8: Thiosalicylsauremethylester

3.2.2. Weitere abgeleitete Verbindungen

VergroéRerung des Phenylessigsaure-Scaffolds von litlitor 17

Nachdem das Phenylacetanid eine schwache Aktivitat zeigte, wurde die Strukiaor einen Phenylring erweitert.

Verbindung28 kdnnte in der S3-Tasche Uber eine grofere lipephikraktionsflache binden.

o 99
(0]
Cl OO EGN O
+ _— N
o <

73%, 28

Schema 3-10: Darstellung des Diphenylacetard&ls

Derivatisierung des literaturbekannten Inhibitors 12

Der Inhibitor 12 wird an seiner affinitatssteigernden, aromatiscGedminogruppe modifiziert: Man alkyliert mit
Methyliodid zu Verbindun@9 (Schema 3-11). Die niedrige Ausbeute konnte arollsténdiger Umsetzung liegen
(Verflichtigung des Methyliodids) oder an Verlusteai der Aufarbeitung an die wéssrige Phase (Agsafe
lediglich 66 mg).
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0 L0

4 eq. Mel, K,CO4

N EtOAc, 2d reflux N

NH; CF N

12 16%, 29

Schema 3-11: Darstellung deg\N-Dimethylaminobenzamid29

Derivatisierung von Inhibitor 9

Die vermutete H-Briicke von Verbindu®gzu Leul63 soll durch Variation zum NH-aciden 4-Mdsulfonamido-
Derivat 30 verstarkt werden. AuRerdem kann laut Docking ailfdd-Sauerstoff eine weitere H-Bricke zu Lys158

ausbilden un@0 erhalt einen beachtlich hohen Chemscore von 4%db{ndung9: Chemscore 43.0).

Abb 3-9: Bindemodus vo&0 laut Docking

Die Synthese erfolgt ausgehend Womit Methansulfonséurechlorid bei Raumtemperatur:

0 C ‘ MeSO,CI 0 ! l
Na,CO;, E,0/H,0 \S//O /dj)‘\ﬁ!
¢ N

9 11%, 30

Cr

Tz

H;N

Schema 3-12: Darstellung des Methylsulfonamidobem=30

Einfihrung eines Aminosulfon-Substituenten in Posibn 5 des Benzamid-Scaffolds

Mit Chlorsulfonsdure kann die Chlorsulfongruppedien aromatischen Kern eingeftuhrt werden. Im erSteimritt
findet eine elektrophile Substitution am Aromatetatts es reagiert das im Gleichgewicht vorliegende

Schwefeltrioxid, wodurch als Zwischenprodukt di@raatische Sulfonsaure gebildet wird. Substituerdttesitzen
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dabei dirigierende Wirkung, aus Benzoesauredernivaetsteht so dametaProdukt. Dieses wird von einem
weiteren Aquivalent Chlorsulfonsédure im zweitensdevindigkeitsbestimmenden Schritt in das Sulforeéhlorid
uberfuhrtt®. Da dieser zweite Schritt eine Gleichgewichtsrieaktarstellt, wird die Reaktion im Uberschuss

Chlorsulfonsaure durchgefiihrt. Die Reaktion isbghema 3-13 allgemein formuliert:

OH OH

O;S\Cl u/o/_(;és\a ||/o
o OH ~cl
—» 4> + /S\
/ = eAr @/K 0= OH

-HCl

Schema 3-13: Chlorsulfonierung am Aromaten

Die 2-Methylbenzoesdure wurde mit Chlorsulfonsdume 31 derivatisiert, anschlieRende Umsetzung mit

Alkylaminen liefert die neuen Benzoesaure-Baust8he34:

0
0
CISO;H R-H (Amin) OH
OH ——=
CH,Cl,
0= s 0

43%, 31 32-34

Re |
_NH \‘/NH [Nj
0
95%. 32 82%, 33 86%. 34

Schema 3-14: Darstellung der Aminosulfonylbenzoes8austein®2 - 34

Von ihnen wurde nuB2 in das Amid35 Uberfiihrt (siehe Schema 3-15). Da die Affinitatafudie Methylamino-
sulfonylgruppe in Verbindun@5 gegentber der unsubstituierten Leitstrukuetwas abnahm, wurde auf die

Synthese von Amiden aus den BausteiB@nnd 34 verzichtet.

0 9@
0
OH O‘ DCC, HOBT
+ —_— ﬁ
THF
0=S=0 H,N
0=5=0

_N

H
32 28%, 35

Schema 3-15: Darstellung des Methylaminosulfonytaemds35

Der Inhibitor 35 nimmt laut Docking einen Bindemodus ein, der zueai sehr hohen Chemscore-Wert von 48.2
fuhrt (s. Abb. 3-10). Die Sulfonamid-Sauerstoffatorpilden H-Briicken zu Tyr269 und GIn270, wahrend da
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Sulfonamid-NH in einer H-Briicke zu Glul68 gebundsh Der Diederwinkel zwischen Aromat und Sulfon
entspricht dabei demjenigen, der auch von StahalEf in Kristallstrukturen (PDB und CSD) am haufigsten
beobachtet wurde.

Abb. 3-10: Bindemodus vaBb laut Docking (Ligand mit H-Atomen dargestellt)

Ersatz der 2-Methylbenzoesaure durch ihr bioisostegs Thiophen-Analogon

Mit Verbindung 36 wird der bisher Ubliche Benzoesaure-Aromat dureim @-Methylthiophen-2-carbonsaure-
Baustein ersetzt. Die Synthese \Bfherfolgt durch Aktivierung der Sdure mit dem Pegiigpplungsreagenz HBTU

in Gegenwart von Triethylamin, anschlieend wirel Amin-Komponente zugegeben:

(0]
L) s L
+ — e
\\ OH
S H

DMF

~
N \

i
S

63%, 36

Schema 3-16: Darstellung des ThiophencarboxaB6ds

Ableitung einer Verbindung mit Amidingruppe

Es erschien plausibel, das Amid-Kernfragmnet demzBeid-Inhibitoren durch ein Amidin-Kernfragment
auszutauschen. Im ungeladen Zustand sollte esjagieAmid-Carbonyl, vom GIn270-NH-Backbone eine Hidke
als H-Akzeptor empfangen. Im protonierten Zustaddrite es aber auch als H-Donor an die Loop-Konftomaler
Struktur 3MJ5 binden. Abbildung 3-11 zeigt die Bing) der beiden Protonierungsstufen des Amidin-Kagrhents
und deren Vergleich mit den Bindemodi der Liganden 3E9S und 3MJ5:
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(—O\ M ( H
N
NH \
\ \ ¢)
@
o) NH NH, /
R, )L Ry )L u
N~ Ry N N7 N
H H Ry~
\ \ oy
0 0 o Y (o]
(€]
Corle | @ e Sa
Amid-Kernfragment Amidin-Kernfragment konnte an Amid-Kernfragment
in Proteinstruktur 3E9S beide Loop-Konformationen binden in Proteinstruktur 3MJ5

Abb. 3-11: Ableitung des Amidin-Kernfragments aes @Bindemodi der 3E9S- und 3MJ5-Liganden.

Die Synthese erfolgt in Anlehnung an eine Vors¢hviin Crimmin et al'®®, das Benzami® wird dazu mit

Phosphorpentachlorid in das Imidoylchlorid Uberf{idugabe von Ammoniak in Dioxan ergibt das Ami@in

PC15 Cl NH3/D10><an NH
@/u\ TOIu0| reflux ﬁj/k @/\L

36%, 37
Schema 3-17: Darstellung des AmidBs
Testergebnisse und Diskussion
100% —— Tab. 3-3: Ig-Werte der aktiven Verbindungen
. Verbindung 29 30 35 36
509 ICsp [LM] 40+02| 48+£03 4.0x03 14=x1]
0% +—— L1 1

28 29 30 35 36 37
Abb. 3-12: Screening an SARS-CoV*R(100 puM)

Das Diphenylessigsaureami28 besitzt im Gegensatz zum schwach aktiven Phengiageamidl7 keine
inhibitorische Wirkung, die Vergrof3erung der lipdph Interaktionsflache ist so nicht méglich. Audas Amidin
37 zeigt keine inhibitorische Wirkung gegeniiber dest€ase. Das Thiophen-Deriva® ist inhibitorisch wirksam,

besitzt jedoch deutlich geringere Affinitat als deststruktur2.
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In Abbildung 3-13 werden die Strukturformeln undsd@erte der weiteren, getesteten Inhibitoren gegen-

Ubergestellt, um die anschlieRende Diskussion Igicatern:

0 0 0 0
HN
H,N | OS5,  ~
NH, N 0,5 N
2 12 29 9 30 35
33 uM 1.1 M 4.0 M 12 1M 4.8 uM 4.0 uM

Abb. 3-13: Gruppierte Ubersicht iber die diskugarBenzamid-Derivate mit kgWerten

Die 5-Aminogruppe vori2 kann wie in Kapitel 2.1 erlautert, H-Briicken-Domater -Akzeptor sein, bei Verbindung
29 kann sie im neutralen Zustand nur H-Briicken-Akaemein. Mit demN,N-Dimethylderivat29 wurde die
Leitstruktur12 in ihrer Affinitat verschlechter29 besitzt einen Ig-Wert, der der Leitstruktu?2 ohne aromatische
Aminogruppe ahnlich ist. Fur die gute Affinitat vd2 wéare damit eher nicht der +M-Effekt der 5-Aminogpe
verantwortlich, sondern deren H-Bricken-DonorfakigkAllerdings kdnnte be?9 auch eine Repulsion zwischen

einerN-Methylgruppe und dem nahen Tyr269 vorliegen, deAffinitat von 29 vermindert.

Der 4-Methylsulfonamido-Inhibitoi30 stellt mit einem IG, von 4.8 uM eine Verschlechterung der Ausgangs-
verbindung9 dar (IG, = 1.2 uM). Nachdem im Docking die Sulfonamidgrupga gutes H-Briicken-netzwerk

bildet, der Inhibitor jedoch nicht in seiner Affidt gegentibe® davon profitiert, kdnnten hier Desolvatation bei
Ligandbindung und / oder Verminderung des +M-Effekter aromatischen Aminogruppe (Sulfonamid) die

niedrigere Affinitat erklaren. Solche Einflisse den vom Dockingprogramm GOLD nicht bertcksichtigt.

Auch Verbindung35 ist nicht affiner als die Leitstruktu, obwohl glnstige H-Briicken-Interaktionen vom
Sulfonamid ausgehen sollten. So schlug auch hiercdmputergeleitete Strukturoptimierung fehl. Al§giiche
Griinde konnen dieselben wie zuvor genannt werdebekannte Energiedifferenz bei Desolvatation ddarpo
Sulfonamids sowie verminderte Ladungsdichte im Aaten durch den —M-Effekt des Sulfonamids. Hinzu kam
dass je nach Pyramidalitat des Sulfonamid-Sticksteine sterische Uberlappung der angekniipften Waattino-
Gruppe mit dem nahen Aspl165 denkbar wird, die dbch im Docking aufgrund der von GOLD angenommene
Bindungswinkel nicht zeigt. Aus dem Grund ware Aféinitat eines analogen Inhibitors ohne Methyl-Stituent

am 5-Aminosulfon interessant.
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3.3. Variationen am Naphthylethanamin

Bisher durchgefiihrte Variationen an der Amin-Komgate der Benzamide (Verbindung@n 5) flihrten zu einem
nahezu vollstéandigen Verlust der Hemmung. Der weitéariationsspielraum zur Adressierung der S4-haseird
daher auf nur geringfiigige Anderungen am Naphthgieamin beschrankt.

Die einzigen, bisher von Ratia et4I** bekannten Benzamid-Inhibitoren mit Variationerder Amin-Komponente

sind in Abbildung 3-14 nochmal zusammengestellt:

2.3 uM
Leitstruktur 2

Abb. 3-14: Bisher bekannte Variationen am Naphthgleamin mit Hemmwirkung (Ks-Werte)

Es sind keine substituierten Naphthylethanamine rkerziell erhaltlich, somit besteht nur die Moglielitkeiner
Abwandlung des erworbenerR){Naphthylethanamins oder der Synthese (ber abgiiten Naphthylketon-
Vorstufen, die durch reduktive Aminierung in ihr pdahylalkylamin Gberfuhrt werden kénnen. Diese beidVege
werden in den folgendenden Unterkapiteln begangéibildung 3-15 gibt einen Uberblick iiber den cheshen
Zugang zu diesen Naphthyl-Derivaten, angegebejevetils die Startverbindung, bei welcher die Sya#teuten

beginnen.

Nltnerung

OH

H,N Acyl ierung Halogemerung
Erwerb

Abb. 3-15: Mdglichkeiten zur Gewinnung derivatisgrNaphthylalkylamine

3.3.1. Nitro- und Aminoderivat am Naphthalin-Gerist

Die Wechselwirkung des Naphthalin-Gerusts mit derdBtasche ist gepragt durch ein T-Stacking zu 9r@2nd
drei weiteren CHi-Interaktionen (alpha-CH von Pro248, delta-Gkn Pro249) von der anderen Seite (s. Kapitel
2.1). Weiterhin zeigen die Positionen 4, 5 und 6 #idNaphthylsubstituenten in das Solvens. So eigigndiese
Positionen fur die Einfihrung von Substituenten aM-Effekt, um die Elektronendichte im aromatiscigystem
und damit die Starke der CiiInteraktionen zu erhoh&f.

Es bietet sich an, dem Naphthyl-Gerlist durch Nitrig eine Nitrogruppe anzufligen, die dann zur Aminppe
reduziert werden kann. Aul3erdem wirde die Affisid@stimmung des am Naphthyl-Gerist nitrierten litdni®

zeigen, ob sich die Nitrogruppe mit ihrem —M-Effeldchteilig auf die Affinitat auswirkt.
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Die Umsetzung desR}-Naphthylethanamins mit Nitriersaure sollte in &mhung an eine von Blinco et &f
publizierte Nitrierung eines ahnlichen Naphthaliarvats zum Eintritt der Nitrogruppe in Positioroder 5 fihren.
Eine Dinitrierung in 4- und 5-Position ist bei derEdukt fir Reaktionsbedingungen von 60 °C Ubertuhd&en
beschrieben. Aufgrund der geplanten Reaktion inbkiétromafistab wurde eine Dinitrierung beabsichtigt,bei
einer Mononitrierung eine Mischung zwischen 4-Nittnd 5-Nitro-Produkt gebildet werden miusste, was d
Ausbeute weiter vermindert. Die Nitrierung wurdénelamit 65%iger Salpetersaure in konz. Schwefetséei 0 °C
begonnen und mittels Loop-MS die Umsetzung konédlIBei der ersten Messung nach 15 Minuten waeitsenur
noch Dinitroprodukt nachzuweisen, sodass die Reakticht erwarmt werden musste. Mittels NMR-Speditapie
konnte dem Dinitroprodukt die Strukt8B8 zugewiesen werden. Im Anschluss wird mit 2-Methytboeséurechlorid
in das Amid39 tberfuhrt:

NO, No2
NO, NO,
HNO,,
o L O
N3.2CO3
H,N Et,0/[L,0

43%, 38 53%, 39

Schema 3-18: Darstellung des 4,5-Dinitronaphthgletimins38 und anschlieRende Amidbildung 28

Die Reduktion von Nitrogruppen kann mit verschiegleiReagenzien erfolgen. Haufige Verwendung zur Reztu
durch Wasserstoff finden zZn/HCI, Pd/G/Hind Raney-Nickel. Mit Sngl steht ein Reduktionsmittel ohne
Wasserstoffbeteiligung zur Verfugung, die Reakt@fordert gewohnlich salzsaure Bedingungen und ebiize.
Aus einem friheren, katalytischen Hydrierversuch \eitstruktur2 mit Pd/C/H (14 bar) war bekannt, dass das
Naphthalin-Gerist dabei selbst eine partiellen itydng erfahrt. Um diese mogliche Nebenreaktiovemeiden,
wurde die Dinitroverbindun@9 ohne Metallkatalyse reduziert. Ein Versuch in \inater, ethanolischer Salzsaure
mit SnC} zu reduzieren, fihrte jedoch nicht zum gewinscRieukt (Schema 3-19). Das Diaminoprodukt konnte
auch nicht in Spuren mittels LC-MS nachgewiesenderer Da nur 73 m89 zur Verfligung standen und aus dem
Ansatz kein Dinitroedukt riickgewonnen werden kontie3 sich der Versuch nicht mehr mit einem andere

Reduktionsmittel wiederholen.

No2 NO, NHz NHz
SnC|2 2H20
HCl EtOH,
reflux

Schema 3-19: Versuchte Reduktion B8hmit SnC}
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Testergebnis und Diskussion

Verbindung39 ist an der SARS-CoV-PL° inhibitorisch aktiv, der Ig-Wert betragt 8 + 1uM. Der nitrierte Inhibitor
ist also schwacher affin, als die nicht-nitrierteitstruktur2 (ICsq = 3.3 uM). Im Assay zeid?9 trotz Nitrogruppen
keinen Fluoreszenzlicht-quenchenden Effekt.

Die Affinitatsabnahme im Vergleich zZ2isteht im Einklang mit der Theorie, dass der —Mekiffder Nitrogruppen
die CH#-Interaktionen zur Bindetasche abschwécht.

3.3.2. Hydroxyderivat am Naphthalin-Gerust

Anhand von Dockingstudien konnte die 2-Position Maphthalin-Gerists als gunstiger Ort fir eine ldyggruppe
erkannt werden. Abbildung 3-16 zeigt den Bindemaodiess Liganden, das Docking erfolgte unter Einbamghder
drei Wassermolekille der S4-Tasche und man erkemet,sich die Hydroxygruppe des Liganden in das H-

Briickennetzwerk einfugt:

(I,

*

NH

Abb. 3-16: Links: Strukturformel des geplanten lidan. Rechts: Bindemodus laut Docking, H-Atomellgand und Wasser angezeigt.

Zur Synthese des geplanten Liganden muss zunadbsHybtroxy-substituierte Amin-Komponente dargestell
werden. Deren Syntheseroute beginnt mit dem komglemrhaltlichen 2’-Hydroxy-1-acetonaphthon, daach
Anlehnung an eine Vorschrift von LéWf in das Oxim40 tiberfiihrt wird. Die Reduktion von Oximen zu Aminen
kann nach Lehr mit Zn/Eisessig/Natriumacetat ednlgdariber hinaus wird die Oximreduktion von Brownd
Moudachirolt’® in wassrigem NHEtOH mit Raney-Nickel/l und von Pirkle und Simmofi¥®”! in wasserfreiem
HCI/EtOH mit Pd/C/H beschrieben.

Die groRte Ahnlichkeit des Oxim40 besteht zu demjenigen von Brown und Moudachirogshalb nach deren
Vorschrift weiter verfahren wird. Das bendétigte BgNickel wird fir die Hydrierung frisch aus der -Ni-
Legierung freigesetzt, wobei die von Adkins und liB#"® entwickelte Vorschrift zur Gewinnung der
Reaktivitatsstufe W-7 angewandt wird. Die Waschpthwr des frischen Katalysators wird, abweichend den
Vorschrift, lediglich mit Wasser und nicht Ethanotendet, da keine langere Lagerung beabsichtigl. viie
Hydrierung von Oxim40 im Autoklav (15 bar BH) zum primaren Amin ist jedoch weder im Basischeih dem

hergestellten Raney-Nickel gelungen, noch in eimamiten Versuch im Sauren mit Pd/C (s. Schema 3-20)
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Raney-Ni/H,,
L NH;, EtOH
Pyridin, —
H,N-OH - HCl1 OH
OH — = —H OH
H,0/EtOH, SN Pd/C/H,, *
O reflux H TFA, MeOH NH,
OH
89%, 40

Schema 3-20: Darstellung des Oxidtsund versuchte Hydrierungen mit Raney-Ni und Pd/C

Ein weiterer Versuch das primére Amin darzustellmstand in der reduktiven Aminierung des Ausgargsrials
2’-Hydroxy-1-acetonaphthon mit NaCNBMmmoniumacetat. Gewohnlich wird im Uberschuss Amiumacetat
(10 - 40 eq.) gearbeitet, das NaCNRidduziert das intermediar gebildete Imin zum AR Im Versuch wurde
jedoch nicht das Amin, sondern Giberwiegend der Btkal4 gebildet (Schema 3-21). Weiterhin konnten mittels
Saulenchromatograhie drei lipophilere Substanzeed Alkohol aus dem Ansatz isoliert werden (Viedbingerd 1
-43). Die Strukturaufklarung durch NMR-Spektroskopi@nkte bei allen Reaktionsprodukten erfolgreich

durchgefuhrt werden:

o
T
@]

NaCNBH;,
OO NH,OAc 3%, 41 1.3%, 42
OH — =
Isopropanol,
o 95°C, 30 min on OO
OH

*
OH
34%, 43 55%, 44

&

Schema 3-21: Misslungene reduktive Aminierung veHyiroxy-1-acetonaphthon mit Bildung der Nebenpric41 - 44

Demnach erfolgte an der Ketofunktion sowohl einglikéion zum Alkohol44 als auch in geringer Menge zum
Alkan 41. Mit dem Naphtho#3 wurde ein Zersetzungsprodukt isoliert, das moglialeise durch saurekatalysierte
Deacylierund™® gebildet wurde. Der Ablauf dieser Reaktion unten dyegebenen, neutralen Bedingungen ist
allerdings erstaunlich. Das Dimet2 stellt ein komplexeres Kondensationsprodukt daan\Allan et af*'¥
beschrieben bereits die Darstellung dieses Dibear#tens durch Umsetzung von 2-Naphthol mit Acetalde
diethylacetal in Ethanol und konz. Salzs&ure. lar diurchgefiihrten Versuch ist zwar 2-Naphthol israichender
Menge entstanden, jedoch liegen weder Acetaldehyith nstark saure Bedingungen vor, um das
Kondensationsproduld2 nach Van Allan et al. zu erzeugen. Ein anderenjgbler Reaktionsmechanismus kdnnte,

wie in Schema 3-22 postuliert, abgelaufen seinaumd Kondensationsprodué® gefiihrt haben:

OH QD O]
X X
HO

Ho'y

X=H, Ac, Ethylimin
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POWOGR™
- 0 —_— .
-H,0 X
0

-H,0
(-X)

o LI
(0]

i

E—

Schema 3-22: Méglicher Reaktionsmechanismus ded&asation zu VerbindurgR

42

Im ersten Schritt kondensiert das Edukt entwedé¢rsioh selbst oder einem Naphthol-Derivat (2-Naphtider das
Ethylimin des Edukts). Nach der Elimination von \W&sund Rearomatisierung musste anschlieend digp&rX
abgespalten werden, falls nicht 2-Naphthol (X =dd$ Nukleophil im ersten Schritt darstellte. Im hgien Schritt
wird das Keton von NaCNB4zum Alkohol reduziert. Dieser Alkohol kann aufgduseiner benzylischen Position
saurekatalysiert Wasser eliminieren und damit dasylische Kation als Intermediat freisetzen. Agaiu den
bekannten Kern-Alkylierungen von Phenol-Derivatemitho- und para-Positi8f***® sollte die Cyclisierung durch
C-C-Verknupfung der ortho-Position neben dem Naplether mit dem Carbokation erfolgen. Die Abspajtemes

Protons ermdglicht schlie3lich die Rearomatisieremmgy symmetrischen Dibenzoxanthen-ProdLikt

3.3.3. Fluorderivate der Seitenkette

Ghosh et af*” versuchten bereits durch Abwandlung der Seitealdgt Amin-Komponente eine Affinatserhéhung
zu erreichen, doch die publizierten Ethyl- und Biéerivate erzielten keine inhibitorische Aktivit§Strukturen
siehe Abbildung 3-17). In dieser Arbeit wurde ggtedass die Methylgruppe der Amin-Komponente fie d
Affinitdt noétig ist (Kap. 3.1, Verbindung). In diesem Kapitel 3.3.3 soll die Methylgrupper um Fluoratome

vergréRRert werden.

8.7 uM >200 uM >200 uM

Abb. 3-17: Auswahl bisher bekannter Variationen Sleitenkette mit I6-Werten
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Eine fluorierte Methylgruppe sollte neben dem vdgiten elektrostatischen Potential in der Bindétasceinen
deutlichen Einfluss auf Sterik und Platzbedarf deaganden haben. Nocker et 7 berechneten den Einfluss
elektronenziehender und -schiebender Gruppen imidaschaft zu H-Donoren und H-Akzeptoren: Analogdel
der vom Fluor ausgeiibte —I-Effekt die Aciditat denid-NH-Protons etwas erhéhen, wodurch dann eiéekste
H-Briicke zu Asp165 gebildet wird. Die CH-Bindung agkundaren Kohlenstoff ifrPosition zum Fluor unterliegt
ebenso einer stéarkeren Polarisation, was zu egrdegserten Chi/interaktion dieses Protons mit den aromatischen
n-Elektronen von Tyr265 filhren soffte®®. Abbildung 3-18 zeigt die polaren Interaktionenes trifluorierten und

eines monofluorierten Liganden laut Docking:

GIn270

246-"7" (
N

Thr302

Asp165

—

Abb. 3-18: Postulierte Bindemodi des trifluorieri@nks) und des monofluorierten Liganden (rechts).

Im linken Bild ist ein konkurrierender Raumansprugs rechten, oberen Fluoratoms mit Thr302 zu sghlestand
2.49 A). Doch falls sich die Seitenkette dieseseBhins etwas wegdreht, wiirde die Repulsion vermiagted
gleichzeitig wéare eine polare Interaktion des Thie€DH zu Fluor denkbar. Das untere Fluoratom igt /w8 A
allerdings auch relativ nahe an Asp165.

Im rechten Bild bestehen keine ungiinstigen, steeiscUberlappungen und der typische Benzamid-Bindesio
sollte eingenommen werden kdnnen. Das einzelned&tium kdnnte eine schwache Interaktion mit dep-Giuppe
von Tyr265 eingehen (siehe rechtes Bild), oderan dier ,freien* Raum der S4-Tasche zeigen unddeit dort

gebundenen Wassermolekiilen interagieren (nichtialoge).

Versuchte Synthese des Trifluorderivats

Zur Darstellung des Trifluorderivats muss zundct® Amin-Komponente aufgebaut werden: Friedel-Graft
Acylierung von Naphthalin mit Trifluoressigsauregdhd ergibt die beiden in 1- und 2-Position acyia Ketone
45 und 46. Durch eine reduktive Aminierung sollen die Ketdnedie Amine tiberfiihrt werden. Kato et!df’
wendeten hierzu bereits die Leuckart-Wallach-Reakgrfolgreich auf Verbindung5 an und erhielten das Amin
mit 51% Ausbeute. In dieser Arbeit ist die besdteige reduktive Aminierung jedoch nicht gelungenedsigten
lediglich die Reduktionen vo#5 und46 zu den Alkoholed7 und48 in hoher Ausbeute (s. Schema 3-23).
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@ 0 _AC,
NN e
F F CH2C12
F F -40°C

/ﬂ\ 16%, 45 19%, 46

NH,CHOO,
155°C

NH,CHOO,
155°C

F *
F NH, O C F
F PN
F *
. OH OH
F

redukti}sé@iinierung

Zielbaustein
74%, 47 81%, 48

Schema 3-23: Darstellung der Trifluoracetonaphthtiend46 und versuchte reduktive Aminierung

Alternative: Synthese des Trifluoresters 49

Von Ghosh et dt” ist bekannt, dass eifé-Methylierung der Amidgruppe von Leitstrukt@rzwar zu einer 10-
fachen Verminderung der Affinitat fuhrt ({6 23 uM statt 2.3 uM), das Molekil aber trotz dehlénden H-Briicke
zu Aspl65 weiterhin bindet. Es kdnnte daher seassduch Ester eine Affinitdt zur Bindetasche habem Ester
fehlt ebenso die Interaktion zu Aspl65, doch er laat Docking den Vorteil gegeniiber deimethylierten
Inhibitor, dass er Asp165 nicht zu nahe kommt.

Mit den Verbindunged7 und48 liegen nun Alkohole vor, mit welchen man die Hypete der Affinitat von Estern
Uberprifen kann. Daher wird Verbindud@ mit Verbindungl (2-Methylbenzoeséaurechlorid) in einer Einhorn-
Reaktion in den Benzoesaureed@iiberfihrt (Schema 3-24). Die Einhorn-Reaktion (rigsmittel Pyridin) wurde

durchgefuihrt, nachdem unter Schotten-Baumann Badupen nur der Alkohol wiedergewonnen wurde.

F *
>: !OH Pyrldm
F F

47 80%, 49

Schema 3-24: Darstellung von Verbindutfjiiber die Einhorn-Reaktion

Testergebnisse und Diskussion

Die Verbindung49 zeigt im Screening an SARS-CoV-Pllediglich 18% Hemmung (100 uM) und ist damit als
nicht aktiv zu bewerten. Der aufgeworfenen Fragekster eine Affinitat zur Bindestelle besitzen rdainicht mehr
weiter nachgegangen.
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Synthese des einfach fluorierten Inhibitors 54

Wie zuvor beim Trifluorderivat soll die Amin-Kompente aus der einfach fluorierten Acetonaphthon-Wibes
erhalten werden. Die Einfiihrung von Fluor bei Apgtenon-Derivaten in-Stellung zum Keton wurde von Fuglseth
et al. ausfuhrlich untersu¢hf’. Eine elektrophile Fluorierung gelingt demnach Betlectfluof™ sowohl tiber den
mit Lithiumhexamethyldisilazan/TMSCI erzeugten &lyolether, als auch direkt in Methanol (s. Sch@a2b). Die
Fluorierung in Methanol benétigt laut Fuglseth ®ieitze, Reaktionszeiten von mehreren Tagen undwénlinter
Bildung ringfluorierter Nebenprodukte, die chrongrphisch nicht abtrennbar sein sollen. Eine nutide
Fluorierung wird mit 2-Bromacetophenon-Derivatenl dretrabutylammoniumhydrogenbifluorid beschrieben.

Die Fluorierung von Acetonaphthon und anschlielerdektive Aminierung mit Methylamin/NaCNBHvurde in
einer weiteren Publikation von Fuglseth et al. hesbe?”. Die Route tber den Silylenoleth® lieferte bei
Fuglseth die Verbindungl in 29% Ausbeute, die Reinheit sei jedoch héhebalglirekter Fluorierung in Methanol.
Deshalb wurde auch in dieser Arbeit als ErstesSilidenolether-Route gewahlt (s. Schema 3-25). @dshmals
2-Fluoracetonaphthon synthetisiert werden musstedevdie direkte Fluorierung in Methanol versushbbei das
Fluorketon in hoherer Ausbeute isoliert werden KenfVerbindung52). Die tatsachliche Bildung ringfluorierter

Nebenprodukte konnte an zusétzlichen Signalen F3@m *H-NMR-Spektrum festgestellt werden (ca. 15mol%).

Selectfluor OO
MeOH
reflux, 4d (6]

F

Cl
[
1 LihMDS N
2 TMSCI 60%, 52 [L] 2x BF,
N
F
™
Selectfluor OO Selectfluor™
MeCN,
RT, 1d 0
F
I
50 36%, 51

Schema 3-25: Darstellung des 2-Fluoracetonaphttiorch elektrophile Fluorierung Gber zwei Syntheggave

Anschlieend wird das Fluorket®2 durch reduktive Aminierung in d@isFluoramin53 tiberfiihrt, aus welchem mit

2-Methylbenzoesaurechlorid der Inhibite4 fertiggestellt wird:

NH,OAc, @* OO
r NaCNBH;4 ‘)\“ 0 ?
¥ _F
Isopropanol EtN, N
95°C, 1h CH,Cl, ©/u\ H

52 43%,53 90%, 54

Schema 3-26: Darstellung des fluorierten Inhibitsts
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Die angesprochene Ringfluorierung im NaphthalinéSerzeigt sich auch noch bei der Amid-Endstbfe Nach
saulenchromatographischer Aufreinigung an Kiesekygibt die Reinheitsbestimmung mittels LC-MS aigha
NMR noch 9% Verunreinigung durch ein zusatzlichgfinoriertes, homologes Benzamid (siehe dazu Kap. 8

Experimenteller Teil).

Testergebnisse und Diskussion

Die Verbindung54 fihrt bei 100 uM im Screening an SARS-CoVERIzu 86% Hemmung, ihr lig-Wert wird zu
7 £ 2 uM bestimmt. NachdeB# als Racemat vorliegt und vermutlich auch bei die&toff die Bindung ans Enzym
enantioselektiv erfolgt, sollte der J&Wert des aktiven Enantiomers um 3 uM liegen. Nébebemerkt besitzt das
Enantiomer mit Geometrie deR-Leitstruktur 2 hier S-Konfiguration, wohingegen das vermutlich inaktive
Enantiomer vorb4 dannR-konfiguriert ist (Prioritéat von Fluor bei CIP-Nomidatur).

Die einfache Fluorierung hat sich im Vergleich nichtfluorierten Leitstruktu® (ICs= 3.3 pM) also nicht auf die
Affinitat zur Bindetasche ausgewirkt. Zu Beginn déapitels 3.3.3 wurden Uberlegungen angestellt,ddgimnach
durch die Ergebnisse mit dem Monofluorderivat webestétigt noch widerlegt werden, da die Fluorstuigin
entweder keinen Einfluss auf die Affinitdt hat, odgch Effekte gegenseitig kompensieren. Es wéarkeda
interessant, mit hoher fluorierten Derivaten eisgirkeren —I-Effekt auf den benachbarten Amid-Stici und das
CH-Proton auszutiben. Jedoch besteht bei Vergro@eatieser Seitenkette die anfangs angesprochendCeifeer

repulsiven Wechselwirkung mit Thr302 und Aspl165.

3.3.4. Hydroxy- und Azidoderivate der Seitenkette

In diesem Teilprojekt wird die Seitenkette der Amiomponente um eine Hydroxygruppe verlangert, da@H-
Gruppe zum einen mit Tyr274, Thr302, oder mit dedbupdenen Wassermolekiilen der S4-Tasche interagiere
kénnte (s. Abb. 3-19). Zum anderen ist die Fragélaten, ob die im Vergleich zur Leitstrukt@rhydroxylierte
Verbindung tberhaupt noch eine Affinitat zur Birakethe besitzt, oder ebenso wie die von Ghosh™®t am ein
Kohlenstoffatom verlangerte Verbindung ihre Affititverliert, entgegen der Erwartung laut Dockingl @toring.
Danach sollte noch das dem Hydroxyderivat analogenaderivat synthetisiert werden, da aufgrund déhé&lzu

Asp1l65 eine positiv geladene Gruppe im Ligandesele8indungsstarke erhdhen musste.

N ®

*
N OH
H

61

Abb. 3-19: Links: Strukturformel des gedockten bitars. Rechts: Bindemodus laut Docking, H-Atomelbgand und Wasser sind angezeigt.
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Synthese des Hydroxyderivats 61

Ausgehend von Acetonaphthon wurde das 2-Brom-De&Salurch elementares Brom und Af{Clach Crank und
Khart*?!! synthetisiert (Schema 3-28). Die Umsetzung eréofgt 63%, wobei das nicht-umgesetzte Edukt aufgrund
gleichen RWerts mittels Saulenchromatographie nicht entfemtden konnte.

Es wurde daher eine alternative Methode versuchthNVorschrift von Pravst et &f? lassen sich aromatische
a-Bromketone aus einer Schmelze von Keton tBromsuccinimid unter Katalyse durghToluolsulfonsaure
erhalten. Adhikari und Samé&fif beschreiben den Mechanismus dieser saurekataéysierlektrophilen

a-Bromierung folgendermafRien:

OH

€]
TsO
Br Br s '/\/I\R 0
0. O N
W\;N/E + TsOH =—= N) H —= UOH + TsO” + Br® ——> Bf\)LR
0

u @
Schema 3-27: Elektrophile Bromierung mit NBS utatalyse von TsOH

Die a-Bromierung wurde mit Acetonaphthon als Edukt dgedtihrt, jedoch nicht nach Vorschrift in der Schreel
sondern in benzolischer Losung. Aufgrund der egrédin Ausbeute bedurfte es keiner weiteren Aufyeimy. Zur

Unterscheidung erhélt das Uber den letztgenanntegm §gwonnene Produkt die Numnaér

Br,,
AlCl3
EtZO

63%, 55

NBS,

4mol% TsOH

Benzol

reflux, 12h 0
Br

96%, 56

Schema 3-28: Ubersicht {iber die zwei Synthesewege2zBromacetonaphthon

Das 2-Bromketor56 wird im ndchsten Schritt durch nukleophilen Anfrifit Natriumacetat in den Estés7
Uberfuhrt, auch hier erlibrigt die hohe Ausbeutes edufreinigung des Produkts. Die reduktive Aminmegumit
NH4OAc/NaCNBH; ergibt das priméare Amin, welches intramolekulan dester angreift und eine Aminolyse zum
freien Alkohol 58 veranlasst (Schema 3-29). Die Auswertung der NNdBk8en von Verbindung8 zeigt dabei

eindeutig, dass die Aminogruppe im isolierten Riealsprodukt als acetyliertes Amid vorliegt.

OO OO NH,0Ac,
NaOAc NaCNBH;3

—_ = —_ =
0 EtOH, o Isopropanol, ¥ _OH
flux 2h 95°C, 1h
Br reflux \n/o
(0]
56 98%, 57 40%, 58

Schema 3-29: Darstellung des Estefaind anschlieende reduktive Aminierung mit posttér Umlagerung z&8
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Im nachsten Schritt muss nun die Acetylgruppe votickStoff entfernt werden, um die gewiinschte Amin-
Komponente freizusetzen. Dazu wird die Amidgruppé/erbindung58 mit halbkonz. Salzséure in der Siedehitze
hydrolysiert, wobei der mit der Isolierung des Amb® verbundene Ausbeuteverlust vermutlich unvollstgedi
organischen Extrahieren des sehr polaren Produkisszhreiben ist (Schema 3-30). Die Reaktion ¥@mit einem
Uberschuss (3 eq.) 2-Methylbenzoesaurechlorid fidat zweifach acylierten Verbindung0. Die alkalische
Hydrolyse der Estergruppe B0 gelang nur unter ungewdhnlich drastischen Bedigganwas auf eine sterische
Abschirmung durch die in 2-Position Methyl-subsétte Benzoeséure schlielen Iasst. Dies stehtrikldtig mit
der anderweitig erfolgten Beobachtung, dass dag@benzoesdureanhydrid ausgesprochen hydrolysesta

So wurde Uber 6 Stufen die in der Seitenkette hydierte Zielverbindungsl mit einer Gesamtausbeute von 11%
erhalten (Schemata 3-28 bis 3-30).

6M HCl,
2d reflux 3 eq R-Cl
)L EtN, EtOAc R.
N

58 43%, 59 90%, 60
9@ I
LiOH
R R=
THF/H,0, R, _* on
2d reflux N
73%, 61

Schema 3-30: Letzte Stufen der Darstellung vonvgreindungsl

Testergebnis und Diskussion

Im Screening an SARS-CoV-PE zeigt die racemische Verbindubg lediglich 50% Enzymhemmung bei 100 pM
Inhibitorkonzentration, auf eine Verdiinnungsreibe exakten Bestimmung dessiVertes wurde daher verzichtet.
Unter der Annahme, dass auch hier nur ein Enantiamelas Enzym binden kann, wiirde man damit dep\Wert
des aktiven Enantiomers auf etwa 50 uM schétzen.

Die polare Hydroxygruppe in der Seitenkette der dtomponente fiihrt also ahnlich wie die unpolare/&iterung
durch eine Ethyl- oder Phenylgruppe (Ghosh &ilzu einem Verlust an Affinitat. Ein Erklarungsvec ist, dass

in der S4-Tasche an dieser Stelle entgegen conijasierter Berechnungen kein Platz besteht, um ged3e
Substituenten als Wasserstoff oder Fluor unterngen.

Da die Verbindung1 aber eine gewisse, wenn auch schwache, AffinithBindetasche besitzt und auf Grundlage
der Kiristallstruktur und Docking gentigend Platz diz Hydroxygruppe besteht, soll noch die folgeBiskussion
angestellt werden: Die Hydroxygruppe kann sich @Ratkingpose von Abbildung 3-19 in das H-Brickemnetrk
einflgen und erhalt damit einen sehr hohen Cherasamm 60.9 (Docking mit Wasser). Vor Ligandbindusigdie
Hydroxygruppe des Inhibitors aber bereits von Sudvéhydratisiert, sodass die Dehydratationsenthatige
Hydroxygruppe vermutlich grof3teils deren Beitrag kigand-Bindungsenthalpie kompensiert. Allerdirgisd im
Komplex diejenigen Wassermolekile freigesetzt,zdieor die Hydroxygruppe solvatisierten (entropiscterteil).

Doch insgesamt gelingt GOLD die Affinitatsvorhersdmptz Beriicksichtigung der Wassermolekiile nicht.



-79 -

Syntheseversuche zum Amino-Derivat der Verbindung B

Wie anfangs in Kapitel 3.3.4 erwadhnt, sollte einmidogruppe in der Seitenkette einen ginstigen Effel die
Affinitét der Inhibitoren mit Benzamid-Struktur heb.

Mit Verbindung 61 war die Synthese der in der Seitenkette hydrostgiie Leitstruktur gelungen und die
Derivatisierung zum analogen Aminoderivat ist naggnd, es steht jedoch nach 6 Stufen nicht genbgtSnz zur
Verfigung, um die Route ausgehend \&linear zu verlangern. Daher wurde retrosynthetistte neue Route
entworfen, die auf ein Azidoketon zuriuickfuhrt, @as noch zur Verfigung stehendem Bromké&i6rsynthetisiert

werden kann:

Amino-Zielverbindung

Schema 3-31: Retrosynthese der Amino-Zielverbindung

Im ersten Schritt wird also das Bromket&® durch nukleophile Substitution mit NagNn DMF in das
2-Azidoacetonaphtho62 umgewandelt (Schema 3-32). Die versuchte redul&iménierung zum Azidoamin ergab
jedoch neben riickgewonnenem Edukt und einigen dambiFraktionen lediglich den Azidoalkohd@3 als

unerwinschtes Nebenprodukt:

NH,O0Ac,
0 e O M OO
B —_— —_—

DMEF, 2d Isopropanol, *
0 Br 0 Ns 95°C, 12h HO Ns

56 69%, 62 14%, 63

Schema 3-32: Darstellung des Azidoket6@sind versuchte reduktive Aminierung

Die Synthese wird dennoch mit dem Azidoalkol&8 fortgefiihrt, um auf der Stufe des Azidoest&s

Testreaktionen zur Reduktion von Naphthylalkylariderchzufihren:

NaBH,,
CuS0, + SH,0,
? MeOH 0°C, 3h
N;  NaHCO,, @)‘\

Pd/C/Hz,
Et,0/H,0 MeOH, 30 min

63 96%, 64

Schema 3-33: Darstellung des Azidoes€etsind versuchte Reduktionen
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In einem ersten Versuch sollte die Azidgruppe r@ohya und Siv&®! mit NaBH/CuSQ reduziert werden, wobei
nur Esterspaltung eintrat und der Azidoalko®®isoliert wurde. Im zweiten Versuch wurde katalgtisnit Pd/C im
Autoklav hydriert (15 bar k), nach 30 Minuten war bereits kein Edukt mehr i@ Bu erkennen. Jedoch lieRen sich
aus diesem Ansatz keine mittels NMR interpretiegbaverbindungen isolieren. Die urspriinglich geaRbute

wurde an diesem Punkt beendet.

3.4. Indolderivate

Im virtuellen Screening wurdeN-benzylierte Indolderivate als Naphthyl-Analoga Bindung in der S4-Tasche
entdeckt. Abbildung 3-20 zeigt den Bindemodus eieetsprechend angepassten Benzamid-Inhibitors mdib!H
Scaffold. Das Indol-Geriist nimmt dieselbe Positige das Naphthyl-Geriist der bisherigen Inhibitoegm. Die
N-Benzylgruppe liegt dabei der Protein-Oberflaiché gdoch in einer lipophilen Furche zwischen Pr@24hd
Gly267. Dies ahnelt der Positionierung des BenzopheSubstituenten von B6 (Imidazol-Inhibitor, s.pK&.5.6).

Der Bindemodus des Inhibito68 wird mit einem Chemscore von 43.2 relativ gut beegte

oz’ C
7 "z

Abb. 3-20: Links: Struktur von Inhibitd@8. Rechts: Bindemodus des Inhibitors laut Docking.

Zur Synthese voi68 wird zunachst kommerziell erworbenes 3-Acetylindach Vorschrift von Corbel et &f”
benzyliert. Aufgrund unvollstéandiger Umsetzung wirach Isolierung des Produkt-Edukt-Gemischs diekfRaain
siedendem Ethylacetat weitergefihrt, sodass Mdmenzylierte Produki65 in guter Ausbeute erhalten wird.

AnschlieBend wurde daraus nach der Vorschrift viokierund Simmons®® das Oxim66 synthetisiert:

i 1.BnBr, KOH, Na,COs,
DMF, 2d r.t. H,N-OH - HCI
\ N _ N
2.BnBr, K,COs3, \ H,O/EtOH, \
Y EtOAc, 1d reflux reflux HOLQ
(¢} N=
74%, 65 73%, 66

Schema 3-34: Darstellung der Verbindung&mund66
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Die Hydrierung des Oxim66 wird mit dem in Kapitel 3.3.2 erwéhnten, selbstgastellten Raney-Nickel W-7 im
Autoklav bei 15 bar BDruck durchgefihrt. Aus dem Am#i7 wird schlie3lich mit 2-Methylbenzoesaurechlorié di
Zielverbindung68 dargestellt.

0
Raney-Ni/H,, cl
EtOH, 2d
_—
N N Na,CO e
pLU3, 0 N\
o, \ N\ Et,0/H,0 é/l(
*
N= N N
66 54%, 67 33%, 68

Schema 3-35: Darstellung des AmBisdurch Reduktion, dann Umsetzung zur Zielverbindé®g

Testergebnis und Diskussion

Die racemische Verbindur@g erzeugt im Screening an SARS-CoVEPIbei 100 uM Inhibitor-Konzentration 50%
Enzymhemmung. Ihr 16-Wert wurde anschlieBend zu 105 + 8 uM bestimms B&enzylindol-Scaffold ist damit

entgegen dem Scoring-Ergebnis ein relativ ungiesBgustein, um die S4-Tasche zu adressieren.

Versuchte Synthese eines weiteren Indolderivats

Der Inhibitor 68 soll nun ohneN-Benzylgruppe am Indol synthetisiert werden, umAliénitat des unsubstituierten
Indols zur S4-Tasche herauszufinden. Es ist bekatass eine katalytische Hydrierung der N-C-Bindwog
N-Benzylindol-Derivaten oftmals schlecht funktiorijexras in dieser Arbeit b&8 unter Anwendung von Pd/Céhh
Methanol bestatigt werden konnte. Watanabe Et®hbeschreiben die DebenzylieruNgbenzylierter Indole durch
Anlagerung von AIG an den Indol-Stickstoff, das L&semittel Benzol Isgiadann die Benzylgruppe durch
nukleophilen Angriff an deren aktivierter Methylengpe ab, es resultieren Diphenylmethan und deolind
Aluminiumkomplex. Diese Reaktion ergab mit Verbind$8 jedoch auch nicht das debenzylierte Indolderivat.
Daher wurde die Route bei 3-Acetylindol neu begonoad daraus das OxiBf9 synthetisiert, diesmal nach der
Vorschrift von Lehf®” mit Pyridin, da dort ein vergleichbares, am In8titkstoff unsubstituiertes 3-Acylindol-
Derivat in sein Oxim verwandelt wurde. Die Reduktides Oxim$69 zum Amin70 wurde im Autoklav mit Pd/C
unter 15 bar Klerzielt:

u Pyridin, H 1. Pd/C/H,, 5!
S H,N-OH - HCI q MeOH, 4d S
HO x TFA
o H,0/EtOH, ‘«N/ 2. TFA “
reflux HN
75%, 69 91%, 70

Schema 3-36: Darstellung des Oxi6% dann Reduktion zum Amir0
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Die weitere Umsetzung von0 mit einem Uberschuss 2-Methylbenzoes&urechlorahg8en-Baumann-Reaktion)
und anschlieBende alkalische Hydrolyse des moglictise gebildeten Acyl-Indols ergaben nicht dastersehte
Benzamid. Stattdessen wurde mittels LC-MS dem Hmogukt die Masse 272.4 [M+Hkugewiesen (Masse des
erwinschten Produkts: 278.1). Die Route wurde niditer fortgesetzt.

3.5. Naphthylessigsdaureamide und 2-Naphth-1-ylpropansawamide

Im virtuellen Screening (Kap. 2.5.5 und 2.5.6) wemdzahlreiche Verbindungen vom Anilid-Typ (= ,reses
Amid“, s. Abb. 3-21) mit guten Bindemodi gefundeon denen auch funf (B14, B19, B20, B21, B23) kommisi
verfigbar waren. Diese zeigten jedoch keine inbifsithe Aktivitat.

Um in der Substanzklasse der ,reversen Amide" syatisch nach affinen Verbindungen zu

suchen, sind die Verbindungen dieses Kapitels nameder urspriinglichen Benzamid- | :
Leitstruktur belassen. In der S4-Tasche bindet disabekannte Naphthylgruppe, die Gber j\N ’

einen Essigsaure-Spacer an den in der S3-Tasctiertsian Molekilteil angekniipft ist. H 2
Der Leitstruktur2 am &hnlichsten sind die 2-Naphth-1-ylpropansaui@ganvie Verbindung

84, da diese am entsprechenden Hotspot in der Shé&akie Methylgruppe ihrer Seitenkette OO
positionieren. Die Adressierung dieses Hotspotstélihisher bei zu groRem Substituent zu ﬁ *
Verlust der Affinitat, daher ist es theoretisch klear, dass die ,reversen Amide" mit ihre \([)l/ 84

eigenen, unbekannten Struktur-WirkungsbeziehungamekMethylgruppe an dieser Posmonbb 391 Amid und
iau
haben dirfen. Es werden daher zunéchst die unsibdgen Naphthylessigsaureamide - Jreverses Amid"

80 dargestellt.

In der S3-Tasche soll durch Substituenten in 2#Pwosider Anilin-Komponente der lipophile Methyl-Hgot
adressiert werden. Dieser Substituent sollte dahiteus die Torsion des Amids fir die bendétigte
Bindekonformation begiinstigen (intramolekulare Rgipn; wie auch bei den Benzamiden vermutet). Alilegs ist
vom Acetanilid bekannt, dass die Ebene des Amidktrioplanar zum Anilin-Aromaten liegt, sondern igdd um
etwa 50-60° (Diederwinkel), wobei je nach experiteflar Bestimmungsmethode auch andere Winkel gesness
wurded*”). Diese Torsion zum Erreichen der Bindekonformatimilte daher bei den Aniliden kein Problem
darstellen. Mit den 2,6-Dimethyl-substituierten Wmderivaten73 und 85 wird die Bindekonformation dann sogar
durch zweio-Methylgruppen erzwungen. Die Anilinderivate mittStituenten in 4-Position der Anilin-Komponente

sollen Interaktionen zu GIn270, einem gebundeneasafanolekiil bei Lys158 oder zu Leul63 erméglichen.

Synthese von Amiden der Naphthylessigsaure

Naphthylessigsaure wird mit Thionylchlorid in ih@®echlorid 71 Gberfihrt und daraus die in Schema 3-37
abgebildeten Amide synthetisiert. Das Ani@lwurde Gber Kupplung mit DCC dargestellt.

_soch 2.5¢q. RNH,
DMF Kat.

73-80
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Cl
S £ cl Y% O %
R= \©/
72 73 74 75
%, %, 2, - 4
HzN\S/©/ o YO/ O/LLA
Za

"% 0 0

76 77 78 79 80

Schema 3-37: Synthese und Ubersicht zu den Nagistigsdureamidef2-80

Synthese von Amiden der 2-Naphth-1-ylpropansaure

Zunachst wird die Saure-Komponente 2-Naphth-1l-ypnsaure synthetisiert, um im Anschluss die geefant
Amide darstellen zu kénnen. Naphthylessigsaure daziu in ihren Methylesté81 Uberfiihrt und anschlie3end mit
Methyliodid alkyliert (Schema 3-38). Die Ausbeuter dReaktion lag zwischen 60-70%, es konnten jedeeten
ahnlichen Retentionsverhaltens von Edukt und Produk Kieselgel nur 31% Produkt sauber isoliert werd
Anschliel3ende Verseifung liefert die freie S&88e

Mel
HaS0, KOH LiOH
MeOH 0 DMsO, O % H,O/THF HO X
r.t., 10d
0 0 0

95%, 81 31%, 82 99%, 83

Schema 3-38: Darstellung der 2-Naphth-1-ylpropares@verbindung3)

Die weitere Umsetzung va8B geschieht nach Aktivierung durch DCC/HOBT mit \@rigdenen Aminen zu den in
Schema 3-39 abgebildeten Amidg489:

R-NH,
DCC HOBT
0
R
0

83 84-89

@d@QO;SQU

84 85 89

Schema 3-39: Darstellung der 2-Naphth-1-ylproparesinide34-89
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Synthese von Verbindung 94: Computergeleitete Erhding der polaren Interaktionen

Die Kombination der substituierten Anilin-Aromatean Verbindung4 und88 soll zu einer neuen Verbindun@4j
fuhren, die sowohl am Anilin die 2-Methylgruppe itgsals auch eine 4-Aminosulfongruppe. Letzterarké drei
H-Briicken zu Leul63, Lys158 und der Loop-Aminosa@m270 ausbilden (s. Abb. 3-22). Es wurde eine
Propylaminosulfon-Substitution gewahlt, da sich Eiepylkette im Docking den Methylengruppen von Z31d
»=anschmiegt* und damit weitere, wasserzuganglicheyioberfliche minimiert. In der gezeigten Ligargpoon
Abbildung 3-22 wurde94 von GOLD so positioniert, dass die 2-Methylgruppeht in die S3-Tasche zeigt und
Loop-GIn270 keine H-Briicke zum oberen Sulfon-Saoérausbildet. Die Score-Werte sind mit Chemscor 5.9
und ChemPLP = 92.7 sehr gut.

- N
Ho)s
o} o Leut63 %73 321
SN S\\ / ] 4
3,09 :
94 Asp165 \
Lys158 4 \ r

Abb 3-22: Links: Struktur der Zielverbindu®g. Rechts: Méglicher Bindemodus véd laut Docking.

Zur Synthese von Verbindun§4 wird der Anilin-Zielbaustein aus Schema 3-40 bagidtDessen mdgliche
Retrosynthese fuhrt za-Toluidin als Startmaterial. Ausgehend vamnToluidin sollte die Chlorsulfonierung das
angegebene Anilinium-Salz erzeugen. Zwischenzkitiird mit der aromatischen Aminogruppe ein Hydtodid
gebildet, doch die bei der Reaktion gebildete kd®zhwefelsdure vertreibt die Salzsaure aus ihreln B& es
bildet sich das Hydrogensulfat. Falls das Anilini®alz bei der wassrigen Aufarbeitung prazipitikéinnte man es
abtrennen und anschlieRend im Uberschuss Propylamin Neutralform deprotonieren, sowie das
Propylaminosulfon erhalten.

+

N NH; NH
- 2
O\\s —> 0 HSO,
\/\N I\ Cl - S\\
o 0

Zielbaustein

Schema 3-40: Retrosynthese des Zielbausteins

Bei der so geplanten Synthese kénnen sich zweil&rmebergeben: Das Anilinium-Salz prazipitiert niaghtWasser,
sondern bleibt ionisch in Losung. Dann besteht &efbglichkeit der Isolierung. Das andere Problegiltstie
Sulfonamid-Bildung dar: Sobald der Anilinium-Stité® zum Anilin deprotoniert wird, existiert ein \teres

Nukleophil und kann zu Propylamin in Konkurrenzéere
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Aus diesen Grunden wird die geplante Synthese ume &chutzfunktion N-Acetyl) am aromatischen Amin
erweitert. Die Route zum Zielbaustein beginnt damit der Acetylierung vono-Toluidin zu 90, dessen
Chlorsulfonierung91 liefert, das nach Reaktion mit Propylamin Amindsnl92 ergibt. AnschlieBend wird die
N-Acetylgruppe durch salzsaures Verkochen abgespaitd man erhalt den Zielbaust&is

H
H N
AcCl CISO;H
NH, o N v 5 o Y
Na,CO;, 0 65°C, 4h % 0
Et,0/H,0 ™%
65%, 90 47%, 91
H 15% HCI,
ol N~ NH, N\n/ 3h reflux NH,
- e, ohrellux |
THF 3 0 %
~o N N N
H H
49%, 92 96%, 93

Zielbaustein

Schema 3-41: Darstellung des Zielbaust8Bs

Nun kann der fertige Zielbausted3 mit 2-Naphth-1-ylpropansauB8 zur Amid-Endstufé4 verknipft werden:

N
EtOAc 5d

O\\ (6]

SN S
H O
93 83 40%, 94

Schema 3-42: Darstellung des 2-Naphth-1ylpropaesénids94

Testergebnisse und Diskussion

100%

50% A

0% ” ” | H”rm” ””‘W

72 73 74 75 76 77 78 79 80 84 84* 85 86 87 88 89 94

Abb. 3-23: Ubersicht Uber die Enzymhemmung (%) ARS-CoV-P1P bei 100 uM Substanzkonzentration.
8% Assay mit Verbindun@4 und zusétzlicher Zugabe von 0.005% Brij 35.
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Die Naphthylessigsaureamid@ - 80 besitzen keine inhibitorische Aktivitat an der SRR (s. Abb. 3-23).

Die VerbindungerB4, 85 und 86 zeigen dagegen eine schwache Enzyminhibiton véna BB 63% bei 100 uM
Substanzkonzentration. Es sind Naphthylpropansénidesa die in Position 2 des Anilins einen Substitee tragen.
Demnach hat es den Anschein, dass die Strukturaiggbeziehungen der Benzamide auch auf diese
Substanzklasse zutreffen: Es ist je ein SubstitaentHotspot der S3- und der S4-Bindetasche nétigieDen zeigt

die laut Docking beste Verbindurgy jedoch keine Hemmung! Von der aktivsten Verbindahigser Serie 84)

wurden IGg-Bestimmungen durchgefuhrt, um deren HemmwirkurgenZu untersuchen:

dF/min

10—

| | | | | | | | | |

0

0 30 60 90 120 150 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Konzentration [uM] Konzentration [uM]

Abb. 3-24: Links: Enzymhemmung durch Verbind@#zwei Messreihen. Die an die Messwerte gefittéterven ergaben I-Werte
von 95 * 32 uM und130 pM.
Rechts: Enzymhemmung dudhunter Zusatz von 0.005% Brij 35: Die Enzymhemmuirgl von Brij nicht verhindert.

Die Enzymhemmung durch VerbinduBg zeigt in beiden Diagrammen zwischen 30 und 60 jirVPé&ateau mit ca.
50% Hemmung, die weitere Konzentrationserhdéhung i keiner starkeren Hemmung (s. Abb. 3-24). izabte
Diagramm zeigt, dass unter Zusatz von 0.005% Byidi®2 Hemmwirkung nicht verandert wird. Demnach ri&n
man annehmen, dass die Verbindumight als Aggregator ein falsch-positives Hemmergebiafedt, sondern
tatséchlich durch Ligandbindung das Enzym inhibiBds in beiden Fallen beobachtete Plateau liefbeesklaren,
wenn84 im Assaypuffer eine Sattigungskonzentration von 80 pM besitzen wirde. AuRerdem wére die Verbin-
dung einigermalen affin, da die Enzymaktivitdt oiven 30 - 60 pMB4 auf die Halfte abgesenkt wird — die
berechneten Hemmkurven (Abb. 3-24) besitzen wegsrPthteaus keine Aussagekraft. Um dieses Platégruad
von Substanzsattigung erklaren zu kénnen, wurdel dgichkeit von84 in Assaypuffer (+ 10% DMSO, Assay-

bedingungen) untersucht:

Die Sattigungskonzentration lasst sich bestimmederin man den Fallungsvorgang
durch Konzentrationserhéhung beobachtet. In eidasKavette wird hierzu Assaypuffer =
mit 10% DMSO vorgelegt und der Inhibitor in DMSOpzpettiert. Zunachst fiihrt dies z|
einer lokalen Fallung, die sich unterhalb der §atigskonzentration durch M|sche1T
wieder auflost. Die Tribung ist gut erkennbar, imddie Felder A-B-A (s. Abb. 3-25) |—|—FelderA

gegen dunklen Hintergrund verglichen werden. Eigdiinnungsreihe von 1 - 10 pl\ﬁbblejsA_(éEssk;V:Sttjvosml

ergab, das84 ab 8 uM eine permanente Tribung erzeugt, die Wdupig ist damit in  Feld B: Prufldsung

Feld B

Assaypuffer (+ 10% DMSO) schlecht I6slich und ppétzrt schon weit unterhalb des zuvor vermutetatti®ings-
plateaus. Die Wiederholung des Versuchs unter Aemiesit von 0.005% Brij 35 hatte keinen Einfluss dig
Loslichkeit.
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Nachdem die Loslichkeitsgrenze v8d also nicht mit dem im Assay beobachteten Platemarnmenfallt, muss
davon ausgegangen werden, dass die Verbindung daspezifische Aggregation von Prézipitat und Enzijese
Hemmung verursacht. Die Zugabe des oberflacherekirij 35 konnte die Adsorption von Enzym an Ppidat
nicht verhindern, sodass ohne genauerer Untersgchiisfalsche Annahme gemacht worden waére, dass die
Enzymhemmung nicht auf Aggregation beruht.

Dass Verbindun®4 keine Affinitat besitzt, steht wiederum im Einktamit der fehlenden Hemmung der polareren
Verbindung 94, die unter den Bedingungen nicht prazipitiert. &d®Rend sind damit die Substanzklassen der
Naphthylessig- und Naphthylpropansaureamide alst nithibitorisch wirksam an SARS-CoV-P? zu bewerten.
Ob von einer generellen Inaktivitdt des ,reversemid-Kernfragments auszugehen ist, sollen die fotign

Verbindungen in Kapitel 3.6 und 3.7 mit verschiegle®aure- und Amin-Komponenten am ,reversen Amagen.

3.6. Diphenylpropanamide

Beim virtuellen Screening der Zinc-drug-like-Datank wurden Liganden gefunden, die in der S4-Birgtdta mit
einer Diphenylgruppe binden. Diese Gruppe ist d#ver einen Propansaureamid-Spacer mit dem Resfidekils
verknupft. Das Diphenylpropanamid-Scaffold zeigtAhbildung 3-26 die gute Oberflachenkomplementardr
S4-Bindetasche (Chemscore: 42.1):

C | / =8

97 i

ZT

o
<
—

Abb. 3-26: Links: Strukturformel von Verbindu8gd. Rechts: Bindemodus laut Docking, keine Beriickigcimg gebundenen Wassers.

Verbindung 96 und 97 sollen wie in Abbildung 3-26 an die Proteinstruk8E9S binden, wohingegen mit
Verbindung98 ein Molekil zur Adressierung der ,geflippten” Lo#onformation von 3MJ5 entwickelt wurde.
Zur Synthese wird die 3,3-Diphenylpropansaure ishzirmethan mit &quimolarer Menge Thionylchlorid il

Saurechlorid®5 verwandelt und anschlielend Lésungen der entspneleim Amine zugesetzt:

1 eq. SOCl, H O
_DMFKat. _RNH, N
CH2C12 NazCO3 0
Et,0/H,0 O

96-98
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P s

82%, 96 53%, 97 67%, 98

Schema 3-43: Darstellung der Diphenylpropanar@&ié8

Testergebnisse und Diskussion

0,

100% Keines der Diphenylpropanamide fuhrt zu einer Erfzagmmung. Dami
besitzen die ,reversen Amide“ in Kombination mitndeDiphenylScaffold
entgegen der Bewertung im Docking keine nennenswéiffinitat zur

50% -

Bindetasche.

0% + - F1 =
96 97 98
Abb. 3-27: Screening an SARS-CoV*P(100 uM)

3.7. Tetrahydrochinolinderivate

Wie die Substanzklasse des vorherigen Kapitelsdemiauch Tetrahydrochinolin-Derivate im virtuellBareening

als potenzielle Liganden gefunden. Ihr Tetrahydimalin bindet dabei wie die Naphthylgruppe in det-TBasche
des Enzyms. Das Ringsystem ist Uber einen Acet&@paber mit dem in der S3-Tasche bindenden Aromaten
verknipft. Als Anilin-Komponente wird wie in den merigen Kapiteln da®-Toluidin und 2,6-Dimethylanilin
eingesetzt.

Es werden mit 2-Bromessigsaurebromid die Verbinéan§9 und 101 erhalten, die Uber eine nukleophile

Substitution Tetrahydrochinolin alkylieren und gietenziellen Ligandeth00und 102 liefern:

Ses

NH, \H/\ H N
NazCO« THF, 2h reflux NW)
Et,0/H,0 o

85%, 99 52%, 100

— O@
NH
2 \H/\Br -
NaZCO« 1. THF, 2h reflux CI
Et,0/H,0 2. HCI/MeOH

80%, 101 37%, 102

Schema 3-44: Routen zu den Verbindung@dund102
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Analog zu den bisherigen Uberlegungen hinsichttieh Notwendigkeit einer Methylgruppe zur Adressigyules
Methyl-Hotspots in der S4-Bindetasche — bzw. zunf@omellen Stabilisierung des Ringgertsts — so#lenh hier
Liganden mit dieser Methylgruppe dargestellt werden

Dazu wird die 2-Brompropansaure mit Thionylchlozidm Saurechlorid 03 aktiviert und mit den Anilinderivaten
zu den 2-Bromamidef04 und 106 umgesetzt (Schema 3-45). Das einfach Methyl-suliestie 104 zeigte bereits
ausgepragte Reaktionstragheit bei der nukleopiSlgpstitution von Bromid durch Tetrahydrochinolindukonnte
nur unter deutlich erhdéhter Temperatur (Olbad, %0 zur Reaktion gebracht werden. Das zweifach Meth
substituierte106 zeigte sich jedoch unter diesen Bedingungen gdamgeniietrahydrochinolin geradezu inert. Eine
Erklarung der beobachteten Reaktionstragheit i@hund der ausbleibenden Reaktion b86 kann die sterische
Abschirmung des elektrophilen, Brom-substituiertBohlenstoffs sein. Im Reaktionsschema sind die sich

intramolekular nahe stehenden Atome zur Verdeutlighmit Pfeilen gekennzeichnet:

w oD
Br
o socl, 7 B i (N\/©
gy 2 IR
B DMF Kkat. B Na,COs;, 0 Hiinig-Base, N\’H\
r r

Et,O/H,O 110°C, 4h 0
103 55%, 104 89%, 105
NH; | Na,CO;, %
Et,0/H,0 Br e

32%, 106
Schema 3-45: Route zu Verbinduh@b und Kennzeichnung der sich intramolekular nahleestéden Atome beli06

In Abbildung 3-28 ist das Kugel-Stabchen-Modell @&Bromamids106 nach
Energieminimierung mit MOE (Kraftfeld TAFF) gezeigke nach Konformation
wird das elektrophile Zentrum sterisch von einavnaatischen Methylgruppe,
von der endsténdigen, aliphatischen Methylgruppderodem Carbonyl-
Sauerstoff abgeschirmt: DieysSReaktion mit dem r&umlich anspruchsvollen

Tetrahydrochinolin war nicht mdglich.
Abb. 3-28: Konformation voi06

Testergebnisse und Diskussion

100% Von den ,reversen Amiden“ mit alkyliertem Tetrahgdhinolin-Scaffold lasst
Verbindungl100 mit 42% Enzynhemmung bei 100 uM eine schwache inhibitoris
Aktivitat vermuten.
50% -
0% ‘ |_I‘ ‘ w Abb. 3-29: Ergebnis des Screenings an

100 102 105 SARS-CoV-P? (100 pM)
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3.8. Sulfonamide

Die Substanzklasse der Sulfonamide wurde beimallgn Screening der Zinc-drug-like-Datenbank geemdeim
Filtern der Ligandposen mit Pharmakophoren fiel eigenartige H-Briicken-Interaktion beider Sulfont&atoff-
atome zu Tyr265, GIn270, Tyr274 und des aciden MbtdPs zu Asp165 auf (s. Abb. 3-30).

Es wurden daher Sulfonamid-Liganden modelliert,idiéhren die S3- und S4-Tasche adressierendenpg@rugden
Inhibitoren vom Benzamid-Typ mdglichst nahe kommé&ie modellierten Sulfonamide wurden gedockt und
diejenigen mit hohem Score-Wert synthetisiert. lpb#dung 3-30 ist eines der entworfenen und syidieeten

Sulfonamide dargestellt, dieses bildet aul3erdem idiBricke zu Glu168 aus und erzielt einen Chengseon 43:

j—
GIn270

\ 7 ,‘_-I

/S Y . Tyr265

I |
M
S Tyr274
/

Asp165
|

113
& N\ N .
Glu168 \

Abb. 3-30: Links: Strukturformel von Verbinduidg3 Rechts: Bindemodus laut Docking.

Als erstes werden die Sulfonamitlé7 und108 aus den entsprechenden Sulfonsdurechloriden sigi¢he

R=H  65%, 107
R=CH; 51%, 108

Schema 3-46: Darstellung der Sulfonami@& und108 aus ihren kommerziell verfigbaren Sulfonylchloride

Laut Docking ist eine Acetylamino-Substitution [rara-Position zum Sulfon ginstig (s. Abb. 3-30), so dear
H-Briicken zu den naheliegenden Aminosauren LysEGh8168 und GIn270 denkbar.

Zunéachst werden die beiden Enantiometé& und 112 mit diesemp-Acetylamino-Substitution synthetisiert:

0
0 HNJ<
AcCl HNJ< CISO;H
B —
Na,CO3, @ 65°C, 4h
Et,0/H,0 O

99%, 109 68%, 110

NH,
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(R)-Amin / (S)-Amin 0 OO 0 OO

Ho Et;N, CH,CI i Os§ Osg
N, CHyCl, 0 /©/ \ﬁ 0 /©/ \ﬂ o,
)J\N AN
H H
57%, 111 16%, 112

Schema 3-47: Route zu den beiden 4-Acetylaminotisuiesten Enantiomerehl1und112

Die Uberlegung, mittels benachbarter Methylgrupge dur Ausbildung der H-Briicke nétige Rotation des
p-Acetylamino-Substituenten zu erleichtern (intraekollare Repulsion), wurde mit Verbindub§3 umgesetzt. Das

bendtigte Chlorsulfo®1 ist bereits von Kapitel 3.5 bekannt:

f ! l I
\n/ H,N S\N
H

o 0
% 0 EN, EtOAC, PN

<M\ N
cl ‘0 Ultraschall H

91 30%, 113

Schema 3-48: Darstellung des Sulfonaniiti3

Aufgrund des zu den Benzamid-Inhibitoren leicht &veferten Bindemodus der Sulfonamide — vor allem der
Phenylsulfon-Aromat zur Adressierung der S3-Tadagt anders positioniert in dieser — wurde bishef die 2-
Methylgruppe verzichtet. Von strukturbasierter Seitlirde diese 2-Methylgruppe den Hotspot in defT&8&:he
auch nicht adressieren, die 2-Position des Phdfiytsuzeigt eher Richtung Leul63.

Bei ligandbasierter Herangehensweise wird diesaik&r-Wirkungsbeziehung der 2-Methylgruppe von den
Benzamid-Inhibitoren einfach auf die Sulfonamideeiitagen und daher ebenso die Methylgruppe in Ziwos
angebracht. AuRerdem wird eine weitere ,Strukturesserung” am Phenylsulfon-Aromat vorgenommen: Bein
anneliertes Lactam sollen H-Briicken zu Leul63, B$stind der Loop-Aminoséure GIn270 mdglich werdeginB
gezeigten Bindemodus vdri6in Abbildung 3-30 ist der Abstand zum Carboxamieh GIn270 mit 3.7 A allerdings

fur eine H-Briicke zu grof3:

116

,/;’ \\"r' \

"\

Abb. 3-30: Links: Strukturformel von Verbinduid 6. Rechts: Bindemodus laut Docking. (Chemscore deeigten Ligandpose: 41.2)
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Der Schlusselschritt in der Synthese der Zielvetbing 116 ist die Chlorsulfonierung des Benzoxazindrigl Das
Benzoxazinon114 wird in Anlehnung an eine Vorschrift von WantockiRwski et al*?® hergestellt und
anschlieBend chlorsulfoniert: Nachdem ausgehend Samerstoff in Verbindung 14 die para-Position von der
Methylgruppe blockiert ist, setzte sich bei der Riga die nachpara dirigierende Acyl-NH-Gruppe durch, ohne
dassortho-Substitution neben dem Phenolether beobachtet. vl wird Sulfonylchlorid115 wie erwiinscht

erhalten, die weitere Umsetzung mit der Amin-Komgrae liefert dann die Sulfonamid-Zielverbindutits:

Br
NaHCO«
HN Humg s Base, Aceton/HZO HN
OH EtOAc, 4h reflux o 0
6h reflux Br
85%, 114
% e O
SZ© OH
| %o 09
= 0= \\\Cl NG o4
H-Cl 0 “Cl HN \ﬁ
HN o~
60°C, 2h HN Et;N HN
)\/O
o) EtOAc/DMF
0 O)\/ O)\/O
114 89%, 115 26%, 116

Schema 3-49: Darstellung des Benzoxazihb$ dessen Chlorsulfonierung 245 Reaktion zul16

Testergebnisse und Diskussion

100% Keines der dargestellten Sulfonamide zeigt eineevesite Enzym-
hemmung an der SARS-CoV-P{. Der Widerspruch von Praxis und

Theorie laut Docking kann bei dieser Substanzklasskrere Ursachen

50% haben: Die im Docking angenommene und fiir die Bigdundtige
Konformation kénnte zu einer zu hohen Spannunggenéihren. Auch
kénnte der Raumbedarf des tetraedrischen Sulforslb@deiner von der

0% ” ‘ I_m ‘ s . M ‘ ”‘ Dockinpose abweichenden Konformation so groR selass das

107 108 111 112 113 116 Sulfonamid nicht zwischen Loop und Aspl65 platzerbist.
Abb. 3-31: Ergebnis des Screenings an SARS- Andererseits ist der Loop flexibel und sollte zudgat nach oben
CoV-PP (100 uM) . ) . . . -
ausweichen koénnen, um in diese Richtung zusatzictikaum
freizugeben. Eine weitere Ursache fur die fehlerféinitat kann die starke Hydratisierung der polare
Sulfonamidgruppe sein: die Anzahl und Starke den BRrotein gebildeten H-Briicken ist moglicherweigedriger,

als im solvatisierten Zustand.
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3.9. Isoindoline und davon abgeleitete Amine

3.9.1. Uberlegungen zur 2-Methyl-Substitution und Molekulfiexibilitat

Bei den Inhibitoren vom Benzamid-Typ wurde die Sitbon in Position 2 der Benzoesaure als wiclgige
Strukturelement zur Affinitatssteigerung erachtete 2-Methylgruppe adressiert zum einen den von RIS
Hotspot erkannten, energetisch giinstigen Bereictlein S3-Tasche (Kap. 2.3). Zum andern kann angemmmm
werden, dass raumlich anspruchsvaligho-Substituenten die Bindekonformation begiinstigan: @arboxamid-
Gruppe ist bereits im Energieminimum aufgrund imiodekularer Absto3ung aus der Aromatenebene gedreht
sodass die bei Ligandbindung aufzubringende Toseiothalpie geringer ausfallt (Rotationsbarriere mbei
unsubstituierten Benzamid: 2.9 kcal/fiSl). Eine 2,6-Dimethyl-Substitution fiihrt im orgaren Kristall
beispielsweise zu einem Diederwinkel von 64° zwischAromat und Estergruppe (bei 4-Methoxy-2,6-
dimethylbenzoesauremethylester, Mugnoli et**). Es stellt sich demnach die Frage, ob die lipephi

Wechselwirkung vomrtho-Substituenten mit dem Hotspot in der S3-Taschehizugpt von Bedeutung ist.

Um die Funktion der 2-Methylgruppe hinsichtlich eireventuellen ,konformellen
Stabilisierung“ naher zu untersuchen, wurde ein MBESY-NMR-Spektrum von o)
Verbindung?2 in DMSO-ds; bei Raumtemperatur aufgenommen (s. Abb. 3-32).

zeigt keine Bevorzugung bestimmter Konformation8émtliche Kreuzpeaks der ﬁ
2-Methylgruppe zu anderen Protonen im Molekil weissuf intramolekulare

Rotationen hin. Auf Grundlage des NOESY-Spektrurmasnkdemnach von keinepAbb. 3-32: Kopplungen der Methyl-

I . gruppe im NOESY-Spektrum
.konformellen Stabilisierung” durch die 2-Methylgnpoe gesprochen werden.

In einem weiteren Ansatz soll die lipophile Wechgetung der 2-Methylgruppe untersucht werden. Daxzisste
die Benzamid-Leitstruktur in ihrer aktiven Konfortiga ,eingefroren* werden — dann kénnte die Affititmit und
ohne 2-Methylgruppe verglichen werden. Einfriereuldutet, dass die Benzamid-Leitstruktur an irgereteStelle
cyclisiert werden muss. Uberlegungen zur Rigidigigr von Leitstruktur2 filhrten zu einem Makrozyklus und zu
dem 5-Ring-cyclisierten Benzamid ,ohne Amid“, despihdolin (s. Abb. 3-33). Beide Verbindungen kénnen

wahlweise mit und ohne 2-Methylgruppe synthetisieid auf Hemmung getestet werden.

13-

W
W
N

Leitstruktur 2 Q .
N N
od Isoindolin
Idee zur Rigidisierung denkbare, praktische Umsetzung

Abb. 3-33: Uberlegungen zur Rigidisierung von Ligitktur 2
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Die Bindemodi der rigidisierten Strukturen sind Adbildung 3-34 wiedergegeben. Der Makrozyklus Hilde
Aspl65 zwei H-Bricken aus, eine weitere ist zu &fgHenkbar, wenn sich die Arginin-Seitenkette ggftigig
anders orientieren wiirde (im Docking starr belasdeas Entfernen der Carbonylgruppe beim 5-Ringtduac(Abb.
3-33) war nach Auswertung von Docking-Rechnungeawendig, um einen sinnvollen Bindemodus zu erzielas

resultierende Isoindolin geht in der Bindetaschermugch eine einzige H-Briicke ein:

A \
™

Abb. 3-34: Bindemodi von Makrozyklus (links) unailsdolin (VerbindundlL24, rechts) laut Docking

Die Schwierigkeit des synthethischen Zugangs zurkrdg/klus hangt vor allem vom Design des Spacensnabso
wurde im Rahmen dieser Arbeit die synthetisch siéémeugéngliche Isoindolin-Struktur ausgewéhlt, aof die
anfangliche Frage eine Antwort zu finden. Die GCsieliung zum Isoindolin fihrt nun zu einem Verlugr d
Drehbarkeit zwischen Isoindolin-Stickstoff und ,emsigem” Benzoesaure-Aromat, wodurch das Molekgider
wird als Leitstruktur2 (s. Abb. 3-35, A & B). Ein HH-NOESY-NMR-Spektrunon Isoindolin124 (Hydrochlorid,
geldst in DMSOdg) konnte zeigen, dass die aromatische Methylgruppenoch zu den drei benachbarten Protonen
durch den Raum koppelt (s. Abb. 3-35, C), wohingedas Benzami@ mehr Freiheitsgrade laut HH-NOESY-
Spektrum aufweist: die 2-Methylgruppe koppelt sdgarzu Position 2 und 8 des Naphthylgerusts (f./3632).

Leitstruktur 2 Isoindolin 124 (Base) NOESY-Kopplungen der aromatischen
Methylgruppe von 124 (Hydrochlorid)

Abb. 3-35: A & B: Kennzeichnung drehbarer Bindung€nlinterpretation des HH-NOESY-NMR-Spektrums

Beim lIsoindolin ist das Gerust starr und besitz dewinschte

Bindekonformation. Nun sollte ein eventueller Ustdiied zwischen OO OO

den Affinitaten vonl24 und118 nur vom Beitrag der freien Ligand—@:\ﬁ\ cr E):ﬁ cr
H 124 H 118

Bindungsenthalpie herrihren, der der Adressierusg Methyl-
Hotspots zuzuschreiben ist, sodass die Frage nactBedeutung apb. 3-36: zu vergleichende Liganden

dieses lipophilen Hotspots geklart werden kann.
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3.9.2. Isoindoline mit verschiedener Methyl-Substitution

Im folgendenden Abschnitt wird auf die Synthese vbBMethyl-substituierten und unsubstituierten |stmilin-

derivaten eingegangeBie 2-Methylgruppe der 2-Methylbenzamide entspriahtisoindol-System (Zahlbeginn im
5-Ring) der 4-Position, daher die gewahlte Bezaicign ,4-Methylgruppe”. AuBerdem werden die jeweilige
SEnantiomere und ein Derivat ohne Methyl-Substituém der Amin-Komponente synthetisiert, um die

Ubertragbarkeit bisheriger Struktur-Wirkungsbeziegen auf diese Substanzklasse beurteilen zu kénnen.

Die Synthese von Isoindolin-Bas&17 erfolgt durch zweifache nukleophile Substitutioonv Brom am
entsprechenden Dibromxylol miRY-Naphthylethanamin (s. Schema 3-50). Die erhajtéiige Base wird mit
HCI/MeOH in ihr kristallines Hydrochlorid 18 Gberfiihrt. Analog werden das Isoindolin9 mit S-Konfiguration

und das Isoindolii20ohne Methylgruppe an der Amin-Komponente dargkstel

Br OO EN HCI/MeOH
+ —_— _—
Toluol, N ItI
H,N H
Br Cr

reflux

89%, 117 100%, 118

Et;N oder OO OO
Anal Na,COs HCI/MeOH . .
nalog: - - d
N\ 7, un N\
I IR,

Toluol oder
EtOAc, reflux Cr Cr

91%, 119 81%, 120

Schema 3-50: Darstellung von Isoinddlih7 als Base und Uberfiihren ins Hydrochlatits,
Synthese der weiteren Derivadi&9und120 erfolgt analog.

Zur Synthese der am Isoindolin-Gerust 4-Methyl-sitlisrten Verbindungen musste dagegen eine anderge
gewahlt werden, da das entsprechende, zweifachibren rimethylbenzol-Derivat kommerziell nicht figgbar ist
und dessen Syntheseversuch mittels Wohl-ZiegleriByaung wie erwartet zu einem Produktgemisch

verschiedenster Brom-Substitutionen an den drehigtuppen flhrte.

Die neue Route verwendet ein Phthalimid als Zwisshee, das nach Hou et™ ! mit LiAIH, zum Isoindolin

DG P NN §

Schema 3-51: Retrosynthese substituierter Isoindoli

reduziert werden kann:
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Zur Entwicklung der Synthese wurden zuerst VersunhelemS-Enantiomer der Base durchgefiihrt, da dieses noch
in grolRerer Menge zur Verfigung stand. Zur Danstejl des Phthalimids wurde nach Vorschrift von Otivest
al™2 verfahren, in deren Publikation sollen jeweils dimsetzungen von Phthalanhydrid und 1,8-Naphthatdnidh

mit Benzylamin in siedendem Ethanol das entspreddadmid ergeben. Die Reaktion wurde in dieser Arbiht in
Ethanol, sondern im weniger nukleophilen Isopropasharchgefiihrt, da eine Esterbildung als Nebenieakt
erwartet wurde. Wie Schema 3-52 und Abbildung 3z8igen, trat diese Esterbildung auch ein, jedoaiedtass

Imid gebildet wurde:

R=
0]
HZN-R
Isopropanol,
0 Molsieb 4A,
1d reflux
Mr=222.l Mr=222.l M, =333.1 M, =333.1
A bzw. B A bzw. B C bzw. D C bzw. D

Schema 3-52: Versuchte Darstellung des Phthalimads Vorschrift von Oliveira et &£

Intensj 120227000111.D: TIC -All MS|
X101 c Peakzuweisung, Angabe von m/z:
1.25] AB ﬂ A: 221.1 [M-H] 3-Methylphthalsédureisopropylester
1.00- I ‘|D B: 221.1 [M-H] 3-Methylphthalsdureisopropylester
0751 H ‘ | C: 332.2 [M-H] N-(1-Naphth-1-ylethyl)-3-methylphthalamid
0.501 I‘ |‘ | D: 332.2 [M-H] N-(1-Naphth-1-ylethyl)-3-methylphthalamid
0.254 ‘ } |
PR |10 i
0.00 : ;

5 10 15 Time [min]

Abb. 3-37: LC-MS Chromatogramm des Produktgemischs,
negative lonenspur, Methode Gem6

Nachdem aufgeklart war, was bei der versuchtendhhthi-Synthese nach Oliveira et tatsachlich entstand,
wurde das Produktgemisch mehrmals in Eisessig aafgmen und zwischendurch eingedampft. So gelang ein
Wasserabspaltung bei C und D und das Phthali@ilwurde nach chromatographischer Aufreinigung Kitista
erhalten. AnschlieRende Reduktion mit LiAlfiihrte zum gewlinschten Isoindoli2?2

Gemisch mit ESSIgsaure 1. L1A1H4, THF
A.B,C.D 3x emdampfen 2 HCI/MeOH

(]

27%, 121 29%, 122

Schema 3-53: Erfolgreiche Umsetzung des Gemisainslzid 121 und Reduktion zum Isoindolit22
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Die entwickelte Imid-Synthese ist insofern praltisals dass sie nur kurze Reaktionszeit benétigtes2zko et
al**¥ perichten beispielsweise (iber die Synthese vomafthtiden in refluxierendem DMF mit drei Stunden

Reaktionszeit. Das entsprecheri@&nantiomerl24 wurde dann unter Verwendung voR){Naphthylethanamin

Uber die eigene Vorschrift synthetisiert:

@Elé 1. H,N ! LAT N 1. LiAlH,, THF .

2. HCI/MeOH N\H

Cr

2. Essigsdure, 0
4x eindampfen
92%, 123 23%, 124

Schema 3-54: Darstellung des ImikZ3 nach eigener Vorschrift und Reduktion zum Isoimd@R4

Im Ubrigen zeigen protonierte tertiare Amine bei Ripektroskopischer Untersuchung ,pseudo-enantiestier
Verhalten, wenn die Inversion des am Stickstoffatgebildeten Chiralitditszentrums auf der NMR-Zeitaka
Jangsam* ist>%. Bei chiralen Isoindolin Hydrochloriden werden dhurdieses zusatzliche Chiralitatszentrum am
protonierten Stickstoffatom mit dem asymmetriscK@hlenstoff Diastereomere gebildet, sodass derdbsgiz im
NMR (zum Teil) verdoppelt wird. Als Beispiel sind Abbildung 3-38 Ausschnitte adid- und**C-NMR-Spektrum

von 124 abgebildet:

—233 P
—203 P>
196 OO

2044 0
—1g88 >
—1gE3 P>
2
a-
>\::t>:
>

1.60 1.35 164138
s e |

T
205 20.0 195 190 185 18.0 17.5
124

20
Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)

Abb. 3-38: Ausschnitte adbl- und**C-NMR-Spektrum vori24 als Hydrochlorid in MeOD

Testergebnisse und Diskussion

100%
Tab. 3-4: IG-Werte

Verbindung | 118(R-Enantiomer) | 119(S-Enantiomer)

50% - ICs0 [UM] 29+0.2 nicht bestimmbar

[

0% T T T T
118 119 120 122 124
Abb. 3-39: Screening an SARS-CoV*#(,100 uM*, jedoch begrenzte Loslichkeiten!)

Verbindungl18 zeigt mit einem Ig, von 2.9 uM eine gute Enzymhemmung. Die Rigidisigrain zum Isoindolin
hat demnach einen potenten Inhibitor ergeben, deBindetasche nur eine einzige H-Briicke zu Aspdésbildet
und mit dem Loop lediglich lipophil interagiert. Bdsoindolin 118 tréagt bis auf dadN-Alkyl keinen weiteren

Substituenten und stellt damit eine gute Leitstukiar, die in ihrer Affinitdt noch weiter optimkgar sein sollte.
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Das schwach inhibierendg&Enantiomer119 fihrt bei ,100 uM Inhibitorkonzentration* zu 38%nE/mhemmung.
Im Assay mit Verdinnungsreihe resultiert ein Plajetas dem von Verbindur8# éhnlich ist. Die Bestimmung der
Loslichkeit von119 ergab eine Préazipitation zwischen 20 - 30 uM (ssdypuffer + 10% DMSO). Die Wieder-
holung des Assays bei 20 pM9fiihrte zu einer Hemmung von 24% (unter Zusatz®®5% Brij 35), es ist daher
von einer schwachen Aktivitat d&konfigurierten Inhibitors auszugehen. Nachdemki@zentration unter diesen
Bedingungen nicht erhéht werden kann, kann keig-Wert ermittelt werden. DaR-Enantiomerl18 fuhrte bei 20
UM zu 87% Hemmung, basierend auf den Hemmwerte2®iM wirde das eudismische VerhaltRisS ca. 3.6
betragen. Allerdings muss auch hier, wie schonMebindung18, bedacht werden, dass 119 die mogliche
Verunreinigung durch 29%-Enantiomer (ee = 98% beim chiralen Edukt laut Hdlerangabe) bestehen kann. Bei
20 uM 119 waren dies bis zu 0.4 uMI18 was beim Blick auf die Hemmkurve vdi8 (s. Kapitel 4) die 20%
Hemmung bei Verbindungi19 erklaren kann.

Die Verbindungl20 besitzt keine inhibitorische Aktivitat. Ihr fehdie Methylgruppe in der Seitenkette der Amin-
Komponente, die wie auch schon bei den Benzamitbitonen zur Bindung an das Enzym nétig ist. Di€seuktur-
Wirkungsbeziehung gilt demnach fiir die Substanadatker Benzamide wie auch fir die der Isoindoline.

Die Skonfigurierte Verbindungl22 besitzt laut Assay keine inhibitorische Aktivitdhd entspricht damit der
Erwartung und bisherigen Struktur-WirkungsbezietamgVerbindungl24 ist dasR-konfigurierte Enantiomer zu
122, dessen Enzymhemmung fiel mit etwa 50% Hemmungréibehend niedrig aus, sollte sie doch mit ihrer
Methylgruppe in 4-Position den lipophilen Hotspet &3-Tasche adressieren und dddesserals 118 binden! Die
Loslichkeitsuntersuchung ergab, ddggl zwischen 10 - 20 uM (in Assaypuffer + 10% DMSO3féllt. Der Assay
wurde mit 10 uM124 unter Zugabe von 0.005% Brij 35 wiederholt, esultesyen dann 45% Enzymhemmung.
Damit sollte der IG-Wert von124 zwischen 10 - 20 uM liegen.

Die 4-Methylgruppe wirkt sich beim Isoindolin-Scalffi also affinitaitsvermindernd aus. Dies relativigiie
Bedeutung des Methyl-Hotspots in der S3-Bindetasehekonformell stabilisiertes Molekil wie das iisdolin 118
bindet ohne 4-Methylgruppe mit héherer Affinitdt als sein Dexi 124 mit 4-Methylgruppe. Dagegen erhéht ein
ortho-Substituent bei den Benzamiden die Affinitat — igigerweise durch einen niedrigeren Betrag aufzuwen
dender Torsionsenthalpie bei Ligandbindung (Vorgpag der Konformation). Abbildung 3-40 fasst dier zu
Diskussion relevanten Strukturen und Bindemodi numhzusammen. Die Chemscore-Werte der gedockteanPos
von118und124 sind mit 36.0 und 37.1 relativ niedrig, es zeighglarin die Abhéangigkeit des Score-Werts von der
Anzahl ausgebildeter H-Briicken. (Score-Werte mi¥dsser: 43.3 und 43.6)

29 P9 Y
i ? + cr
[ :I/ N N y

H 2 = 4 ‘q’ \ — = N -

H

124
33 1M 10 - 20 uM
0 !‘ ‘ OO
cr
N N
H 13 H 18
60 uM 2.9 uM

Abb. 3-40: Links: Ubersicht tiber die zur HotsposRission relevanten Inhibitoren mitshCRechts: Kristallstruktur 3E9S mit gebundenem
Inhibitor (orange). Uberlagert sind die Dockingposen 118 (blau),124 (griin) und der mit GRID berechnete Methyl-Hotsfmwaues Netz)
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3.9.3. Ein 6-Ring-Derivat sowie 4-Fluor-, 4-Chlor- und 5-Hydroxy-Isoindoline

Da mit dem Isoindolinl18 eine neue Leitstruktur gefunden wurde, werden eseitsoindoline und abgeleitete

Amine mit der Absicht synthetisiert, in dieser Salnzklasse eine Affinitatssteigerung zu erzielen.

Vom Isoindolin-5-Ring zum 6-Ring

Zundchst wird der 5-Ring im Isoindolin zum 6-Ringrweitert, man gelangt strukturell zu einem
Tetrahydroisochinolin-Derivat mit sehr &hnlicherm@&modus. Das zur Synthese benétigte Dibratilist nicht
kommerziell erhaltlich und wird daher nach Salmad &Ray*** durch Etherspaltung von Isochroman dargestellt.
Aus dem Dibromid125 kann dann der 6-Ring aufgebaut werden, man erilt(R)-Naphthylethanamin das
Tetrahydroisochinolin-Derivat26.

—_—_—mm———
3h reflux Br EN, Toluol, 1h reflux

57%, 125 60%, 126

Schema 3-55: Darstellung des TetrahydroisochirnDgénivats126

Halogensubstitution in Position 4: Fluor

Das 4-Fluor-Derival 28 wird Uber die bereits vorgestellte Phthalimid-Rodargestellt, allerdings mit der Variation

dass diesmal anschlieRend Xylol zugegeben und abgstiwird:

Foo ! . o !‘ > .
H,N K N 1. LiAlH,, THF
0 — N
1. Essigsiure, AT o) 2. HCl/MeOH “H

0 2. Xylol, AT Cr
91%, 127 8%, 128

Schema 3-56: Darstellung des 4-Fluorphthalimi#@und Reduktion zum 4-Fluor-Isoindolin-DerivE28

Die auffallend niedrigen Ausbeuten bei den Imid-Batnen mit LiAlH, (Verbindungenl22, 124, 128) haben

moglicherweise ihre Ursache in den mit zwei Stunedativ kurz gewahlten Reaktionszeiten.
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Halogensubstitution in Position 4: Chlor

Ausgehend vom 1-Chlor-2,3-dimethylbenzol wird Uleéme Wohl-Ziegler-Bromierung das benzylisch broteer
Produkt129erhalten, aus welchem durch nukleophilie Substitutias 4-Chlor-Isoindolid 30 synthetisiert wird:

c (2 O
cl
N-Bromsuccinimid Br  pN cl N
CCly, reflux, h*v Et3N, Toluol, 1h reflux CQ

Br
89%, 129 74%, 130

Schema 3-57: Darstellung va29 und Umsetzung zum 4-Chlor-Isoindolin-Derii&0

Hydroxysubstitution in Position 5

Mittels Docking wurde untersucht, mit welchen wegte Substituenten am Isoindolin-Geriist die Intéoskinit dem
Enzym verbessert werden kann. Von phenolischen ¢kydiruppen ist bekannt, dass sie als H-Donorerkestlr
Briicken ausbildé?®. Am Isoindolin bietet sich die 5-Position fiir di¢ydroxygruppe an, so kann zum NH-
Backbone von Leul63 eine H-Briicke ausgebildet werlitne vergleichbar bewertete Dockinglésung (Cleames
36 - 37) lasst die Hydroxygruppe eine H-Briicke zuppp-GIn270 ausbilden, beide Posen wurden daher in
Abbildung 3-41 Uberlagert:

HO
134

Abb. 3-41: Links: Strukturformel des 5-Hydroxy-ladolin-Derivats. Rechts: Bindemodi zweier lberlégeDockinglésungen vob34

Die Synthese dieses 5-Hydroxy-Derivats erfolgt &hnlvie das zuvor dargestellte 4-Chlor-Derit@0, doch muss
das 3,4-Dimethylphenol-Edukt vor der radikalischBnomierung am Kern desaktiviert werden, was durch
Methylierung geschah. Das erhaltene Methoxy-Derl&dt wird zum benzylischen Bromiti32 umgesetzt, woraus
mit (R)-Naphthylethanamin das 5-Methoxy-IsoindadliB3 aufgebaut wird. Diesmal wird zur Isoindolin-Syrghelie
Vorschrift von Hou et dl*Y in Acetonitril/K,COs ausprobiert, doch zumindest bei diesem Derivderiesie mit
33% keine Uberzeugende Ausbeute. AnschlieBendadptdtung ergibt das 5-Hydroxy-Isoindolir34 (s. Schema
3-58).
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O
HO NaH Mel - Br
\©i \©< CCl4 reflux,
Br
99%, 131 39%, 132
1. HBr/HOAc, +
H N 24h reflux N
132 H
K2CO3, MeCN, 2. HCl/MeOH cr
4h reflux -0 HO
33%, 133 57%, 134
Schema 3-58: Darstellung der 5-Hydroxy Zielverbimgii34
Testergebnisse und Diskussion
100% - Tab. 3-5: IG-Werte
] Verbindung 126 133 134

ICso[UM] | <20 (s. Text)| 14+1| 4504

50% A

126 128 130 133 134
Abb. 3-42: Screening an SARS-CoV*#(,100 uM*, begrenzte Loslichkeiten!)

Das Tetrahydroisochinolia26 erreichte bei ,, 100 uM Inhibitorkonzentration“ n62% Hemmung (s. Abb. 3-42).
Die begrenzte Loslichkeit bisherig dargestelltaindoline konnte auch fiit26 bestétigt werden: Die Verbindung
préazipitiert zwischen 20 - 30 uM in Assaypufferi@% DMSO). Ein weiterer Assay bei 20 p\26 unter Zusatz
von 0.005% Brij 35 fuhrte dann zu 68% Hemmung. digf Bestimmung eines kgWerts wurde verzichtet, da die
Hemmung wegen der Sattigungskonzentration nichtteweerhoht werden kann (aus einem Ausschnitt der
Hemmkurve wére der KgWert nur ungenau bestimmbar). Es bleibt festzehaltlass das Tetrahydroisochinolin
126 mit seinem 6-Ring-GerUst eine etwas niedrigerénifft zum Enzym besitzt, als das Isoinddlib8 mit 5-Ring.
Daher werden keine weiteren Tetrahydroisochindliaegestellt.

Die beiden halogenierten VerbindungE2B und 130 besitzen unter den Assaybedingungen eine besosddechte
Loslichkeit (pH des Assaypuffers 7.5). Die bishesiggewandte Methode zur Léslichkeitsabschatzungberdass
bereits zwischen 3 bis 5 uM eine so schwache Twjibkahrgenommen wird, dass man nicht genau beurtkdan,
ob nicht auch schon bei niedrigerer KonzentratigilluRg eintritt. Eine versuchte UV-VIS spektromsttie
Konzentrationsbestimmung nach Abzentrifugieren iselte an den niedrigen Absorptionen. Es ist damiiht
bekannt, welche Konzentration geldst vorliegt; mfHich wurde fir 128 der Assay mit ,10 uM

Inhibitorkonzentration* unter Zusatz von 0.005% jB3b durchgefiihrt. Verbindungd 28 verursacht dann 22%
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Hemmung. Eine Bestimmung von konzentrationsabh@&mgislemmwerten zul28 und 130 ist unter diesen

Bedingungen nicht méglich. Ein weiterer Versuch gdrabhangigen Loslichkeit zeigte folgendes Erggbni

 pH5.5:128und130ergeben bei 40 uM klare Lésungen (20 mM Acetafd?uf 10% DMSO)
* pH 6.0:128und130ergeben bei 40 uM tribe Losungen (20 mM PhosputieiP+ 10% DMSO)
* pH 6.5: Tribung durchi28und130ist starker als bei pH 6.0 (20 mM Phosphat-Puffé0% DMSO)

Die Verbindungen sind demnach nur bei pH = 5.5galsdenes Salz ausreichend [8slich, h6here pH-Wasten

die Basen ausfallen. Zukinftig kénnte damit der sdeh vielversprechend sein, den Enzymassay auieine
Assaypuffer mit pH 5.5 umzustellen, sodass diedoagin Isoindoline in Losung protoniert vorliegen.

Es ist prinzipiell auch denkbar, dass bisherigentdmline wie 118 unter sauren Assaybedingungen noch hdhere

Affinitét zeigen, da dann der Anteil an protonief@rm in Losung grol3erer ist (pH-Wert im Assayhiis?.5).

Das 5-Methoxy Isoindolin133 stellt mit einem 1G von 14 uM eine Verschlechterung gegeniber der
unsubstituierten Verbindund18 dar. Die demethylierte 5-Hydroxy Verbindud@4 besitzt wieder eine hdhere
Affinitdt (ICs= 4.5 pM) als ihre Vorstufd33 die postulierte H-Bricke zu Leul63 oder GIn270teso/on 134
ausgebildet werden kdnnen. Dennoch sfe3#t keine Verbesserung vdri8 dar. Demnach kann die Desolvatations-
enthalpie lediglich von der Bildungsenthalpie deuen H-Bricke und dem Entropiegewinn (Freisetzuag d

Wassermolekiile) kompensiert werden, in Summe btiébfreie Ligand-Bindungsenthalpie dabei unverénde

3.9.4. Weitere Isoindoline mit Amino-, Nitro- und Hydroxy- Substitution

Mit der Synthese eines 4-Amino-Isoindolins37) wird ein polarer Substituent an der kritische#*Position
angebracht. Laut Docking (s. Abb. 3-43) kann digmMinogruppe sowohl zum Enzym hin, als auch wegerides
resultieren dabei Chemscore-Werte von 36.0 respelb.4 — jedoch wird in keinem Fall eine H-Brialen der

4-Aminogruppe zum Enzym gebildet.

N I
N " Leu16
L AN

137 i ~
7 Asp165

Abb. 3-43: Strukturformel des 4-Amino-IsoindoliniDats. Rechts: Bindemodi zweier Uberlagerter Dogkisungen voi37.

Zusatzlich soll dem 5-Hydroxy-Derivd34 ein 5-Amino-Derivat 140) gegenibergestellt werden. Dieses kann wie
134 eine H-Briicke zu Leul63 ausbilden und ist mit eesromatischen Aminogruppe dem 4-Amino-Benzagnid
(ICs0 = 1.2 pM) &hnlich.

Die Synthesen der 4- und 5-Amino-substituierteinidoline erfolgten ausgehend von den NitrobenzalkEeh. Die

Aufreinigungen der Produktgemische nach Wohl-Zie@emierung gestalteten sich als schwierig (Kdelut
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bromierter Nebenprodukte) und bedingen aufgrunéeRgaktionsauswahl die niedrigen Ausbeuten. Unusgtder
Dibromide 135 und 138 mit (R)-Naphthylethanamin ergab die Nitro-Isoindolit86 und 139, die in halbkonz.

Salzsaure mit Zinnchlorid zu den aromatischen Amiregluziert wurden:

R=
NO, NH,
HzN'R SnC12
-R ——— N-R
CC14, reflux, K,CO;, Toluol, 20% HCl,
h*v 12h reflux 2h reflux
6%, 135 64%, 136 45%, 137
Analog:
Br
=, L —, LD —
N O,N O,N H,N
8%, 138 36%, 139 86%, 140

Schema 3-59: Darstellung des 4-Amino-DerivE83 und des 5-Amino-Derivats40

Synthese eines 7-Amino-4-Hydroxy-Isoindolin-Derivet

Erganzend zum 4-Amino-substituierten Isoinddli®7 wird ein Derivat mit Hydroxygruppe ipara-Position zur
Aminogruppe synthetisiert: Dieses 7-Amino-4-hydresupstituierte Isoindolirl44 kann zwar im Docking keine
zusatzliche H-Briicke ausbilden, doch bei geringfinggrénderter Bindetaschengeometrie wird eine H:B¥lzu
Tyr265 mdoglich. Dieser Bindemodus entspréache damgefihr demjenigen der im virtuellen Screening geénen
Verbindung B6 (s. Abb. 2-29).

Ausgehend vom entsprechenden Edukt wird analognszt®59 Verbindund43 erhalten. Diese wird mit 48%iger

Bromwasserstoffsdure in das Aminophenol-Zielprodud verwandelt:

48% HBr
N-R —
2h reflux
NO, Br
34%, 141 55%, 142 72%, 143 84%, 144

Schema 3-60: Darstellung des Isoindolid8 analog Schema 3-59, dann Umsetzung zur Zielveubigii44

Synthese eines 7-Nitro-4-Hydroxy-Isoindolin-Derivag

Aus der Zwischenstuf@42 wird das 7-Nitro-4-Hydroxy-Derivat45 synthetisiert (s. Schema 3-61). Dieses stellt als
para-Nitrophenol-Derivat einen besonders guten H-BriieRenor daf® und sollte Tyr265 mit einer starkeren
H-Bricke als das vorherigeara-Aminophenol-Derivatl44 adressieren. Andererseits kal¥b als p-Nitrophenolat
auch als H-Brucken-Akzeptor gegentber Tyr265 aidftredas Oxy-Anion vo45 liegt dann wie das Oxy-Anion
von B6 im Bereich von Hotspot 3 (s. Abb. 2-8).
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Zur Synthese vori45 muss lediglich die Methoxygruppe vda2 abgespalten werden. Aufgrund der schlechten
Loslichkeit von142 in 48%iger HBr wird Essigsaure als Kosolvens zapen, die ndtige Reaktionsdauer wurde

vermutlich durch diese ,Verdinnung“ verlangert.

! l 48% HBr, ! l

-0 Essigsdure HO
N T —— N
48h reflux
NO, NO,
142 19%, 145

Schema 3-61: Darstellung deiNitrophenol-Zielverbindund 45

Testergebnisse und Diskussion

Tab. 3-6: IG-Werte

100% —
Verbindung 137 | 137* 140
| ICso [UM] |31 +2|32+2/4.9+0.3
50% *Basierend auf korrigierten Enzymaktivitaten

O%H

136 137 137* 139 140 140* 142 143 144 145 145*

Abb. 3-44: Screening an SARS-CoVP(,100 pM*, Loslichkeiten nicht Giberprift). Die Vieindungenl36, 137, 139 und140 zeigen gegeniiber
der AMC-Fluoreszenz schwaches Quenching. Die Vdrrigen142 - 145sind moderat bis stark Fluoreszenz-quenchend (#&cinnung durch
schwarze Balken). *Hemmwerte nach Korrektur degiien Filtereffekts

Die beiden 4-Amino und 5-Amino Isoindolir87 und 140 sind im Assay bei 100 pM schwach Fluoreszenzlicht-
guenchend, in der Verdiinnungsreihe tritt diese iSglkaft beil37 nur noch geringfiigig und b&i0 gar nicht auf
(Quenching von Konzentration abhangig). Die 4-Angingope vonl37 verschlechtert die Affinitat gegeniber der
unsubstituierten Verbindungl8 (ICso = 32 uM vs. 3 uM), obwohl die Chemscore-Werte ajleausfallen. Wie
bereits erwahnt, kann die 4-Aminogruppe laut Dogkikeine H-Briicke eingehen. Die Desolvatation ddangm
Gruppe bei Ligandbindung wird demnach vom Chemsdoraliesem Fall nicht ausreichend ,bestraft*. Das
5-Amino-Isoindolin 140 ist dagegen in seiner Affinitat vergleichbar ménd 5-Hydroxy Isoindolin134 (ICsq =
4.5 pM), beide scheinen von der moglichen H-BrizkelLeul63 nicht zu profitieren und besitzen eineast
geringere Affinitat als die Leitstrukturl8

Die Verbindungerl43 und 144 zeigen im Screening nur schwache Hemmung und habé&m einen moderaten
inneren Filtereffekt, obwohl sie keine Nitrogruppesitzen. Die 7-Amino-4-Hydroxy-Substitution viba4 fihrt also
entgegen dem berechneten Bindemodus zu einer vaeném Affinitat. Gleichzeitig zeigt die Verbinduadper, dass
ein polares Atom in 4-Position toleriert wird: Emtgler die Hydroxy- oder die gegeniberliegende Antimoge

mussen im vergrabenen, lipophilen Hotspot zu lieg@mmen (im Fall137 kénnte dagegen die polare
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4-Aminogruppe auch vom Enzym weg zeigen). Bei demzZ&miden waren die polaren 2-Hydroxy- und 2-Thio-
Derivate, wie bereits erwéahnt, inaktiv. Dies stidi# Hypothese der intramolekularen H-Briicke bemticglamid-
Derivat als Ursache der Inaktivitat.

Das p-Nitrophenol-Derivatl45 ist stark AMC-Fluoreszenz-quenchend, sowohl bdél ud/1, als auch bei 20 uM
(nicht abgebildet). Die Korrektur des inneren Féféekts zeigt hier, dass die im Assay beobachteteiedrigte
Fluoreszenz-Zunahme alleine durch das Quenchinchdvierbindungl45 erklart werden kann. Verbindurigh5 ist

demnach kein Enzyminhibitor.

3.9.5. Struktur-Wirkungsbeziehungen der Isoindoline

S4-Bindetasche

e
O

S3-Bindetasche

Abb. 3-45: Orientierungshilfe zu den Struktur-Wingsbeziehungen am Beispiel Inhibifd8

1. Die Struktur-Wirkungsbeziehung der Benzamid-Intit®n ist hier Ubertragbar: Die Amin-Komponente
mussR-konfiguriert sein und bendtigt die Methylgruppe &eitenkette.
Das Kern-Fragment ist das tertidre Amin im 5-Rithgs 6-Ring-Derivatl(26) ist dagegen weniger affin.

In die S3-Bindetasche bindet nach bisherigen Erkeéssen ein unsubstituierter Aromat am besten.

In diesem dritten Punkt (S3-Bindetasche) bestelnemwartete Unterschiede im Vergleich zum Benzancidfsid:

» Die Substitution in 5-Position mittels Hydroxy- edaminogruppe wird lediglich toleriert, die Affirit
durch die méglichen H-Briicken zu Leul163 oder Lodp2@0 aber nicht gesteigert (vgl. Benzarg)d

e Die Substitution in 4-Position mit Methyl flhrt ziner Affinitatsabnahme. Polare Gruppen (OH, ,NH
NO,) flhren in 4- und 7-Position zu starker Affinit@bmahme (vgl. dazu IsoindolirB7 mit Benzamidl2).

Diese letztgenannte Diskrepanz zu den Struktur-Wigsbeziehungen der Benzamide kann hier bei deareol
Substituenten so erklart werden, dass keine H-Briickum Loop-GIn270 méglich sind (s. Abb. 3-43). batie
Tatsache, dass eine Methylgruppe in 4-Positionlsi@adolins die Affinitdt erniedrigt, ist unerwattand mittels
Docking nicht erklarbar. Weshalb der Isoindolin-8&modus durch die Methylgruppe destabilisiert wist unklar
und widerspricht der Annahme eines Methyl-Hotspllidglicherweise hat der Methyl-Hotspot keine Bedegt
Leider kann Uber die Auswirkung einer Halogen-Sitlitson in 4-Position des Isoindolins keine Aussaggoffen

werden, da die Halogenderivat28 und130eine zu niedrige Loslichkeit im Assaypuffer aufsesi.



- 106 -

3.9.6. Vom Isoindolin zum acyclischen, sekundaren Amin

Um die initiale Idee der Rigidisierung zu tUberpnjfevurde die Cyclisierung zum Isoindolin wieder gatioben,
ohne jedoch bis zurlick zum Amid der Leitstruktur gehen. Man erhélt das acyclische Analogon, welches
strukturell ein sekundares AmiN-{Benzyl-Derivat) darstellt und mit vier nicht-enéistligen, rotierbaren Bindungen
flexibler als das Isoindolin ist:

PRSP S

"acyclisches" Analogon 146 Leistruktur 2

Abb. 3-46: Gegenuberstellung des Isoindolin-Scdfptles acyclischen Benzylderiva#t und Leitstruktur2

Die Synthese des ,acyclischen® Isoindolin-Analog&a$ erfolgt durch Umsetzung des entsprechenden Brastsyl

mit (R)-Naphthylethanamin:

OO 1. K,CO; Toluol,
Br + 12h reflux
2. HCI/MeOH
HN e H/

H CI

76%, 146

Schema 3-62: Darstellung des sekundaren Atiis

Testergebnis und Diskussion

Bei 100 uM Inhibitorkonzentration fiiht46 zu 55% Hemmung an der SARS-CoV™PLDas acyclische Amifi46
besitzt damit deutlich geringere Affinitat als dagde Isoindolin118.

Nachdeml46 laut Docking einen ahnlichen Bindemodus mit iohexcH-Briicke wiel18 einnehmen kann, aber nur
geringe inhibitorische Aktivitat zeigt, ist die heoWffinitdt von 118 vermutlich hauptséachlich der rigiden Isoindolin-
Struktur zuzuschreiben. Die erhdhte Anzahl Frefigeade beil46 wirkt sich wie erwartet auf die freie Ligand-

Bindungsenthalpie ungiinstig aus, da die Ligandhigdzinen hohen Entropieverlust mit sich bringt.



- 107 -

3.10. Synthese von Aziridinderivaten

Die theoretischen Uberlegungen zum Inhibitordesigih Aziridinring wurden in Kapitel 2.6 vorgestellEine
mogliche Retrosynthese der Verbindungen ist in B2h8-63 gezeigt. Der Substituent am Aziridin wiabdi durch

reduktive Aminierung ang)-Aziridin-2-carboxaldehyd angefigt.

Schema 3-63: Retrosynthese der Aziridin-Derivate

Darstellung der Amin-Komponenten

Alkylierung von Piperazin mit Diphenylbrommethaafért dasN-Benzhydrylpiperazii47. Als Nebenprodukt wird
trotz Piperazin-Uberschuss (4 eq.) das dialkyliBifeerazin erhalten, das jedoch wegen seiner duieled 6slichkeit
in Ethylacetat gut abgetrennt werden konnte. Diakiten von Piperazin mit Benzylbromid fuhrt eberzspmono-

und dialkyliertem Piperazin, wobei dBisBenzylpiperazirl48 mittels Kugelrohrdestillation aus dem Ansatz isdli

wurde.

K\NH Toluol, 80°C
+ —_—
ONTOR
Br R HN

R="Phenyl 65%, 147
R=H 69%, 148

Schema 3-64: Alkylierung von Piperazin zu den Adomponenteri47 und148

Die Amin-Komponente mit Ethylendiamin-Einheit selltdurch Benzylierung des einfach Boc-geschitzten
Ethylendiamins erhalten werden (s. Schema 3-65krsten Schritt wurde dazu Ethylendiamin nach \Mmificvon
Saari et al**"! einfach Boc-geschiitzt. Nach Ausschiitteln wurdelereFeststoff und nicht wie bei Saari et al. klares
Ol erhalten, doch mittels Kugelrohrdestillation ko dann aus dem Ansatz das oligdoc-ethylendiaminl49
isoliert werden. Die weitere Umsetzung vib49 mit Benzylbromid lieferte in guter Ausbeute dd@N-Dibenzyl-
Derivat 150, das anschlieBend mit methanolischer HCI entsthiitzde. Aus dem erhaltenen Hydrochlorid wurde

mit 10%iger Kaliumhydroxid-Losung das Amib1 freigesetzt.

Boc,O ﬁ o Br\/© II;II o
A~
b YR

H2N /\/NH2 » H2N \’< F— .
THF 0 Toluol, 80°C

56%, 149 90%, 150
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NH
1. HCI/MeOH N/\/ 2
15 — =
2.10%KOH,y)
91%, 151

Schema 3-65: Synthese der Amin-Kompondi&e

Darstellung der Aziridin-Komponente

Der zur reduktiven Aminierung bendtigte Aziridinearboxaldehyd-Baustein wurde nach Vorschriften iAn et
al™® und Assem et &*° dargestellt: Im ersten Schritt wird L-Serin nmitPropanol zul52 verestert, um
anschlieBend Uber eine Mitsunobu-Reaktion dgrAtiridin-2-carbonsaureestdr53 zu erhalten. Dieser wird mit
DIBAL-H zum Aldehyd reduziert, der nach Aufarbeitpals Dimerl54 anfallt.

SOCl,,
i+ -P | ~ (0]
H3N\)J\O_ n-Propano HzN\)'LO/\/ DIAD, PPhy L
Y _— T N o
y reflux —\ CH,Cl, \/
OH OH
L-Serin 84%, 152 39%, 153
DIBAL-H,
Toluol, -72°C TJ)\ E N
AWV N
183 — | (nooNy | L n(
; H (o)
OH
freier Aldehyd Dimer
43%, 154

Schema 3-66: Darstellung de3-@ziridin-2-carboxaldehyds als Dimé&b4

Die reduktive Aminierung des Dimer$§54 mit den Aminenl147, 148 und 151 fuhrt zu den gewinschten

Verbindungen mit Aziridin-Baustein;

H Zl’lClz,
N N NaCNBH; —\
L>ng + BN N —_— —N N
0 ~—~ R MeOH/THF ANV
HN]
154 R=Phenyl 147 R=Pheny! 18%, 155
R=H 148 R=H 17%. 156
ZnCl,,
NaCNBH,
B —
154 /\/N MeOH/THF SN N
H,N e HN—"" N
vV H
. o
151 H-NMR nicht eindeutig 26%. 157

Schema 3-67: Reduktive Aminierung vb54 zu den Zielverbindungetb5 156 und157
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Die Ausbeuten der reduktiven Aminierungen fielerhrseiedrig aus. Mdoglicherweise wurden die polaren
Verbindungen aus der Wasserphase nicht vollstéextigahiert. Weiterhin war die Aufreinigung der segdalaren
Verbindungl57 wegen der niedrigen Trennleistung an Kieselgel RRd18 (HPLC) schwierig, sodass letztlich kein
Reinstoff erhalten wurde und die Reinheit auf 5@69@eschatzt werden muss (siehe Experimentaltep, Ba Die
vorlaufig angegebene Struktur vas7 ist noch nicht endgiiltig gesichert, denn obwohl-ES und **C-NMR-
Spektrum fiir dieses Reaktionsprodukt sprechemaistH-NMR-Spektrum widerspriichlich: Die charakteristisa
Aziridin-Protonen fir die CH- und GHGruppe des Rings liegen nicht bei 2.1 ppm und-1L48 ppm, sondern bei
2.6 ppmund 1.8 - 2.1 ppm.

Die niedrige Reinheit muss bei der Bestimmung dbibitorischen Aktivitat wie folgt bedacht werddtbemmwerte
werden im Allgemeinen logarithmisch interpretiegin ,Konzentrationsfehler* um Faktor zwei beeinfitidie
Bewertung als aktive oder inaktive Substanz praehktisicht. Problematisch daran ist allerdings, dass
Enzymhemmung eine der unbekannten Verunreinigufilyedie Hemmung verantwortlich sein kénnte und se e
Fehlinterpretation von Struktur und Wirkung gesahekviirde. Ist das Stoffgemisch jedoch im enzymiagiscTest

inaktiv, so trifft dies fir alle Hauptbestandtedles Stoffgemischs zu.

Testergebnisse und Diskussion

100% Abbildung 3-47 ist zu entnehmen, dass keines dhlgestellten Aziridine eir

Enzymhemmung an SARS-CoV-Pi aufweist. Der Versuch, mit dem aktiv
Zentrum kovalent reagierende Inhibitoren zu entefck ist damit noch nicht
50% - gelungen. Die Verbindungen kdnnten sterisoclemzu anspruchsvoll sein und ni
in die tunnelférmige Bindestelle passen, die sodsh linear angeordnet

Substratabschnitt Glagly aufnimmt. Mdoglicherweise ist auch die Affinitéum

0% ” I_m Protein noch zu gering.

155 156 157
Abb. 3-47: Screening an SARS-CoWVP(100 uM)
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4.  Enzymkinetik im SARS-Projekt

4.1. Einfuhrung

Enzyme sind Biokatalysatoren, die die Aktivierungsmgie einer chemischen Reaktion herabsetzen umit dge
Reaktionsgeschwindigkeit erhdhen. Auf der Enzymitéene erlaubt die molekulare Struktur die Aushilduwon
Bindetaschen, mit denen die Enzyme das SubstratiéiiReaktion geeignet ausrichten und binden. Eslemeaber
auch reaktionsbegtinstigende, lokale Bedingungedein Nahe des Reaktionszentrums geschaffen, diet §ons
Losung nicht moglich waren (bspw. hydrophobe Regioonder Polarisierung des Substrats). Dank der reazy
besitzt die lebende Zelle eine ganze ,Chemiefabdi¢ Reaktionen bereits bei moderaten Temperati@er0 °C)
durchzufiihren vermag.

Unter Enzyminhibition ist die Verminderung der Unzsangsgeschwindigkeit einer Enzym-Substrat-Reak#an
verstehen. Der Enzyminhibitor bindet dabei entwedefreies Enzym oder an den Enzym-Substrat-Kompiéenn
die Bindung kovalent erfolgt, zeigt sich dies nachibitor-Zugabe in einer Zunahme der Inhhibitiopet die Zeit
(zeitabhangige Hemmung). Der mit dem Enzym kovateaigierende Inhibitor kann irreversibel oder reimsl
binden, je nachdem ob eine Riickreaktion mdoglich kivalent-reversible Inhibitoren kénnen allerdingsi
schneller Ruckreaktion auch nicht-zeitabhangige ieng zeigen.

Ein nicht-kovalent bindender Inhibitor bindet dagegmeist nicht-zeitabhdngig (Ausnahme ,slow-bintlingnd
immer reversibel. Man unterscheidet dabei die dinbibitionsmechanismen ,kompetitiv*, ,unkompetitivind

,nicht-kompetitiv4”":

k 1 kcar k 1 k cat k 1 k cat
E+S==ES —E+P E+S <—=ES—>E+P E+S <==ES —E+P
+ k., k, + + k;, +
I I I I

k., u k k. u k; k-,au kiq k-ibu kip
EI ESI El =—= ESI
1C 1C [S]+K
Ki:% (l) K,’:—S;; (2) ICSO:K—[”S'] (3)
1+ — 1+ =2 4+ —=
K [S] Kia ~ Kip
kompetitive Inhibtion unkompetitive Inhibtion nicht-kompetitive Inhibtion

Schema 4-1: Reversible Inhibition: Ubersicht tiderdtei Inhibtionsmechanismen.

Die Gleichungen (1) und (2) beschreiben dabei desadmenhang zwischel; und 1G, (Cheng-Prusoff-
Beziehung). Die nicht-kompetitive Inhibition stedline Mischung zwischen den beiden anderen damirttiauch

als gemischte Inhibition bezeichnet. Wahrend diehitionskonstantd; die Affinitat zwischen Enzym und Inhibitor
beschreibt und vom Massenwirkungsgesétz X k; / k) stammt, ist der Igg-Wert nur eine Néaherung fir die
Affinitdt und wird durch das verwendete Substridt,)( dessen Konzentration [S] und die Enzymkonzeomat

beeinflusst. Bei der kompetitiven Inhibition wirtlesidingsK; = ICsq bei [S] <<K,.
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Der IGyWert wird experimentell bestimmt, indem man digjenlinhibitorkonzentration ermittelt, die zu einer
Halbierung der Enzym-Substrat-Reaktionsgeschwiradigkihrt. Der K;-Wert kann auf dhnliche Weise erhalten
werden, doch muss dazu die Versuchsreihe bei viedsen Substratkonzentrationen wiederholt werden.
Beispielsweise erhalt man fir das Isoinddlit8 nach Gleichung (1) eingf-Wert von 2.7 uM (16 = 2.9 uM). Bei
entsprechenden Assaybedingungen und Hemmechanisanusalso der Unterschied zwischi€a und 1GgeWert
vernachlassigbar klein sein, sodass degyWert eine ausreichend genaue Schatzung fir deeriexgntell

aufwéandiger zu bestimmend&nWert ist.

4.2. Biochemische Bestimmungsmethoden

Die Enzym-Substrat-Reaktion lasst sich in einencléonischen Assay untersuchen. Dazu wird das Enzym i
wassriger Losung (Assaypuffer) vorgelegt und mitb$Stat versetzt. Bei Proteasen sind die Substragestm
Oligopeptide und besitzen die natirliche ,Erkenrssegjuenz”, die dann zwischen P1 und P1' vom Enzym
hydrolysiert wird. Die entstehenden zwei Hydrolysefukte konnen durch HPLC bestimmt werden, jedocissam
dafur zu bestimmten Zeitpunkten eine Probe entnamwerden, oder parallele Ansétze nacheinander sibgpt”
werden. Eine kontinuierliche Beobachtung der EnSubstrat-Reaktion erlauben die fluorimetrischenafssman
verwendet dann als Substrat ein Oligopeptid, daspledsweise an den Enden eine FRET-Donor- und FRET
Akzeptorgruppe tragt (FRET-Substrat), sodass di@t@pg des Substrats eine Zunahme der Fluoreszemizkb.
Weiterhin kann ein Fluoreszenz-Substrat verwendgtian, das an Stelle der P1'-Aminoséure mit eineptigisch
angeknipften Fluoreszenzfarbstoff wie 7-Amino-4fmitumarin (AMC) C-terminal abschlieRt. Die Proteas

spaltet dann bei der Enzym-Substrat-Reaktion da€Alld und dessen Konzentration wird fluorimetrisdhsst:

(0]

O
Y T}\II—{ Arg-Leu-Arg-Gly-Gly |—<
OH
X j
0 Y SARS-CoV-PLP
O _Leu-Are-Gly- - .
g—iArg Leu-Arg-Gly Gly}—gN / +
O
- { “"“«»‘4“‘\

Excitation: 330 - 370 nm M

Emission: 430 - 500 nm

Schema 4-2: Fluorimetrischer Assay: Spaltung desrBszenz-Substrats durch die SARS-CoV-PapainFik¢ease.

Man misst also die Fluoreszenzzunahme Uber dieuteitdie Steigung dieser Geraden (dF/min) ist daB Kir die
Enzymaktivitat. Die Zugabe eines Inhibitors mit htizeitabhéangigem Inhibitonsmechanismus fihrt zuaGen
flacherer Steigung (s. Abb. 4-1 links). Werden i@ verschiedener Inhibitorkonzentration erhalteB#gigungen
(Enzymaktivitaten) gegen die Konzentration aufggera erhalt man eine Kurve wie in Abbildung 4-1htscaus der

der IGgyWert des Inhibitors ermittelt werden kann.
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500
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dF/min
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Fluoreszenz-Signal

I T I T N I '
6 8 10 12 14 16 18 20
Zeit [min] Konzentration [uM]

Abb. 4-1: Links: Fluoreszenzzunahme uber die Zéitnend der Inkubation von SARS-CoV-PLpro bei veistdénen Konzentrationen vaig
Rechts: Resultierende, konzentnatiddhéngige Hemmkurve des Inhibitbi8

Zur Bestimmung des KgWerts wird die konzentrationsabhdngige Hemmkunan VAbbildung 4-1 durch
nichtlineare Regression mit dem Programm GF4Eiberechnet. Dabei erfolgt ein 4-Parameter- odearzReter-
Fit an die Hill-Gleichung*?.

Max - Mi . Max
Enzymaktivitit = Min + ax—]mh @ Enzymaktivitét = —[I] A )
AL 1 (fer)
ICs ICs

Die konzentrationsabhéngigen Enzymaktivitdten stamraus der experimentellen Bestimmung mittels Biaas
und die Parameter ,Min“, ,Max“, 1§ und h werden durch den Fit gewahlt ([I]: Inhibitorkonteztion). Unter
.Min“ ist das Background-Signal bei vollstandigen&gmhemmung zu verstehen und ,Max“ ist die maximale
Enzymaktivitat ohne Inhibitor. Der Exponentwird als ,slope* oder auch als Hill-Koeffizient beichnet. Wenn
kein Background-Signal existiert, kann auch Glermn(5) zur Bestimmung des j§&Werts verwendet werden, der

Fit erfolgt dann nur an 3 Parameter (,Min“ = 0).

Hat ein Inhibitor Fluoreszenzlicht-quenchende Esgpdmaft (,innerer Filtereffekt”), gibt eine Absenlgindes
Fluoreszenz-Signals zum Zeitpunkt 0 (s. Abb. 4+kd) im Vergleich zu einem nicht-quenchenden Irthibi
Auskunft Uber die Starke des Quenchens. Bei kamtigin Messungen wird das Fluoreszenz-Signal dusohFaiktor
geteilt, um den der quenchende Inhibitor die Flepe@z von freiem AMC proportional vermindert. Im
Korrekturfaktor bleibt die Anderung der AMC-Konzeation wahrend dem Assayverlauf unberiicksichtigt, e
handelt sich also nur um eine Abschéatzung und eigioh nicht fur die Falle, in denen ein starkese@uhing

vorliegt.

4.3. Diskussion

Die Experimente zur Enzymhemmung hatten die Aufgabesrfillen, von neu synthetisierten Verbindungiém
inhibitorische Potenz zu bestimmen. Nachdem didiegende Arbeit ihren Schwerpunkt auf der Findurgier
Wirkstoffstrukturen und deren Optimierung hat, wadée angestellten fluorimetrischen Bestimmungem Eazym-
Restaktivitaten und I§g-Werten ausreichend, um den Einfluss von Struktimtianen quantitativ zu erfassen. Von

zwei literaturbekannten Inhibitoréfl (eigene Nummerierung: Verbindung@nund 12) wurden die 1G-Werte
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bestimmt. Beide Inhibitore2 und 12 wurden durch den in dieser Arbeit durchgefihrtessay mit einer etwa
1.5-fach schwacheren Affinitat charakterisiert, aim Ratia et dt® publiziert wurde. Dies ist vermutlich auf das
von Ratia et al. verwendete, andere Substrat zadfichren (ndheres siehe Kapitel 3.1, Diskussiom)sohsten
erwies sich der Assay als sehr gut reproduziesisas, sich auch in den niedrigen StandardabweichudgetnG-
Werte wiederspiegelt. Im Rahmen der enzymatischestuhig kénnte man Uber die Ermittlung vont@/erten
hinaus noch weitere Untersuchen anstellen:

Von Ratia et al*® war bekannt, dass die Benzamid-Inhibitoren kontipetieversibel, nicht-kovalent und nicht-
zeitabhéngig binden. Dies wurde bei den in diesdreiA dargestellten Benzamid- und Isoindolin-Detévanicht
erneut kontrolliert, da die nicht-zeitabhéangigemtiekurven keinen Anlass gaben, an dem reversiblechi&t@asmus

zu zweifeln. AuRerdem besitzen die meisten dartfiesteVerbindungen keine reaktiven Gruppen (bis daf
Benzonitril 14, das Thiol27 und die Aziridine), sodass ein kovalenter Hemmaidmus unwahrscheinlich ist.
Diesen kénnte man mittels Verdinnungs-Assay odealyBé-Experiment bei den dargestellten Verbindungen
experimentell ausschlie3en.

Weiterhin kdénnen die Inhibitoren durch eine expemelle Bestimmung der Affinitatskonstant§ naher
charakterisiert werden, es muissten dazu Inkubatidyed verschiedenen Inhibitor- und Substratkonzgiotnen
durchgefuhrt werden. Eine andere Mdglichkeit zurekten Bestimmung vorK; ldge in der isothermalen
Titrationskalorimetrie (ITC).

Ein fluorimetrischer Assay ist grundsatzlich emgfich gegen Stérungen des Fluoreszenzsignals ddreh
getesteten Wirkstoffe. Innerer Filtereffekt und d&iluoreszenz sind als bekannte Probleme zu néfifieim dieser
Arbeit erwiesen sich vor allem kommerziell erworbebcreening-Substanzen als Fluoreszenzlicht-quadcbeer
fluoreszierend. Korrekturmessungen zur Fehleraltsuhg wurden durchgefiihrt und sind an den entspretdn
Stellen erlautert. Die Hemmstéarke der ,probleméist Verbindungen war jedoch vor und nach Korrekalativ
niedrig (IGo etwa 50 pM), sodass von ihrer strukturellen Weitewicklung abgesehen wurde. Wenn stérker
wirksame Enzyminhibitoren mit ausgepragter Storudey Fluoresenzmessung gefunden werden, sollte deren
Affinitdt durch einen anderen Assay bestimmt werdgispielsweise konnten die nach Enzymreaktiolgdsetzten
Substrat-Spaltprodukte mittels HPLC quantifiziegrden.

Eine weitere Information zum Hemmechanismus wirdeSdirface-Plasmon-Resonanz (SPR) liefern; MitSs#R-
Experiment lieBen sich dlg,- undky-Werte einzelner Inhibitoren bestimmen und damiedeHemmkinetik naher
charakterisieren. Nachdem Ratia e"@ldurch Rontgenstrukturanalyse zeigen konnten, dissnhibitorbindung
von einer Konformationsénderung in der Loop-Rediegleitet wird, wéare die Bestimmung vkg- undky¢-Werten
besonders interessant. Luckner ef*4l.konnten am Enzym InhA (bakterielle Fettsauresysehdes Erregers
Mycobacteriuntuberculosi} zeigen, wie ein hochaffiner Inhibitor einen Lostpukturell stabilisiert und dadurch die
Halbwertszeit des Protein-Inhibitor-Komplexes s#irkverlangert, als man es von der Affinitatzunahdes
Inhibitors im Vergleich zu homologen Derivaten erigahatte. So kénnten moglicherweise auch am Er2nRS-
CoV-PLP™ durch Bestimmung vok,,- und Ky -Werten Inhibitoren vom ,slow-binding* Typ erkanmterden, die
ihre Affinitdt dann eher von einer erschwerten Alsdziation K klein, lange Halbwertszeit) als von einer guten
Assoziation ko, gro3, schnelle Komplexbildung) erhalten. Aul3erdselit dies einen Storfaktor fur die computer-
gestutzte Affinitatsabschéatzung dar, denn dieseHveibt nur die Ligand-Interaktion zu einer starrf@rotein-
Konformation. Kommt es jedoch zu Rearrangementiier Region der Bindetasche, wird auch vom Protein
Energie freigesetzt oder aufgebraucht, die aufgréhdlicher Gré3enordnung von Torsionsenergie zuhakde

wirkungsenergie erheblichen Einfluss auf die Affitinimmt und deren Vorhersage damit unméglich rdeh
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5.  Computerbasierte Wirkstoffsuche im HIV-Projekt

5.1. Auswahl geeigneter Proteinstrukturen

Bei einer strukturbasierten Ligand-Suche misseidahst eine oder mehrere Proteinstrukturen ausgewahtien,
welche eine mdgliche Bindestelle fiur niedermolekailaiganden beinhalten. Solange fir eine solched&telle
noch keine Ligandbindung mittels Roéntgenstruktuzeigt wurde, stellt die Konformation der Bindetasdm
maoglichen Komplex eine das Screening verkomplizideeUnsicherheit dar. Im Falle der HIV-1 Vif-Bindele auf
Elongin-C zeigt die Rontgenstruktur 3DCG die Adiessg der Bindestelle durch das Mif;seFragment und sollte
aufgrund einer lipophilen Haupttasche geeignetviituelles Screening sein. In Abbildung 5-1 ist sdieProtein-
Protein-Interaktion zu sehen. Vom Vif-Fragment lgind_eucin-145 in der lipophilen Haupttasche undin/a#?2 in
einer lipophilen Nebentasche (rote Oberflachen)jtene H-Bricken-Wechselwirkungen und das zur Birgdun

relevante 4,SLQy 46 Motif sind gekennzeichnet:

!

Abb. 5-1: Proteinstruktur 3DCG, abgebildet ist iieraktion zwischen Elongin-C und dem Vif-Fragment

Beurteilung der Proteinflexibilitét

Nach Marcsisin und Eng€ff! liegen im EloBC-Komplex EloB geordnet und EloC engfnet vor, im gebundenen
Zustand mit Vif erfahrt EloC dann eine strukturel®rdnung (laut Geschwindigkeitsunterschieden in
Deuterierungsexperimenten). Die Komplexbildung Wohmit EIoBC wird je nach Experiment mit einemykon

1.9 uM™¥ und 1.2 uNF? beschrieben (HX-MS mit wtVif und ITC mit wtViifo.179. Die zur Bindung essentielle
Vif-Sequenz ist4.SLQuse die Triple-Alanin-Mutante zeigt im ITC-Experimeentsprechend keine Bindutfy

Auf eine gewisse Proteinflexibilitat deutet auch 8IMR-Struktur 23Z8*") hin, bei der ein Komplex von humanem
EloBC und murinem SOCS3 NMR-spektroskopisch untdrsuwurde. Der Vergleich der 20 NMR-L&sungs-
strukturen ergibt, dass bei Elongin-C im SOCS3-Bbeteich die Aminosauren Tyr76 und Cys112 (C-Teus)in
mit verschiedenen Konformationen im Ensemble deiSg0Okturen hinterlegt wurden. Weiterhin beschreiloke
Autoren, dass die SOCS3-nahe Loop-Region Ser87Phis93 aufgrund Peakverbreiterung nur unvollstandig

zugewiesen werden konnte und der Loop damit unstriekt ist.



- 116 -

Die Konformation von Elongin-C unterscheidet sictwas zwischen der NMR-Struktur 2JZ3 und der
Rontgenstruktur 3DCG: Die beiden lipophilen Tasch&nd bei vielen NMR-Einzelstrukturen miteinander

verbunden und es ergibt sich dadurch eine insgegdifiere Interaktionsflache zwischen Ligand undhio-C.

Fir das virtuelle Screening werden daher die Kisstaktur 3DCG und drei Konformationen der NMR-ILdgs-
struktur von 2J73 ausgewahlt (State08, State15State18). Bei der Auswahl der Konformationen wudaeauf
geachtet, dass sich die Bindetaschen mdglichstimander unterscheiden, sodass die Vielfalt der 2@igiblen
NMR-Strukturmodelle reprasentiert wird. Es ergebigih damit vier unabhangige vHTS-Projekte: ausneéeojekt
sollen dabei Liganden hervorgehen, die die jeweiRyotein-Konformation adressieren. Dadurch sal @hance
erhéht werden, eine mdéglichst affine, bzw. in ikéfinitat weiter steigerbare Leitstruktur zu finae

In Abbildung 5-2 sind die drei ausgewahlten Konfatimnen mit dem durch NMR-Spektroskopie aufgelddtei
des SOCS3-Peptids gezeigt (Sequenz: VATLQ). Die riiohen veranschaulichen, wie unterschiedlich die
Bereiche der Protein-Protein-Interaktion gestadtsin konnen. Im virtuellen Screening werden dahedermole-
kulare Liganden gesucht, die an diese NMR-Struktaieiie mdglichst gut binden und sie damit stalitisn.

Abb. 5-2: Von oben nach unten: State08, State153tai18 der NMR-Struktur 2JZ3,jeweils mit dem gelenen SOCS3-Fragment
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Die wichtigste Wechselwirkung zu Elongin-C ist laAia-Scan die Adressierung einer lipophilen Tasalie,von
allen SOCS-Proteinen und Vif durch Leucin adressiérd. Bei SOCS3 fihrt bereits der Austausch didseucins

mit Alanin zum vollstandigen Verlust der Affinitétu EIoBC, wohingegen ein einzelner Austausch delesn

Aminosauren die Affinitat nur mindé”. Bei der Suche nach neuen Liganden wird daheedigmophilen Tasche

besondere Aufmerksamkeit geschenkt. Ansonsteresudith die Tasche des Valins adressierbar seinl@ntigand

sollte dazu gunstige H-Briicken eingehen, so wid Aiteinige H-Brucken ausbildet (s. Abb. 5-1).

Als Datenbank wird diesmal die von Kapitel 2.5.5%&@nte Specs-Datenbank vorgefiltert. Bei einem daeting
mit der etwa 20.000 Molekille umfassenden Zinc-Cldraugy-like-T70-Datenbank an der Struktur 3DCG eggabur

Liganden mit hohem cLogP-Wert und hohem Molekulaigbt hoch gescorte Bindemodi. Folglich kann die

Rechenzeit der vier Screeningprojekte dadurch vetkiierden, dass kleine und hydrophile Molekile\iorfeld

aus der Datenbank herausgefiltert werden. Dazu mitddem Programm OMEGA/FILTE®! der cLogP von 1.5
bis 6.0 und ein Molekulargewicht von 350 bis 60@al/ festgelegt, was die Datenbank von 361.671 &8uf232

Molekuleintrage verkleinerte.

Das Dockingprogramm GOLD wurde wie beim SARS-Projeingesetzt. In einer ersten Runde wird die

Substanzbibliothek mit wenig rechenaufwéndigen telhsigen gedockt. Dabei werden zwei lipophile Gmists in

den beiden lipophilen Taschen (s. Abb. 5-1, roteeBbe) sowie weitere H-Briicken-Constraints definiam die

Ligandstrukturen nach mdglichst wenigen genetisdbparationen in einen plausiblen Bindemodus zu gein In

der nachsten Runde wird nur noch ein Teil der Engpsie gedockt, dafiir mit erhéhtem Rechenaufwandvmiekul

und flexiblen Aminosaureresten (s. Abb. 5-3). Amr @otein-Konformation 2JZ3 Statel8 wurde das Stinge

testweise mit 3 Runden durchgefiihrt, dabei stsitte jedoch diese 2. Runde (,Zwischenrunde® mitestwrhdhtem

Suchaufwand) als entbehrlich heraus.

gefilterte
Specs-Datenbank

Runde 1

GOLD-Docking:
10% Search-E.

3 runs/Ligand

2 lipo-constraints
+ Hbond-constr.

Runde 2
(nur 2J73, State18)

Runde 2/3

GOLD-Docking:
40% Search-E.
7 runs/Ligand

GOLD-Docking:

100% Search-E.
10 runs/Ligand
flexible Reste:

Y76, Y79, K80,

E92, 195, C112

— Auswertung

Abb. 5-3: Flussdiagramm zur Veranschaulichung dértdellen Screeningprojekte an den Strukturen 8Dd 2JZ3 State 08, 15, 18

Zur Auswertung werden neben den von GOLD ausgegeb&hemscore- und ChemPLP-Werten nochpie

Werte nach SFCscore-Rescoring herangezogen (SRC280nT*). Weiterhin erlaubt das SFCscore-Rescoring

eine genauere Analyse der am Score beteiligtenripésien, sodass die Ergebnislisten auch nach é#ndgen von

H-Briickenbindung, vergrabene Oberflache und denmh&iaris vergrabene/exponierte Oberflache sortiestden

kénnen. Gerade die Vergrabenheit des Ligandert stielt eine besonders zu beriicksichtigende Eigeafisdar,

denn wie man in Abbildung 5-1 erkennen kann, istBiedebereich bei der Kristallstruktur 3DCG relatoffen”

und damit entsprechend schwierig mittels kleinegabiden zu adressieren. Die Interaktionsoberfladhenden

Losungsstrukturen von 2JZ3 sind dagegen ,taschend@r und damit besser adressierbar (siehe daiu Bd2).

Nachdem bei diesem Projekt Protein-Protein-Intéoakinhibitoren gefunden werden sollen, werden algénden

Abschnitt die Besonderheiten von Protein-Protetezktionen und die daraus folgenden Konsequenizerdié

Substanzauswahl erklart.
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Strategien bei der Suche nach Protein-Protein-Inteaktionsinhibitoren (,PPI-Inhibitoren®)

Protein-Protein-Kontakte sind héufig von groRer @aehe (> 1000 A) und von recht verschiedener @essie
kénnen eher flach sein, eher verzahnt (oberflachpkementar), weniger oder mehr lipophil, hydrafisiund
plastisch (= formbalf*?. Es wird angenommen, dass die Affinitat zwischemizProteinen oftmals von der Inter-
aktion einer kleinen, lipophilen Core-Region stamwibhingegen die restliche Kontaktflache, die $ign-Region,
nur gering zur Bindung beitrdf**® Ubertragen auf Elongin-C wird die Core-Region \d&r lipophilen Haupt-
tasche (s. Abb. 5-4, linke, rote Mulde; s. auch AB{l) gebildet, die das fur die Affinitdt notwegdii;SLQ 46
Motif von Vif aufnimmt. Ein virtuelles Screening aer Kristallstruktur sollte daher primér auf didrassierung der
lipophilen Haupttasche abzielen. Der moglichen t2ig&t der Kontaktflache wird durch separates 8oieg an drei

ausgewahlten Konformationen der 20 NMR-Strukturnledgechnung getragen (s. Abb. 5-4, rechts).

lle95. 3 4
7
Phe 3
'/ p Meu{a/
T
A’Ia107 \
Cys112 Lys80 y \
~— . .\ <

Abb. 5-4: Links: Kristallstruktur 3DCG, PPI-Oberdlée auf Elongin-C. Rot: Core-Region, Griin: Rim-Regi
Rechts: Uberlagerung der Elongii@yormationen von Kristallstruktur 3DCG (schwauryd NMR-Strukturensemble 2JZ3 (bunt).

Grundsatzlich fiihren bei PPI-Inhibitoren dieselb&techselwirkungen zur Protein-Ligandbindung, wie den
bisher in Kapitel 2 und 3 behandelten Proteasesltdren. Es Uberrascht daher nicht, dass nebersaevachen
Tendenz zu gréReren Molekilen die Ligandeffizienfegie Ligand-Bindungsenthalpie pro nicht-Wassffatom)
nur geringfiigig schlechter als bei Liganden firriienmliche" Targets ausfallen und mit denen vont&ase-
Inhibitoren vergleichbar sifd”. Auch wenn bisher noch wenig tber die Erfolgsceanwirtueller Screening-
projekte zur PPI-Inhibitorsuche bekannt ist (eindefsicht geben Zhong et &), sollten die an den
-herkdbmmlichen" Targets etablierten Computermetiotieer ebenso einsetzbar sein. Bei den Scoringiumdih
kénnte aber eine wissensbasierte Scoringfunktiogeweder Unterreprasentation von PPI-Ligand-Kompieixe
Trainingssatz eher versagen. Schwieriger gestaitdt jedoch die Wahl einer adaquaten Substanzhikelko
Wahrend historisch gewachsene Substanzbibliothgkemiegend zur Adressierung von ,herkdmmlichen” gets
(Rezeptoren) synthetisiert wurden, sind die dabegesetzten ,alten Scaffolds womaéglich weniger igaet, um
hohe Affinitiaten an den Bindestellen von ProteintBin-Kontakten zu erziel€#***® Um den fiir PPI-Inhibitoren
zukiinftig benétigten chemischen Raum von den ,4lrbstanzbibliotheken abzugrenzen, stellten Moeglal**?
eine ,Rule-of-Four" auf: Molekulargewicht > 400 gsin LogP-Wert > 4, Anzahl der Ringe >4, Anzahl dér
Brucken-Akzeptoren > 4. Die verwendete Specs-Dagkbsollte wegen ihrer gréReren und lipophileren
Verbindungen demnach auch die geeignetere Subdbdinfiek sein, als beispielsweise eine rein nadrhug-

likeliness* (d. h. ,Rule-of-Fivé®?) zusammengestellte Substanzbibliothek.
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Die visuelle Beurteilung der Bindemodi von virtwsll Screening-Hits erfolgt schlieBlich wie im SAR®jEkt. Die
Bindetasche(n) bringen nun jedoch mit sich, daskeiiganden stark solvensexponiert gedockt werdad,damit
ist unvermeidlich, auch Liganden mit geringerer gfabenheit auszuwahlen. Besonderes Augenmerk wifd a
Liganden gelegt, die einzelne, sehr vergrabenerdktienen ausbilden, wie z. B. eine ginstig positae
Methylgruppe an einem Aromaten, oder eine H-Brliok&iner tiefen Tasche. Aufgrund der Oberflaicheepenheit
der Kristallstruktur 3DCG sind diese vergrabenderaktionen nur bei den NMR-Strukturmodellen zuaten.

Wells und McClenddft™® berichten in diesem Zusammenhang tiber besondeesAfinitat bei PPI-Inhibitoren, die
abweichend vom physiologischen Protein-Protein-Ekineine Konformation stabilisieren, bei der sogiaie neue,
vergrabene Tasche durch den Ligand getffnet wu@eyftic Pocket”). Die bekannte Flexibilitat von dgigin-C

(s. oben) lasst damit auch diese Mdglichkeit zuti®erung von PPI-Inhibitoren offen.

5.3. Substanzauswahl
Kristallstruktur 3DCG

Die lipophile Haupttasche der Struktur 3DCG wirdnvden Aminosauren Val73, Tyr76, Phe93, 1le95, L&,10
Leul04, Alal07 und Cys112 gebildet. Die Carboxyfpeivon Cys112 und der Phenolsauerstoff von Tyigitea
sich dabei zur Adressierung mittels H-Briicken. Bibsiden Aminosauren Cys112 und Tyr76, sowie dHsraetere
GIn108, sind auch H-Briicken-Bindungspartner gegenidlem;,,SLQy4sMotif (s. Abb. 5-1), auf ihre Adressierung
sollte daher bei der Ligandauswahl moglichst gesiciverden. Die gemischt lipophil-polare Nebentas(dunst
adressiert von Valin) bilden die Aminosauren Tyr7§;79, Lys80, Thr84 und Il€90. In den folgenderbAdlungen
sind die kommerziell erworbenen Molekile nach atar Struktur gruppiert, wobei zur Hervorhebungeatigen

Molekdlteile grau hinterlegt wurden, die laut Danfgpose in der lipophilen Haupttasche binden.
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Abb. 5-5: Die lipophile Haupttasche wird hier Ulsgther-verknlpfte Kohlenwasserstoffe adressiert.
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Abb. 5-6: Diese Substanzen adressieren die Carbapgg von Cys112 mit einer H-Briicke.
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Abb. 5-7: Weitere kommerziell erworbene Verbindumge

Bis auf A2 adressieren alle Verbindungen die lipgpHaupttasche mit einer aromatischen Gruppe.iferdiese
Aromatenn/n-Interaktionen zu Tyr76 aus, da der Phenylring ¥gr/6 eine ,Seitenwand” dieser Tasche darstellt.
Als Beispiele sind in Abbildung 5-8 die BindemodinvA6 und A13 gezeigt (links und Mitte). Zum Vergle ist
rechts die Pose der literaturbekannten VerbinduB@\8 abgebildet (Struktur s. Abb. 1-7, Kapitel 1.2)

Phe93
= Tyr79 /"
//\ > j‘ i
= \
\\()
V 4 N 7

¥
AV}
3

77

Tyr76  y “ LF i
Lo £ RS
kti‘// ' \ - "~
\ A

Abb. 5-8: Links: A6 (Chemscore 43, SFCscore 8.2jtdVlIA13 (Chemscore 41, SFCscore 8.5). Rechts: - BEChemscore 45).

Verbindung A6 bindet laut Docking mit der Naphthylgpe in der lipophilen Haupttasche (Core-Regidgr
mittlere Phenylring von A6 ist dabei ein rigideraspr, der auf der Oberflache zwischen Tyr76 und3yu liegen
kommt und den rechten Molekilteil, das Tetrahydtbalmid, in der lipophilen Nebentasche positiohiddie
vordere Carbonylgruppe des Tetrahydrophthalimiddebidabei H-Briicken zu Tyr76 und Lys80 aus, dietdrie
Carbonylgruppe bildet eine H-Briicke zu Tyr79. Dieid Ligand-Bindungsenthalpie sollte neben der vom
Bindemodus ersichtlichen, guten Oberflachenkomptear@at zur Bindetasche, auch davon profitieresissddas
Molekl relativ rigide ist. Es besitzt nur drei imvbare Bindungen, wobei sperrige Aromaten dereehbBarkeit
weiter einschranken. Auf3erdem kann angenommen werdiass die beiden H-Brucken zur vorderen
Carbonylgruppe des Liganden enthalpisch sehr giisgid: die H-Briicken-Donoren sind acide {pfwa 10) und
die Geometrie ist ideal.

Verbindung A13 (Abb. 5-8, Mitte) bindet mit sein8fHydroxychinolin-Gruppe in der lipophilen Hauptths,
wobei die 8-Hydroxygruppe eine ideale H-Bricke Ziarboxygruppe von Cys112 ausbildet (C-Terminus von
Elongin-C). Das 4-Methylpyridin und der mittlere é?lylring werden T-formig ausgebreitet und Giberspantiabei
einen Teil der lipophilen Rim-Region. Die rechtenBglgruppe bindet schlie3lich in der lipophilen Mekasche.

Beim 2012 publizierten Referenzliganden VE€!5verden laut dessen Dockingpose ganz ahnlichealktienen
mit Elongin-C gebildet (dies ist jedoch noch nidfittels einer Kristallstruktur belegt!). Die Napbtigruppe bindet
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in der lipophilen Haupttasche und geht mit Tyr76eet/n-Interaktion ein, so wie auch alle bisher vorgédtstel
Screening-Hits diesg/n-Interaktion bilden (auf3er Verbindung A2). Der Beheum Tyr76, Phe93 und 1le95 (Rim-
Region) wird vom Indolizin-Baustein und dessen HEthsboxylat-Substituenten bedeckt, wobei die Caylgmppe
des Esters eine H-Briicke mit dem NH-Backbone voe9Bteingeht. Schliel3lich adressiert die Phenongrufie
lipophile Nebentasche und ihre Carbonylgruppe biee H-Bricke zu Tyr79 aus. Darlberhinaus istldgand
VEC-5 wegen seines zweifach acylierten Indolizinu@tkorpers und der Estergruppe vermutlich relaianar und
rigide (Konjugation), sodass bei Ligandbindung kgiofRer Entropieverlust zu erwarten ist. Wie gre@orh die
Rotationsenthalpie ist, um die Naphthongruppe ia lipophile Haupttasche zu drehen, kann nicht sohte
abgeschéatzt werden.

NMR-Strukturmodell 2373, State08

Die NMR-Strukturen unterscheiden sich, wie erwaimtBereich der PPI-Bindestelle. Da es sich um NMBdelle
handelt und die Loop-Region (Ser87 bis Phe93) weBeakverbreiterung nur unzulanglich aufgeklart ward
konntd"“”), sind die Protein-Konformationen vorsichtig alpekulativ* zu bezeichnen. Mit einem ,ideal passeride
Liganden kdnnte es jedoch mdglich sein, eine sdkadr@ormation zu stabilisieren.

Bei State08 gibt es keine lipophile Haupt- und Nedasche, stattdessen liegen die Liganden immerlicieut
vergraben in einer Art ,Bindefurche”“. Beim Screanian State08 wurde nur eine Verbindung zur Bestgllund

Testung ausgewahilt:

: ” 11e95
0 Cys112
\ N NH .
pe 3[0\
07N %‘“‘\w
Asp111 _ Tyri6 -
//ﬁ )
v S =
7 ¥ ,‘ ¢
. % = K> ;ﬁ /g{ J
L7 o laness 7 LrRE0F }

Abb. 5-9: Struktur von Verbindung A22 und Bindemsdaut Docking (Chemscore 34, SFCscore 7.7).

Das Imidazolidindion von A22 stellt gewissermal3eas dKernfragment dar, welches gegenuber Thr38 als H-
Briicken-Donor und gegenuber Lys80 als H-Brickenepkar auftritt. Die 4-Methylbenzyl-Gruppe liegt zghen
Tyr76 (n/m-Interaktion) und der Alkylkette von Lys80. Die 4efthylgruppe wird dabei unterhalb von 11€90 in einem
vergrabenen, lipophilen Bereich positioniert. DeCHlorphenylfuran-Rest wird von den Aminosauren 7Azal
Phe93, 1le95, Leul03, Alal07 umgeben. Das Furamisdem Imidazolidindion Uber eine ungesattigtediing
verkniipft, jedoch besteht keine Information Uber EiZ-Isomerie E-Isomer bei Dockingpose). AuRerdem ist bei
dem abgebildeten Bindemodus eine gewisse Torsiomleanungesattigten Bindung noétig. Der Betrag der be
Ligandbindung aufzuwendenden Torsionsenthalpigeidbch wegen des raumlichen Anspruchs von Furan und
Carbonylgruppe nur schwer abschéatzbar. Es konmjar sein, dass das Molekil aus der Synthese nurlalsmer
anfallt, da bei diesem eine intramolekulare H-Bdickwischen dem Furan-Sauerstoff und dem NH des
Imidazolidindions mdglich ist. In diesem Fall kdantdie vom Dockingprogramm angenommene Ligand-

Konformation nicht eingenommen werden.
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NMR-Strukturmodell 2JZ3, Statel5
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Abb. 5-10: Ausgewahlte Verbindungen vom Screenm&iate15. Rechts: Bmdemodus von A24 laut Doc(@l@msccore 38 SFCscore 8.5).

Verbindung A24 bildet mit ihrer Carbonylgruppe jeeeH-Briicke zu Tyr76 und Lys80 aus. Die 4-Meth@pbn-
Gruppe adressiert in Abbildung 5-10 (rechter Bdveieine lipophile Tasche zwischen Phe93 und IleBid.
beachtlicher Bindemodus wird dabei vom rigiden Biwrinolin-Geriist eingenommen: Es liegt nicht nareiner
grof3en, lipophilen Bindetasche; wahrend die Chm@iruppe die bereits haufig angesprochehelnteraktion zu
Tyr76 ausbildet, werden dessen 8-Methyl- und 2-@Hwliphenyl)-Substituent an zwei besonders tiefjrarenen
Stellen dieser Bindetasche positioniert. Die 4-Mhkthenyl-Gruppe liegt dabei zwischen Leul03 und %3hend
reicht mit ihrer Methylgruppe sogar bis Lys72. Ubberbefindet sich dabei die Aminoséure 11e95. Btabilisierung
dieser Elongin-C-Protein-Konformation mit dem PHehinolin-Gertst, wie hier laut Dockingpose am NMR-
Strukturmodell postuliert, wére auf Grundlage deistéllstruktur wohl nicht denkbar gewesen. Die(frolumige
Bindetasche und ihre mégliche Erweiterung durch4dMethylgruppe bis Lys72 wirde bei tatsachlichdfinitat

ein typisches Beispiel fur eine ,Cryptic Pocket" ¢ben) darstellen.

NMR-Strukturmodell 2373, Statel8

State18 unterscheidet sich von Statel5 vor allethrdh, dass bei Statel5 die Aminoséure Tyr76 (wahdei der
Kristallstruktur 3DCG) die Proteinoberflache in awkeile teilt — bei Statel8 ist Tyr76 stattdessen Phe93
whinibergeklappt” (wie auch bei State08 der Falxmit wird wie bei State08 eine lange, L-férmigen&efurche”
erzeugt. Die folgende Abbildung 5-11 zeigt die Sabsauswahl des vVHTS-Projekts an State18:
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Abb. 5-11: Substanzauswahl nach Screening an 8tatel

Auch hier wirde es zu weit fihren, alle ausgewahMerbindungen mit ihren Bindemodi zu diskutier&ie

Vielfaltigkeit der Adressierung von State18 kaneraimit den folgenden zwei Beispielen verdeutlicktaen:

Abb. 5-12: Bindemodi von A15 (links, Chemscore 463 A19 (rechts, Chemscore 43) als Beispiel.

Die Hexahydrophthalimid-Gruppe von Verbindung Aigmt einen der Verbindung A6 ahnlichen Bindemodins e
(s. Abb. 5-8, links), nur dass hier Tyr76 das Bt Carbonyl adressiert, da Tyr76 bei State18 hnhmten“
geklappt ist. Ein flexibler Ethylspacer positiotigtas 5-Benzyloxyindol-Gerist dann in der groRgroghilen
Tasche, die wie beim State08 hauptsachlich von 3/aPhe93, 11e95, Leul03 und Alal07 gebildet wirdneE
weitere H-Bruicke wird vom Indol-NH zu Thr38 ausddét.

Verbindung A19 (s. Abb. 5-12, rechts) erreicht tlefiirmigen Bindemodus
durch die flexible Benzylanilin-Verknipfung in dilitte des Molekiils. Der\

)

1,4-Diamino-Aromat empfangt dabei mit seinetrSystem eine Chtt
Bindung von Tyr76 und gleichzeitig ist er H-Donoeggniber Phe93
(ebenfalls CHt-Bindung). Der Pyrrolidin-Ring liegt in einem lipbjten
Bereich zwischen 1le95 und Leul03. Die sekundarematische Amino-
gruppe des 1,4-Diamino-Aromaten bildet eine H-Bdicdkum Carbonyl-
Backbone von Val73 (siehe dazu auch Abb. 5-13 nii2 Als Ligand).
Diese Interaktion stellt den grof3ten Unterschiegseli Substanzklasse z
den anderen gefundenen Liganden dar, da mit diekBricke ,am

Abb. 5-13: Dockingpose von A12
Grunde" der ansonsten lipophilen Haupttasche eiemgrabene, polare
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Stelle adressiert wird (ansonsten bildet noch AiesalH-Briicke). Der zweifach Alkoxy-substituierteofat von
A19 und Al2 befindet sich im/n-Stacking mit Tyr76 und empfangt am benzyliertehdetSauerstoff eine H-
Briicke von Lys80. Die endstandige Benzylgruppe »a@8 liegt schlie3lich in einem lipophilen Bereictvizchen
Tyr76, 11e90 und der Alkylkette von Lys80. Aus Althing 5-13 geht aulerdem hervor, dass auch eirBigtdor-
Substitution an der Benzylgruppe giinstige Inteomdn der Chloratome in starker vergrabenen Berriche
ermoglicht.

5.4. Testergebnisse und Diskussion

Mitarbeiter des Instituts fir Virologie Wiirzburghiitien mit den kommerziell erworbenen Verbindungeh-Zssays
durch, um auf eine Blockade von Elongin-C indireltiickzuschlieRen. Von Boris Nowotny wurde hierzuAssay
entwickelt, bei welchem A3G als Fusionsprotein miitem fluoreszierenden Protein (EYFP) und Vif expeit
werden. Die Expression von Vif unterliegt dabeiegiRegulation durch Doxycyclin (+Dox: Vif wird rapriert; -
Dox: Vif wird exprimiert). Normalerweise wird EYFR3G von Vif dem proteasomalen Abbau lber EloBC
zugefuhrt und es wird kein Fluoreszenzsignal geeregd. h. man misst lediglich die Grundfluoreszeneil3er
Balken, -Dox). Wird jedoch die Anlagerung zwischEioBC und Vif durch eine Substanz verhindert, sollt
EYFP-A3G nicht abgebaut werden und damit ein Flsmeazsignal erzeugen (die zu erwartende Signalidtie
durch Repression von Vif ermittelt, weil3er Balkeéi)ox). Drei Beispiele geben die Diagramme aus Ahbig
5-14, sie zeigen von links nach rechts die Typaohfwirksam & toxisch®, ,wirksam & toxisch” und ,isksam &
nicht toxisch im wirksamen KonzentrationsbereichEs gibt auch noch weitere Kombinationen, sowie

konzentrationsabhzngige Ubergénge zwischen diegesnT die hier nicht behandelt werden.
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Abb. 5-14: Drei typische Diagramme, die die koneinsabhéngige Cytotoxizitat (schwarz) und diéréehterhaltung von EYFP-A3G zeigen
(weil3). Maximale Fluoreszenz von EYFP-A3G wird ibwesenheit von Vif gemessen (+Dox), der Vif-indaaeAbbau von EYFP-A3G senkt
dessen Fluoreszenz-Signal (-Dox). Die Toxizitatdeumittels MTT-Assay bestimmt. Die Diagramme wurdlen Boris Nowotny, Institut fir
Virologie, Universitat Wirzburg, zur Verfugung geltit

Dem linken Diagramm (Verbindung A6) entnimmt manegi konzentrationsabhangigen, cytotoxischen Efiékie
Effekt auf den Vif-induzierten EYFP-A3G-Abbau. Dasttlere Diagramm (Verbindung A10) zeigt eine Henmgu
des Vif-induzierten EYFP-A3G-Abbaus (weiRe BalkBluoreszenz-Signal von EYFP-A3G), wobei im MTT-Agsa
gleichzeitig ein toxischer Effekt beobachtet wisgtli{warze Balken). Das rechte Diagramm (Verbindut§)Aeigt
bereits bei der kleinsten Inhibitorkonzentratior(EM) eine Hemmung des EYFP-A3G-Abbaus (Aufredfgiung
der Fluoreszenz), wobei toxische Effekte laut MT3sAy erst ab 40 M eintreten.

Die Verbindungen A4, A5, A11 und A24 zeigten keirigffekt, wahrend alle anderen Verbindungen eineril&ss
auf die EYFP-A3G-Fluoreszenz und/oder metaboligektavitat (MTT-Assay) hatten.
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Einen vergleichbaren Effekt wie A19 erzeugte auvessen strukturverwandtes Derivat A12, sowie dieoWelungen
A7, A13 und A15. Diese Verbindungen fuhrten jedecst bei htheren Konzentrationen (zwischen 10 uhp M)

zu einer Aufrechterhaltung der EYFP-A3G-Fluoresz&ie hemmen demnach auch den Vif-induzierten Abzaw
EYFP-A3G, jedoch weniger potent als A19. Die Vedhing A7 besall bis 100 uM keine toxische Wirkung.
Verbindung A22 konnte wegen Unldslichkeit nichtegeét werden.

Die Verbindung A19 wurde daraufhin in der Arbeitggpe von Dr. Bodem an HI-Viren auf Replikationsheumi
getestet. Die in diesen Assays zunachst gefundemabRetzung der Infektivitdt neu erzeugter Viren jedoch

nicht reproduzierbar.

Diskussion

Beim ersten Zellassay hatten viele Verbindungeereiinfluss auf das gemessene EYFP-A3G-Fluoreszgwats
wobei sich die meisten Fluoreszantworten nicht\siirdeuten lieBen. Wenn ein Uberlagerter, toxisdtffekt wie

in Abbildung 5-14 (mittig) beispielsweise den prademalen Abbau hemmt, die Zelle aber gleichzeitighn
EYFP-A3G exprimiert, wirde ein falsch-positives &bgis entstehen. Auch fuhrt eine Steigerung der
Proteinexpression zu einem falsch-positiven Ergebmobei dies zum Teil an deutlich h6heren Fluareswerten
(> 100%) erkannt werden kann. Eine Hemmung derBXifression wirde ebenso ein falsch-positives Erigebn
erzeugen, ohne dass die Verbindung dabei Elondife€kiert.

Samtliche Substanz-induzierten Effekte, auch tdwascsind prinzipiell auf die getestete Substanz iimd
unbekanntes Angriffsziel zurtickzufiihren. Eine Blad& von Elongin-C kdnnte dabei méglicherweise agicken
toxischen Effekt bedeuten. Bisher ist lediglich ibleet worden, dass die Deletion des Elongin-C Gbas
Grinalgen die Transkription der sog. umgekehrtead&fiholungsregion (Region der DNA, die fir ribostaRNA
codiert) begiinsti§ff®. Doch ob eine der biologisch aktiven Verbindungeer eine Blockade von Elongin-C wirkt,

kann in diesem Zellassay nicht bestimmt werden.

Der zweite Zellassay hatte die Absicht, die von BgeB8G ,vermutlich ausgehende Infektivitditsmindeyuzu
untersuchen. Wie in Kapitel 1.2 erlautert, ist éliest vermutete, antiretrovirale Funktion von Apc®@ inzwischen
umstrittef. Falls Apobec3G keine antiretrovirale Funktionréinmt, ist ein Zellassay zur Infektivitatsminderung
von HI-Viren nicht in der Lage, eine Eloning-C-Hemng zu messen. Allerdings wurde von dem 2012 pigiolen
Elongin-C-Inhibitor VEC-5 eine Infektivitatsminderg beschriebéif!, was wiederumfiir eine antiretrovirale
Funktion von Apobec3G spricht. Bei der InkubatiohVHnfizierter Zellen mit A19 zeigten hier nur mame
Versuchsansatze eine starke Infektivitatsminderudig. Verbindung A19 ist demnach nicht als antireiral

wirksam zu bewerten.

Die bisher vom Institut fur Virologie Wirzburg dingefihrten Zellassays brachten also alle das Rrobié sich,
dass sie zu keiner konkreten Aussage Uber dietgtasVerbindungen fihrten. Ein FRET-basierter fawat je
markiertem Elongin-C und Vif zur direkten PPI-Bestiung wurde zwar entworfen, konnte jedoch nicht
funktionsfahig umgesetzt werden. Es mangelt alshdyian einem selektiven Assay, dessen Messsighgtafierer
Sicherheit die Hemmung der Protein-Protein-Inteoakzwischen Elongin-C und Vif anzeigt. Ob die Viedungen
Al bis A27 an Elongin-C binden, sollte daher dumehitere Experimente (ITC, Surface-Plasmon-Resonanz,

Thermophorese) ermittelt werden.
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6. Zusammenfassung

Die beiden Krankheitserreger SARS-Coronavirus uiWirlis sind bis auf ihnre Gemeinsamkeit, zu den RMifen

zu zahlen, sehr unterschiedlich. Das hochansteek&#&RS-Coronavirus stellte im Winter 2002/2003 eahete
Bedrohung der Menschheit dar, ein pandemischer Wiobltkonnte aber durch strikte Quarantane verhingerden.
Dagegen geschah die Verbreitung des HI-Virus aufjrder langen Latenzzeit und geringen Ansteckungs-
wahrscheinlichkeit nahezu unbemerkt bis in allderder Welt. Die Entwicklung von neuen Wirkstoffgagen die
im Tierreservoir vorkommenden SARS-like-Coronaviterd gegen die unter Menschen verbreiteten HI-Vived
durch multidisziplinare Forschung angestrebt. Digliggende Dissertation ist ein Beitrag aus dempiaaeutisch-
chemischen Forschung und hatte das Ziel, neueiratgiWirkstoffe zu finden und weiterzuentwickeln.

Bei der computergestitzten Suche nach neuen SARSRCH-Inihibitoren wurde zunéchst die strukturell bekinn
Ligand-Bindetasche analysiert, und nach Evaluatiea Dockingprozesses wurden mehrere Screeningpeogek
den Rontgenkristallstrukturen 3E9S und 3MJ5 durfifgé Daflir wurde jeweils eine 200.000 verschigden
Molekiile umfassende Substanzdatenbank durch Doddhgttweise gefiltert, bis wenige hundert Verhinden
Ubrig blieben, die gute Bindemodi aufwiesen. 24éie/erbindungen wurden kommerziell erworben undzammym
SARS-CoV-PP° auf ihre enzymhemmende Eigenschaft getestet. \éon2d Verbindungen riefen 7 eine Stérung
des beim Enzymassay gemessenen Fluoreszenzsignats (Quenching bzw. Eigenfluoreszenz). Letztlicmnte
den beiden inhibitorisch aktiven Imidazolderivai&® und B9 je ein Ig-Wert von etwa 50 uM zugewiesen werden
(s. Abb. 6-1). Das Imidazolscaffold ertffnet damihe neue Substanzklasse zur Inhibition der SARS-EBL,

wenn auch gesagt werden muss, dass diese ,Scradi@iqiur schwache Affinitat besitzen.

O,N 0

B6 B9

Abb. 6-1: Links: Strukturformeln von B6 und B9. Réx Dockinglésung von B6, S4-Tasche mit gebundéflasser als dunkelrote Sphére.

Im praparativ-chemischen Teil des SARS-Projektsdenrim ersten Schritt Struktur-Wirkungsbeziehungerden
bekannten Inhibitoren vom Benzamid-Typ aufgestalliem diese Substanzklasse durch eine Serie endscider
Strukturvariationen um — allerdings Uberwiegendkiive — Verbindungen ergénzt wurde. Eine gute litioib
zeigten dabei die 4-Aminobenzami@eund 9, die IG-Werte von 1.6 uM respektive 1.2 uM erzielten. Blgt
computergestitzter Arbeiten wurde daraufhin versudie Substanzklasse der Benzamide in ihrer A#tnzur
Bindetasche zu steigern, wobei jedoch entgegenEdemrtung immer eine Affinitatsverminderung festgds
werden musste (Kapitel 3.2 und 3.3). Interessantais den Ergebnissen dennoch, dass eine Thiol-@rumpp
2-Position der Benzoesaure (Verbindug@ nicht toleriert wird, wohingegen die Halogendetw 1Gy-Werte
zwischen 9 bis 25 uM erzielten. Aul3erdem zeigteHtiiwrsubstution in der Seitenkette der Amin-Komgae von
Verbindung54 keinen Einfluss auf die Affinitat im Vergleich zueitstruktur2 (ICso = 3 uM), wohingegen die tber
6 Stufen synthetisierte Seitenketten-Hydroxy-stinstite Verbindundgl einen 15-fachen Affinitatsverlust mit sich
brachte. GemaR Docking héatte sich die Hydroxygrupgesal in das H-Brickennetzwerk der S4-Bindetasche
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einfigen sollen. Der Irrtum bei der Vorhersage édfinitat zeigt hier vermutlich die Schwierigkeitlie zur
Desolvatation nétige Enthalpie von polaren LigartdsAen mit der bei Enzymbindung freiwerdenden Epiilealind
der Entropiednderung zu verrechnen.

Die Substanzklassen, die in den Kapiteln 3.4 b& I®schrieben sind, wurden urspringlich beim vilene
Screening als vielversprechende Scaffolds gefun@én.wurden daher aufgegriffen und an die relatikten
Struktur-Wirkungsbeziehungen angepasst, anschlie@emden die Bindemodi der angepassten Strukturitiels
Docking uberpruft und daraufhin im Labor synthetisi Von den dargestellten Verbindungen konntegledi fiir
die racemische Verbindur@i 50% Enzyminhibition, und fir die Verbindud§042% Enzyminhibiton bei 100 uM
Substanzkonzentration nachgewiesen werden. Die@md&rbindungen zeigten keine inhibitorische Aikdits

Die Derivate der Naphthylessigsdure und 2-Naphtoyplansaure (Kap. 3.5) stellten dabei als ,reversada der
Benzamide* die am engsten verwandten Benzamid-Alkiimye dar. Die zunachst als inhibitorisch wirksam
vermutete Verbindung4 filhrte dazu, dass am Computer das DerBitentwickelt wurde, welches anhand
optimierter Interaktion laut Scoring einensk@on deutlich unter 1 uM aufweisen sollte. Die $wse flhrte Uber 5
Stufen zum erwiunschten Derivat, doch es zeigteekBimzymhemmung. Weitere Untersuchungen liel3en dafn
die Unwirksamkeit dieser Substanzklasse schlieR&rbindung 84 ergibt im Enzymassay wegen niedriger
Loslichkeit eine kolloidale Trubung, die durch Ryiohdsorption eine konzentrationsabhéngige Enzymherg
verursacht. Die Zugabe von Tensid (Brij 35) hattear keine Auswirkung auf den Hemmkurvenverlauf bkiwund
somit erschie®4 nicht als ,Aggregator*.

Die mit ,Bleistift und Papier® entwickelte Substdtasse der Isoindoline (Kap. 3.9) fiihrte zur Systheon
Verbindungen, die ein rigideres Gerist mit lediglizwei drehbaren Bindungen besitzen. Tatsachlichnieo
innerhalb dieser Substanzklasse Enzymhemmung tar@etien, obwohl die Prognose laut Scoring zu Agfgegen
die Darstellung dieser Substanzklasse sprach (eslewubisher Molekile mit deutlich hdheren Score-défer
dargestellt). Die Verbindungjl8 erzielt mit einem Ig, von 2.9 uM vergleichbare Affinitat wie das Benzdri Es
wurden weitere Derivate mit der Absicht synthetisielas ,kleine” Isoindolin118 durch Zufligen funktioneller
Gruppen, oder Ringerweiterung zum Tetrahydroisaghinin seiner Affinitdt zum Enzym zu steigern. Bée
Derivate besalRen zwar alle schlechtere Affinitéaghdkonnte beim Vergleich von Verbinduag4 mit 2, 13, und

118eine interessante Beobachtung gemacht werdehe(aigch Kap. 3.9.2)

A ok

H 124
33uM 10 - 20 uM
. o
Ccr
N N
H 13 H 118
60 uM 29uM \

Abb. 6-2: Links: Ubersicht {iber die zur HotspotHRission relevanten Inhibitoren mit 4C Rechts: Kristallstruktuf 3E9S mit gebundenem
Inhibitor (orange). Uberlagert sind die Dockingposen 118 (blau),124 (griin) und der mit GRID berechnete Methyl-Hotsfapaues Netz).

Die Methylgruppe im linken Molekilteil der Inhibiten (Abb. 6-2) fihrt beim Benzamid-Scaffold zu eine
20-fachen Affinitatserhéhung, beim Isoindolin-Scéddf jedoch zu einer 5-fachen Affinitatserniedrigurigaut

Docking liegen beide Methylgruppen von Verbinduggund 124 in dem von GRID als Methyl-Hotspot
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beschriebenen Bereich. Diese beim Benzamid-Scafielnbachtete Affinitatssteigerung durch Substitelerih 2-
Position (bspw. Methyl, Nitril, Halogen) kdonnte &udadurch erkléart werden, dasstho-Substituenten den bei
Ligandbindung aufzuwendenden Betrag an Torsionadmith verringern (die sterische AbstoRung zwingt di
Carboxamidgruppe aus der Aromatenebene). Dagegsitztbelas rigide Isoindolinl18 bereits im energie-
minimierten Zustand die zur Bindung nétige Konfotima, und die Adressierung des Methyl-Hotspots Hurc
Verbindung 124 wirkt sich — entgegen der Erwartung — affinitatsnimdernd aus. Es ist also mit den rigideren
Isoindolinen gelungen, die lipophile Wechselwirkurder ortho-Methylgruppe von der intramolekularen
Konformationsbeeinflussung zu trennen.

SchlieBlich wiesen die zur kovalenten Inhibitiomgehten Aziridinel55 156 und157 keine Enzymhemmung auf.

Bei der Suche nach einem Wirkstoff gegen HIV-1 veudle neue Zielstruktur Elongin-C zur Inhibitionrdi
niedermolekulare Liganden ausgewahlt. Vier virei@kcreeningprojekte an den Strukturen 3DCG und 2ii3en
zur Bestellung von 27 Verbindungen. Die vom Viragmipen Institut Wirzburg durchgefiihrten Untersugam
lassen noch keine abschlieRende Beurteilung deebBigse zu, und der bisherige Zellassay wird noatthd
spezifischere Methoden zur Bestimmung einer Ligardiing an Elongin-C erganzt werden. Falls es gtlieiger
der Verbindungen Elongin-C-blockierende Aktivitaé&chzuweisen, sind aufgrund des Eingriffs in einelful&ren
Mechanismus neben der anti-HIV-Wirkung noch weitgnarmakologische Effekte denkbar, und das theteobe

Potenzial eines solchen Stoffs kdnnte in zuklnftigeperimenten erforscht werden.

Schlussfolgerung

Im Rahmen der computerbasierten Arbeiten sind nmehvingel bzw. die Grenzen der Modelling- und Dagki
Programme aufgefallen: Kraftfeldbasierte Energiemierungen fiihren bei unsubstituierten aromatischen
Aminogruppen zu falschlich coplanarer Geometrie andh bei acyliertem Anilin werden coplanare Geoimet
angenommen, die nicht in Einklang mit der Wirklieftkstehen. Bei der 2,6-Dimethyl-substituierten biledung106
(Abb. 3-28) konnte lediglich das TAFF-Kraftfeld debiederwinkel zwischen Amid- und Aromatenebene
realitdtsnah beschreiben. Wenn auch solche vom\dedichkeit abweichenden Geometrien von den Enkigm
der Kraftfelder vielleicht bewusst in Kauf genommeuarden, sollte der Anwender diese Beschrankungerirdest
bei der Erstellung energieminimierter Konformatiome Hinterkopf behalten.

Die fehlende Affinitat der literaturbekannten Verthungena und d (s. Abb. 2-19) lie3 sich mittels Docking und
Scoring nicht erklarera undd unterscheiden sich von der bindenden Leitstrukturdurch eine Verlangerung einer
Methylgruppe zur Ethylgruppe an zwei Stellen im Btall und erhalten nach Docking glinstige Bindemaitliguer
Bewertung. Da es sich um nahe Ligand-Protein-Wéwirs@ingen handelt, kdnnte man vermuten, dass die b
Raumtemperatur vorhandene Eigenbewegung die Komifdexg aufgrund Repulsion verhindert (d. h. eine
Bindung wére auch entropisch sehr ungiinstig). Himdble Behandlung von Aminosdureresten ist vagsdim
Hintergrund sogar kritisch zu betrachten, da dderilfle Aminosauren bei ,zu groRen® Liganden im Ring
ausweichen kénnen und damit noch mehr Ligandenndefu werden, die vom Dockingprogramm als ,passend”
bzw. hochaffin beschrieben werden.

Weiterhin ist die Eignung der verwendeten Scoringfionen (Chemscore, ChemPLP) zur computergeleitete
Strukturverbesserung fraglich. So fiihrten alle I8tvariationen zu einem Verlust an Affinitat, obwdaut Scoring
eine deutliche Affinitatssteigerung erwartet wurBa. diese Variationen in der Absicht vorgenommemden, die

Anzahl der H-Briicken zum Protein zu erh6hen undedgolare Gruppen in die Wirkstruktur eingefuhrtrden,
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besteht dabei die grundzsétzliche Schwierigkei, Beitrage von Desolvatationsenthalpie, Entropiegewnd
Ligand-Interaktionsenthalpie richtig abzuschatzgibglicherweise wird die Ausbildung weiterer H-Brigek auch
deswegen im Scoring Uberbewertet, weil die Scounktionen an publizierten Ligand-Enzym-Komplexesiniert
werden, die Uberwiegend hohe Affinitaten aufweis&ine Verbindung wie6l, die trotz der mdglichen
Positionierung ihrer Hydroxygruppe in ein H-Bricketzewerk einen starken Affinitatsverlust erfahradtjvity
cliff), wird wohl eher nicht mit Protein cokristiiert und als Rontgenkristallstruktur mit zugeigér
Bindungskonstante verd6ffentlicht werden. Mdoglicheise entziehen sich dadurch Strukturvariationen mit
affinitatsvermindernden ,activity cliffs* einer distischen Berucksichtigung (,publication bias“)dudie Erh6hung

der Anzahl von H-Briickenbindungen zum Enzym wirdlbder Affinitdtssteigerung Uberbewertet.

Wie in Kapitel 2.5.3 gezeigt wurde, konnten die iBwfunktionen die Affinitaten von 20 publiziertdBenzamid-
Inhibitoren &uf3erst gut vorhersagen (R2= 0.6 b Ond auch fur das Isoindolitil8 gelingt die Vorhersage der
Affinitdat mit einem Fehler von 0.5 bis 1.5 pjcEinheiten noch relativ gut (abh&ngig von Einstefien beim
Docking). Dessen Chemscore-Wert von 43 wirft jedaegrei Fragen auf: Wo soll der Score-Cutoff bei aine
virtuellen Screeningprojekt gesetzt werden, um rniegeaScaffolds nicht zu Gibersehen? Sind Scorinigfanen, die
zur Vorhersage der Affinitat tatséchlich bindendiéslekile entwickelt wurden, Uberhaupt geeignet, ianeinem
virtuellen Screeningprojekt eingesetzt zu werden?

Die erste Frage kann mit Blick auf die hohe AnzahlMolekilen mit Chemscore > 43 (500, s. Abb. 2{2ap.
2.5.5) dahingehend beantwortet werden, als daksdgc Cutoff nach der Geduld des Auswerters rictdet die
entsprechend grofRe Trefferliste dann sorgfaltigcldsehen muss. Die bei dieser Arbeit willkiirlich esetzten
Cutoffs (etwa Chemscore > 43) wurden so gewahhs deenige hundert Molekile zur visuellen Auswertaig
Treffer erhalten wurden. Im Nachhinein héatte detoffu(zuféllig) ausgereicht, um damit das Isoindoli18 zu
finden, wenn es im Datensatz enthalten gewesen Wége unterstreicht die Wichtigkeit der visuell&énalyse einer
groRen Trefferliste, die bloRe Auswahl nach hohemar&ist nicht sinnvoll. Denn vor allem die in diesArbeit
synthetisierten Verbindungen haben gezeigt, wieigveaverlassig der Score-Wert wird, wenn man di@Zenid-
Inhibitoren vergréRRert oder von diesem Scaffold @ioht. Eine mdgliche Umgehung eines zu starkenlissés der
Anzahl der H-Bricken auf den Chemscore-Wert korrgeder Auswertung eines Screeningprojekts geschehe
indem man ein Clustering nach der Anzahl der H-Beiacdurchfihrt. Ein Vergleich von Bindemodi erfoliginn
nur innerhalb eines Clusters und diejenigen Liganah wenigen (ein oder zwei) H-Briicken-Interakéontreten
aus der Menge der Molekule mit komplexeren Bindeirhedvor.

Eine Antwort auf die zweite Frage liefern die beiderfolgreichen virtuellen Screeningprojekte vorpKel 2.5.5:
Der HTS-Hit von Ratia et &% konnte durch Docking von 50.000 Verbindungen dafZ8 sortiert werden und das
Screening der Specs-Datenbank ergab als ,echteffefralie schwach inhibitorisch wirksamen Imidazol-
Verbindungen B6 und B9. Dennoch koénnte es zukungigssichtsreich erscheinen, eine Scoring- bzw.
Rescoringfunktion speziell fur virtuelles Screening entwickeln: Diese erhebt dann nicht den Andprdceie
Ligand-Bindungsenthalpien mdglichst exakt vorheages, sondern bindende von nicht-bindenden Molekile
unterscheiden. Dazu missten alle ,hoch scorendesffef eines VHTS-Projekts mit nachweislich fehlendozw.
sehr geringer Affinitat (bspw. die Trefferliste vaarwahnten vHTS der Chembridge-Datenbank) in it@alemodi
und Interaktionen untersucht werden, damit die @elfiir die falschlich gute Bewertung erkannt undadénin

behoben werden kénnen.
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7. Summary

The two pathogens SARS-coronavirus and HI-virus both RNA-viruses, but with completely different
etiopathogenesis. While the highly infective SARBemavirus posed an acute threat for mankind duwirger
2002/2003, strict quarantine prevented the pandemibreak. In contrast, pandemic spreading of theilds is
going on largely unnoticed for several decades, tdus long period of latency and comparativelyvlcate of
transmission. The development of new antiviral dragainst SARS-like-coronaviruses (still commoramimals,
such as bats) and the HI-virus is a major task wfidisciplinary research. This PhD thesis is atdbntion to this
research from the medicinal chemistry view. Theeotiye was to find and develop new ligands for @iret involved
in the replication of the two viruses.

The computer-aided search for new SARS-CoV“Pinhibitors began with the analysis of the strualiyrknown
ligand binding pocket. After evaluation of the dok process, several virtual screening projectsewssrformed
with the X-ray structures 3E9S and 3MJ5. Therefar@nolecular database containing 200,000 commeyciall
available compounds was filtered stepwise by dagkimtil a few hundred compounds with good bindingdes
were left. Of these, 24 compounds were purchasddested for enzyme inhibition against SARS-CoV*PIThe
fluorimetric assay was affected by 7 of the 24 coumuls (quenching or fluorescence), and finally sgoeening
hits, the imidazole derivatives B6 and B9, werenfbio be active with 1§ values around 50 uM (Fig. 7-1).
Although the affinity is very low, this imidazoleaffold opens up a novel class of substances gisgjanhibitory

activity against SARS-CoV-PL°.
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Fig. 7-1: Left: Structures of B6 and B9. Right: Ry solution of B6, S4 pocket with bound wateipgesented as red sphere).

In the preparative chemical part of the SARS pipjist structure-activity relationships were sgt by amending
the literature-known benzamide inhibitors with ngwlynthesized derivates bearing decisive variatidinese led
mainly to loss of activity, but with this informati the prospective course regarding structuraktiaris could be
planned. In a computer-assisted development proeffests were undertaken to increase the affinifytle
benzamides, but against all odds each of the ssiik compounds displayed lower affinity (chap®&&and 3.3).
Nevertheless, some synthesized compounds leadet@sting results: Compour®Y has a thiol group in position 2
at the benzoic acid, which seems to prohibit bigdialthough a substituion of this position was paeswith
halogens leading to Kgvalues between 9 and 25 uM. Furthermore, sulistitwtf the side chain (amine part of the
benzamide) with fluorine (compouri) had no influence on affinity, compared to thedlstructure?. In contrast,
the side chain hydroxylated compou6dl led to a 15-fold loss in affinity. According toehdocking results, this
hydroxy group should fit well into a network of Hxiids and water molecules at the S4 binding sites &inor in the
prediction of the affinity might represent the deage of charging the desolvation energy of paigarid atoms

against the energy of newly formed H-bonds ancttange in entropy.
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The substance classes of chapters 3.4 to 3.8 wigieadly found during virtual screening: The praginig scaffolds
were selected and thereupon modified to fulfill @peite strict structure-activity relationships. éftsuccessful
docking, molecules were synthesized in the labtastkd for enzyme inhibition. Only the racemic coonpd68 and
compound 100 have shown 50%, respectively 42% inhibition at @0 substance concentration. All other
compounds displayed no inhibitory activity.

The derivatives of naphthyl acetic acid and 2-nayhpropionic acid (chapter 3.5) are structuralhe tclosest
analogues to the benzamide inhibitors, as theybeanonsidered as “reverse amides”. Initially comub84 was
supposed to be active, because in the assay iaghenzyme inhibition of SARS-CoV-PE. Consequently, a
more complex and optimized molecule was designeangound94 should interact with more H-bonds and was
predicted to have an §gvalue of lower than 1 uM according to docking aedring. Synthesis led to the desired
molecule over 5 steps, but it was inactive. Themther investigations were able to discard the ragsion of 84
being active through specific enzyme-ligand bindi@gmpound4 is poorly soluble in assay buffer and precipitates
as a colloid when diluted into the assay solutibime adsorption of protein on the colloid causesdiecentration
dependent enzyme inhibition. Addition of tensiderij(BB5) had no influence on the progress curve #mas
compound34 was not identified as an “aggregator” initially.

With “pen and paper” the next substance class veagyded: A more rigid scaffold only containing twatatable
bonds and ideal geometry due to a pyramidal nimogas considered as an intriguing new scaffold.rdfoee, in
chapter 3.9 the synthesis and testing of this dine scaffold is discussed. Indeed, isoindoliris displays
inhibitory potency comparative to the benzamidahitbr 2 (IC5o = 3 uM), despite only one H-bonding interaction
and a not very promising score value (all desigmetecules score much higher). Further derivativite additional
functional groups as well as ring extension totatg/drosisoquinoline were synthetically realiziedt the affinity of
the small isoindoline compourid.8 could not be boosted. Comparison of the affiniiesompoundL24 with 2, 13,

andl18revealed an interesting discovery: (also see en&n9.2)

o [

124
33uM 10 - 20 yM
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cr
N N
H 13 H 118
60 uM 29 uM \

Fig. 7-2: Left: Relevant inhibitors (with k) for hotspot discussion. Right: Crystal struct@E9S with bound inhibitor (orange). Additionally
shown are the docking posesldf8 (blue),124 (green) and the methyl hotspot (gray mesh), whiak calculated by GRID (chapter 2.3).

The methyl group in the “left part” of the molecsil@-ig. 7-2) leads to a 20-fold increase of af§init the benzamide
scaffold. However, the isoindoline loses affinitffddd by attaching this methyl group to the scatfohccording to
the docking results, both methyl groups of compauhdnd124 are placed into the hotspot region (Fig. 7-2, tigh
gray mesh, calculated with GRID). In the benzansidaffold, manyortho-substituents (e.g. methyl, nitril, halogen)
increase the affinity of the ligands, which could éxplained either by the substituent addressiig lifpophilic
hotspot, or possibly by decreasing the torsionalistupon ligand binding (benzamides witttho-substituents are

not planar and thus are closer to the binding aomd¢ion). In contrast, the rigid isoindolirid 8 is already in the
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binding conformation at its energy minimum and fois reason cannot profit from the methyl groupe Thethyl
group of124, being able to bind at the methyl hotspot, suipgiy leads to a decrease of affinity. This giveagon
to doubt the positive aspect of addressing thatgwdt In conclusion, with the isoindolines it wasgible to separate
the lipophilic interaction of thertho-methyl group from its intramolecular influence the ligand conformation.
Finally, the aziridinesl55 156 and 157, which were designed as covalent inhibitors, did display inhibitory
activity.

In the HIV project elongin-C was chosen as a nageiaprotein and small molecules were searchedhibit the
protein-protein interaction interface of elonginfaur virtual screening projects (protein strucsB®CG and 2JZ3)
led to 27 commercially available compounds. Theiltesof the cell assays performed by the Institft®/irology,
Wuerzburg, do not yet allow a concluding judgensamd will be extended through further investigatibrone of the
compounds displays elongin-C blocking activity, exa¥ pharmacological effects besides the anti-HiWoa should
be considered, as elongin-C is part of the celluteechanism. Thus, further experiments could exphie

therapeutic potential of a drug blocking celluliomgin-C.

Conclusion

Within the computer-based work several deficitdhef modeling- and docking-programs were noticedfoP@ing
force field energy minimizations, the unsubstitus@matic amino group is erroneously set planad, acylated
aromatic amines are assigned coplanar, regardieaglifiiedral angle between the aromatic ring andatiéde.
Concerning the 2,6-disubstituted compourb (Fig. 3-28), only the TAFF force field describégtdihedral angle
(aromate-amide) correctly. Even though these dralkban the parametrization of the geometries wecepted by
the force field developers, the user has to be ewarthese inconsistencies between energy minimézet real
conformation.

The absent affinity of the literature-known compdsia andd (Fig. 2-19) could not be explained by docking and
scoring: Regarding the benzamide inhibitors, inectompounds andd only differ in the elongation of a methyl
group to an ethyl group, and according to dockind scoring, these compounds should have high ffiAis the
ethyl groups are quite near to the protein surfaoe, could speculate that the proper motion ofetiieyme and the
ligand hinders complexation due to repulsion (herchigher loss of entropy would occur upon bindlinkgainst
this background, docking with flexible amino acidies chains in virtual screening projects has tobbé&anced
precisely, because in general the program wouktdté more “too big” molecules by adjusting thetgirocavity.
Furthermore, the suitability of the applied scorfugctions (Chemscore, ChemPLP) for computer-assifgand
optimization has to be questioned. All structuratiations led to a loss of affinity, although pustito scoring an
improvement of affinity was expected. As these atéons intended to increase the binding enthalpynbyeasing
the number of H-bonds to the protein, polar atoresewincorporated in the molecules. Binding of patms is
basically problematic, as they are solvated belfoneing and, thus, the calculations have to de#h Wie already
mentioned difficulties of estimating the energydefsolvation, the gain in entropy, and the energgenfly formed
H-bonds to the protein. Possibly, formation of lfigrt H-bonds is overrated by the scoring functidresause scoring
functions were trained with published ligand-enzyroenplexes, which show mainly good interactionspeetively
optimizations within one structural series. A compa like 61, that suffers from a big loss of affinity despite
hydroxy group fitting into a network of H-bonds,ght probably never be cocrystallized with proteind, thus the

compound will not show up in the protein databa#é s binding mode and affinity. In that way, serstructural
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modifications (like increasing the number of H-bemwith the effect of decreasing affinity) could wymatically get
lost by statistical analysis of published data @ieation bias”). As a consequence, affinity préidic is influenced

by high affinity complexes.

As shown in chapter 2.5.3, the scoring functionsewable to predict the affinities of 20 publisheenbamide
inhibitors very precisely (R? = 0.6 - 0.7) and afeo the isoindolinel18 the affinity prediction turns out to be
acceptable, with an error of 0.5 to 1.5 gHdnits (depending on the set up of docking). Thisipound’s chemscore
value of 43 raises two questions: What cutoff iarecshould be chosen to not overlook novel scadfatda virtual
screening project? And secondly: As scoring fumstiavere trained to predict the affinity of bindiagd not non-
binding, are they actually suited for filteringaade database of mostly non-binding molecules?

The first question can be answered in regard tchipe number of molecules with Chemscore > 43 (5@@, Fig.
2-22, chapter 2.5.5). Visual inspection of all iggposes of a large hit list is a crucial, but timoasuming step and,
thus, the hit list size depends on the endurandbeo$cientist. In this work, score cutoffs weresdm arbitrarily to
result in hit lists of a few hundred different moldes. Retrospectively, the cutoff in the above tiomed screening
project would have selected the isoindolirie3 for visual inspection (incidentally), if the compad had been in the
database. This emphasizes the importance of wsirapecting a large hit list — the selection ofyothe highest
ranked compounds, misguided by the aspiration s¢adiering a correctly predicted compound with “naontar
affinity”, is unwise. Especially the synthesizedwmounds in this work have shown how unreliablesit@re turns, if
the benzamide inhibitors are increased in sizetifiuped”), or if the scaffold is varied. The inflnee of the number
of H-bond interactions on the score could be cireemted by clustering all hit ligands in regard histnumber.
Then, only binding modes with similar number of biRld interactions are compared and molecules wigharrtwo
H-bonds are not overruled by more sophisticatetttgpand thus higher scoring molecules.

The second question is answered by the two suedessfial screening projects of chapter 2.5.5:i&Rat al.’s HTS-
Hit!*® was ranked on position 8 by docking the 50,000 mmmds containing library, which Ratia initiallyagsfor
roboter-assisted HTS. The second successful sag@ndject yielded the two active imidazole derives B6 and
B9. As scoring functions predict binding free engeripe inference is correct, that low scoring isnparable to non-
binding. Nevertheless, designing a scoring funcgiarticularly for virtual screening could be a pisimg task. Such
a scoring function should not be focused on predjdhe correct affinity, but on differentiationtieen binding and
non-binding molecules. For this purpose all higbrstg molecules of a virtual screening project wirifiable
inactivity (e.g. the hit list of the above mentidnértual screening of an initially roboter-assiéstdTS) should be
precisely analyzed. When the reasons for erronbals scoring are identified for each singular cabke, docking

and scoring process might be improved more efftbjen the future.
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8.  Experimenteller Teill

8.1. Enzymatischer Assay

Der fluorimetrische Enzym-Assay wurde in einem Finneter des Typs Cary Eclipse (Firma Varian) miies 96-
Well-Mikrotiterplatten bei 25 °C durchgefiihrt. Bei8creening wird eine Inhibitorkonzentration von 10@ im
Assay als Duplikat angesetzt. Zur Bestimmung defefRaz-Enzymaktivitat wird statt Inhibitor nur DMSO

zupipettiert. Verdiinnungsreihen werden ebenso iplikat angesetzt.

Anregungswellenldnge: 360 nm

Detektionswellenlange 460 nm

Substrat: Z-Arg-Leu-Arg-Gly-Gly-AMC als Acetat-SalK,, = 850 uM
Substratlésung: 1 mM in DMSO (0.849 mg/ml)

Enzym: SARS-CoV-Papain-like-Protease in Enzymguff

Enzympuffer: 20 mM Tris-Puffer pH 7.5 mit 0.1 mMDEA, 1 mM DTT und 200 mM NacCl
Assaypuffer: 20 mM Tris-Puffer pH 7.5 mit 0.1 mNDEA und 200 mM NacCl

Pipettierreihenfolge Screening: 170 pl Puffer, 1&pzymldsung, 10 pl Inhibitor 2 mM, 10 pl Subsiiating
Pipettierreihenfolge Verdunnungsreihe: 175 pl Ruff@ pl Enzymlésung, 5 pl Inhibitor, 10 pl Sub#tisung

Es wird pro Well ein Gesamtvolumen von 200 ul ddral

8.2. Gerate und Materialien

NMR-Spektroskopie

NMR-Spektren H, **C, DEPT, HHCOSY, HMQC, HMBC) wurden an den GerdBenker Avance 400 (Wiirzburg
und Toronto) sowie Varian Mercury 400 (Toronto) gafommen. Als Lock-Substanzen und Referenz fiur die
chemische Verschiebung (ppm) dienen die Signaleveevendeten Losemittel. Die Multiplizitat der Sade wird
durch die gangigen Abkirzungen wiedergegeben:limeit, s = Singulett, d = Dublett, t = TriplettqQuartett, m =
Multiplett, dd = Dublett von Dublett, ddd = Dubletbn Dublett von Dublett (usw.). Die Signalzuweiguder

Protonen und Kohlenstoffkerne erfolgt unter Zulmilame von 2D-Korrelationsspektren.

Infrarotspektroskopie

FT-IR-Spektren wurden an dem Gerat Jasco FT/IR-6ffenommen, das als Messtechnik die abgeschwachte
Totalreflexion (ATR) niitzt.

Schmelzpunkte

Die Schmelzpunkte wurden an den Messgeraten SSi4P10 oder Mettler FP51 in offener Kapillare gereesgnd

wurden nicht korrigiert.



-135 -

LC-MS-Analytik

Als LC-MS-Anlage wurde das LC-MS-System 1100 vonilédgt mit lonenfalle verwendet. Es besteht aus den
Komponenten Degasser, BinPump, ALS, DAD und MSDpT®&. Bei Reinheitsbestimmungen wurde im HPLC-
Chromatogramm die Flache des Substanzpeaks (U\aBigndas Verhaltnis zu den restlichen Peaks geset

Saule: Phenomenex Gemini 54 C18 110A (150 x 2.00 M)

Mobile Phase A: 0.1% Ameisenséaure in Wasser

Mobile Phase B: 0.1% Ameisensaure in Methanol

Verwendete LC-MS-Methoden:

Methode 5% B: Flussrate: 0.3 ml/min Methode 5BshortFlussrate: 0.4 ml/min
Zeit [min] % B Zeit [min] % B
0 5 0 5
3 5 10 100
10 100 13 100
13 100

Methode Gem3: Flussrate: 0.3 ml/min Methode Gem4: Flussrate: 0.4 ml/min
Zeit [min] % B Zeit [min] % B
0 30 0 60
7 100 5 100
10 100 8 100

Methode Gemb5: Flussrate: 0.4 ml/min Methode Gem6: Flussrate: 0.3 ml/min
Zeit [min] % B Zeit [min] % B
0 30 0 50
1 30 1 50
15 100 15 100
18 100 18 100

Methode Gem7: Flussrate: 0.3 ml/min Methode Gem8: Flussrate: 0.3 ml/min
Zeit [min] % B Zeit [min] % B
0 15 0 65
1 15 1 65
12 70 10 100
13 100 13 100
16 100

Dunnschichtchromatographie

Fur die Diunnschichtchromatographie wurden DC-Fifign aus Aluminium verwendet, Schichtdicke 0.2 mm
Kieselgel 60 (,Alugram Xtra Sil G/U},‘, Firma Macherey-Nagel). Die Detektion von Subgtm erfolgte durch

die Fluoreszenzléschung bei 254 nm, Eigenfluorestemi 366 nm, Anfarben mit lod-Dampf, oder Eintaarchn
Kaliumpermanganat-L&ésung.

Saulenchromatographie

Bei der Saulenchromatographie wurde als Fullmdtéiaselgel 60 ,M* (KorngréRe 0.040 - 0.063 mm) von

Macherey-Nagel verwendet. Die Zusammensetzungehadgmittel sind in Volumenteilen angegeben.
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Losungsmittel

Die Losungsmittel Diethylether, Pentan, Petroleti@clohexan, Ethylacetat, Dichlormethan, Acetod iethanol
wurden von der Chemikalienausgabe Wirzburg in dedrigsten erhaltlichen Reinheit bezogen und durch
Destillation am Rotationsverdampfer von schwerftigdn Verunreinigungen befreit. Die Losungsmittelefonitril,
Toluol, Chloroform, THF und DMF wurden in der Regitsstufe p.a. bezogen. Absolutes THF wurde durch

Trocknung Uber Natrium erhalten.

Reagenzien

Eingesetzte Reagenzien wurden entweder direkt eanFitmen Sigma-Aldrich, Alfa Aesar, Acros und Meroder

von den Bestanden der Chemikalienausgabe Wirztanaglen.

8.3. Allgemeine Methoden

Vorschriften Aa und Ab: Amidbildung aus Saurechloriden (2-Phasen-System)

Zur Amidbildung aus Saurechloriden wird eine abgasedte Vorschrift nach Schotten-Baumann angewerdet.
Becherglas werden in 50 ml Diethylether 1.0 eq. Agelost, 10 ml 10%ige Natriumcarbonatlésung hienadpen
und daraufhin unter schnellem Rihren etwa 1.1 efj.3Saurechlorid langsam zugetropft. Dabei ergsim@nzwei
Mdglichkeiten der Aufarbeitung:

a) Das gebildete Amid ist in Diethylether schlechtlittis und fallt aus. Der komplette Ansatz wird Ulgéne
Glasfritte abfiltriert, mit 2 ml Diethylether undk2.0 ml Wasser nachgewaschen und der Filterriicltstan
evakuierten Exsikkator Gber Schwefelsaure getrackderschrift Aa)

b) Das gebildete Amid ist in Diethylether merklich lioh. Dann werden zum Ansatz 10 ml Ethylacetat
gegeben, die wassrige Phase abgetrennt und dieniscga Phase 3x mit 10 ml halbgesattigter
Natriumhydrogencarbonatlésung gewaschen. Nach Testlder organischen Phase Uber Natriumsulfat

wird das Lésungsmittel i. Vak. entfernt/drschrift Ab)

Vorschrift Ac: Amidbildung aus Saurechloriden (1-Phasen System)

Zu 5 ml THF werden mindestens 2.0 eq. Amin gegebehunter Rihren 1.0 eq. Sdurechlorid zugetropftedhalb
weniger Minuten fallt ein Teil des Amins als Hydhbarid aus. Nach 2 Tagen wird der Ansatz zu 30 @bV
Salzsaure gegeben und mit 30 ml Ethylacetat exrahbie organische Phase wird mit je 20 ml halkgeager
Natriumhydrogencarbonatldsung und gesattigter Nachloridlésung gewaschen, tUber Natriumsulfat gkimet

und i. Vak. von Ldsemittel befreit. Der erhaltereststoff wird aus einem geeigneten Losungsmittedrigtallisiert.

Vorschrift B: Einfuhrung der Boc-Schutzgruppe

In 50 ml Dioxan-Wasser Gemisch (2:1) werden zue@teq. Amin geldst und unter Rihren 1.1 eq. Bobyalnid
zugegeben, danach werden langsam 2.0 eq. NaOHdeigeben. Falls es sich bei der Aminkomponente uma ei
Verbindung mit zusétzlicher Carbonsaurefunktiond®in werden zur Neutralisation der letzteren issget 3.0 eq.

NaOH einsetzt. Die weitere Aufarbeitung ist im Spken beschrieben.
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Vorschrift C: Amidbildung mit DCC

In einem geeigneten Losungsmittel werden 1.0 egb@saure und 1.1 eq. HOBT-Hydrat geltst, wobeildieeq.
HOBT-Hydrat in Bezug auf die molare Masse des wassen HOBTs (135.1 g/mol) als 1.43 eq. zu berechsind,
da das HOBT-Hydrat etwa 12% Wasser (w/w) enthalinMihlt den Ansatz im Eisbad, gibt 1.1 eq. DCCeunt
Ruhren zu und lasst dann auf Raumtemperatur erwérNech 15 Minuten wird 1.0 eq. Amin zugegeben bad
Raumtemperatur ein Tag gerihrt. Ausgefallener Datyexylharnstoff wird abfiltriert. Die weitere Aufiaeitung des

Filtrats erfolgt wie im Speziellen angegeben

Vorschrift D: Amidbildung mit DIC

Es werden in 1 ml THF 1.2 eq. Carbonsaure sowieef).7JHOBT-Hydrat gelést, der Ansatz daraufhin inskiad
abgekihlt und unter Rihren 1.2 eq. Diisopropylcdiibud zupipettiert. Nach 30 Minuten wird 1.0 eqm#
zugegeben, der Ansatz aus dem Eisbad genommenisirmlirn nachsten Tag gerthrt. Das Losungsmittel wird
Vak. entfernt, der Rickstand in 5 ml Ethylacetdbgeund 3x mit 2 ml 10%ige Natriumcarbonatlésumgvgschen.
Die organische Phase wird Uber Natriumsulfat gé&tmet und daraufhin i. Vak. von Lésungsmittel beafré&ie

weitere Aufarbeitung erfolgt wie im Speziellen aggken.

Vorschrift E: Photobromierung nach Wohl-Ziegler

Das Methylbenzolderivat wird in 30 ml Tetrachlorimet geldst und je Methylgruppe, die zu bromiergreisva 1.0
eg.N-Bromsuccinimid zugegeben. Die Suspension wird Rirokfluss erhitzt und dabei von der Seite mit elt&0
Watt Gluhbirne bestrahlt, die im Abstand von 1 camzRundkolben angebracht ist und zur Lichtbiindelmig
einem Schirm aus Aluminiumfolie versehen wurde @ictt, die Lampenfassung muss seitlich und nicletrtoddb
der Lampe/Heizpilz liegen, da sonst Fassung undeKaberhitzen). Alle 30 Minuten ist eine Reaktiomskolle
mittels DC durchzufihren. Nach ein bis vier Stundgrdie Reaktion meist ausreichend vorangeschr{geSpots,
Eduktspot im DC am schwéachsten und besitzt i. Adlgn groRten RWert, es folgen monobromiertes Dimethyl-
benzolderivat und mehrfach bromierte Verunreiniggmg Zur Aufarbeitung wird der Ansatz 3x mit 30 Yihsser
und 30 ml gesattigter Natriumchloridldsung gewaschgie organische Phase wird Gber Natriumsulfatogénhet
und i. Vak. von Tetrachlormethan befreit. Die brerten Nebenprodukte besitzen dem Produkt sehrchlenk-
Werte, daher muss der erhaltene Riickstand durchmmaéibe Séaulenchromatographie (nur Petrolether dater

Gemisch mit Ethylacetat) aufgereinigt werden.

Vorschrift F: Dialkylierung primarer Amine mit Bis( brommethyl)benzol-Derivaten (Isoindolin-Synthese)

Zu 30 ml Toluol werden 1.0 eq. primares Amin und2X® eq. Triethylamin pipettiert, sowie 1.0 - 1.2. eq
Bis(brommethyl)benzol-Derivat hinzugegeben unddiiie Stunde zum Rickfluss erhitzt. Zur Aufarbeitwigl das
Toluol weitgehend i. Vak. entfernt, der Rickstand3D ml Ethylacetat aufgenommen und 2x mit 30 n¥boifer
Natriumcarbonatlésung, dann mit 30 ml gesattigtatriimchloridldsung gewaschen. Die organische Phask
Uber Natriumsulfat getrocknet und daraufhin i. Valan Loésemittel und Triethylamin befreit. Der etieale

Ruckstand wird saulenchromatographisch aufgeref{midgd. Petrolether/Ethylacetat = 4:1).
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Vorschrift G: Reduktion N-alkylierter Phthalimid-Derivate zu Isoindolin-Deri vaten

In 20 ml abs. THF werden unter Argon 1.0 eq. PltfidlDerivat gelost und etwa 3 - 5 eq. Lithiumalmmimhydrid
zugegeben. Der groRziizige Uberschuss ist aufgrengdatingen AnsatzgréRe zur Erhéhung der Ausbewgezeigt
und unproblematisch. Es wird tiber 2 Stunden zunuRefrhitzt und nach Abkihlen auf Raumtemperatat einige
Tropfen Ethanol und Wasser (Quenchen des Hydrai)n 2 ml gesattigte Kaliumcarbonatlésung zugegeBen
bildet sich ein volumindser Niederschlag von Aluimimsalzen, der Uber eine Glasfritte abfiltriert thdmit 10 ml
THF nachgewaschen wird. Das Filtrat wird i. VaknModsemittel befreit, in 20 ml Ethylacetat aufgemoem und
mit 20 ml 0.1 M Natronlauge sowie 10 ml gesattigtatriumchloridlésung gewaschen. Die organisches@hvard
Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmaitel Rotationsverdampfer entfernt. Der erhaltenekRéaad

wird sdulenchromatographisch (Petrolether/Ethykcetd:1) aufgereinigt.

Vorschrift H: Reduktion aromatischer Nitrogruppen z u Anilin-Derivaten

Es werden 1 mmol aromatische Nitroverbindung uman3ol Zinn(ll)-chlorid-Dihydrat mit 20 ml halbkonzarerter
Salzsaure Uber 2 Stunden zum Reflux erhitzt. Desafnwird nach Abkiihlen auf Raumtemperatur mit @xnd
Diethylether extrahiert und die organische Phase/eden. Die wassrige Phase wird Uber einen Paperfiltriert
und mit 20%iger Natronlauge auf pH > 10 eingestdiiin extrahiert 3x mit 20 ml Ethylacetat, trockrdie

organische Phase Uber Natriumsulfat, entfernt daginittel am Rotationsverdampfer und bewahrt ulitgon auf.

Vorschrift J: Reduktive Aminierung von Aziridin-2-c arboxaldehyd aus seiner dimeren Form

Es werden 1.0 eq. Aziridincarboxaldehyd-Dimer imigeMethanol gelést und zu einer Lésung von AminT HF
gegeben. Im Anschluss werden dem Ansatz unter Rithte eq. Natriumcyanoborhydrid und 2.2 eq. Zin&dhl
zugegeben. Nach 6 Stunden wird am Rotationsverdangifigeengt (Abzug, Blausaure!), dann 50 ml Ettetat
zugegeben und je 2x mit 20 ml halbgesattigter Nathiydrogencarbonatlésung und 20 ml geséttigter
Natriumchloridldsung gewaschen. Die organische ®hasd Uber Natriumsulfat getrocknet und i. Vak.nvo

Losemittel befreit. Der erhaltene Riickstand windlsdchromatographisch tber Kieselgel aufgereinigt.
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8.4. Darstellung der Substanzen

2-Methylbenzoesaurechlorid (1)

Struktur (0] Laborkirzel AWBz0
Cl Summenformel  ¢H,CIO
Molare Masse 154.59

Vorschrift  In 30 ml (49 g, 0.41 mol) Thionylchlorierden 20 g (0.147 mol) 2-Methylbenzoeséure suspen
diert, 5 Tropfen DMF zugegeben und mittels Heizpifeer Argon zum Ruckfluss erhitzt. Nach 2
Stunden zeigt der aufgesetzte Blasenzéhler keiser@®@aicklung mehr an. Man erhélt eine leicht
gelbe, klare Lésung, die i. Vak. bei 50 °C unterhRi von Thionylchlorid befreit wird. Das
flissige, gelblich eingefarbte Saurechlorid wirdewrArgon im Schlenkrohr aufbewahrt.

Ausbeute  21.6 g (0.14 mmol, 95%) blassgelbes Ol

2-Methyl-N-[(1R)-1-naphth-1-ylethyl]benzamid (2)

Struktur Laborkirzel AWLIt1
o Summenformel  gH;dNO
Molare Masse 289.37
N
H

Vorschrift ~ Allgemeine Vorschrift Aa, testweiser Batz von NaOH statt NE@O;
0.64 g (4.2 mmol) 2-Methylbenzoeséaurechlofif (
0.5 ml (0.55 g, 3.2 mmol) B)-1-Naphth-1-ylethanamin
Waschen des abfiltrierten Produkts loste den Fafgtsierklich und erniedrigte die Ausbeute.

Ausbeute 394 mg (1.36 mmol, 43%) weil3er Feststoff

Ry 0.48 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)

H-NMR 400.13 MHz, CDGt 6 (ppm) = 1.81 (dJ=6.82 Hz, 3 H, €sCH), 2.45 (s, 3 H, H3), 5.97 (d,
J=7.33 Hz, 1 H, M), 6.06 - 6.23 (m, 1 H, BCH), 7.09 - 7.22 (m, 2 H), 7.23 - 7.32 (m, 2 H), 7.41
-7.63 (m, 4 H), 7.83 (d=8.08 Hz, 1 H), 7.87 - 7.92 (m, 1 H), 8.26 Jd8.34 Hz, 1 H)

¥C.NMR  100.61 MHz, CDGl & (ppm) = 19.73, 20.60, 44.89, 122.58, 123.56, 125125.66, 125.96,
126.54, 126.61, 128.53, 128.80, 129.82, 130.94,.2P3Xquartér), 133.99 (quartar), 136.07
(quartar), 136.40 (quartar), 137.99 (quartar), 96%C0)

FT-IR At (emt) = 3290, 2926, 1628, 1519, 1326, 1268, 1119, 892, 778, 746, 677
Smp. 160 °C

ESI-MS m/z = 290.3 [M+H], 312.2 [M+Na], ber.: 289.15

LC Reinheit > 99% (300 nm),;R 6.1 min, Methode Gem8

Die analytischen Daten entsprechen der Litet&tur
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2-Methyl-N-(1-phenylethyl)benzamid (3)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
'H-NMR

BC-NMR

FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC

Laborkirzel AWBz2

Summenformel  gH;/NO

O £
* Molare Masse 239.31
N
H

Die Reaktion wird testweise in Diethylet mit Triethylamin als Hilfsbase durchgefuhrt.
AuRerdem wird die Relevanz der Reihenfolge der Edigabe untersucht. Es werden zu 5 ml
Diethylether 1.5 ml (1.1 g, 11 mmol) Triethylamimcul ml (1.2 g, 8 mmol) 2-Methylbenzoe-
saurechlorid 1) pipettiert. Der Ansatz verfarbt sich tber gricmachwarz, dann bildet sich ein
Niederschlag. Langsam werden 0.7 ml (0.67 g, 5.oharPhenylethanamin zugetropft, es setzt
sofort Sieden ein. Daher wird der Ansatz mit 10Etilylacetat verdiinnt und das restliche Amin
zugetropft. Nach 1 Stunde wird 3x mit 10 ml 0.1 BIZS&ure extrahiert, dann mit je 10 ml 5%iger
Natriumcarbonatlésung und gesattigter Natriumchlégung. Die organische Phase wird tber
Natriumsulfat getrocknet und i. Vak. von Lésemittefreit. Der erhaltene schwarzbraune Feststoff
wird aus Methanol/Wasser umkristallisiert.

480 mg (2.0 mmol, 36%) blassgelbe, nadwrifjie Kristalle

400.13 MHz, CDG 6 (ppm) = 1.59 (dJ=6.82 Hz, 3 H, EI;CH), 2.42 (s, 3 H), 5.26 - 5.38 (m, 1
H, CH;CH), 6.13 (dJ=7.07 Hz, 1 H, W), 7.14 - 7.24 (m, 2 H), 7.26 - 7.42 (m, 7 H)

100.61 MHz, CDGt & (ppm) = 19.65 CHs-Phenyl), 21.73 ¢H;CH), 48.96 CHCH;), 125.61,
126.12 (2 C), 126.55, 127.34, 128.65 (2 C), 1291310.88, 135.95 (quartar), 136.43 (quartar),
143.07 (quartar), 169.0€0)
At (cm?) = 3273, 1631, 1538, 1450, 1325, 1277, 1130, 749, 702

110 °C

m/z = 240.3 [M+H] 262.1 [M+Na], ber.: 239.13

Reinheit > 99% (215 nm),;R 4.0 min, Methode Gem4

2-Methyl-N-(naphth-1-ylmethyl)benzamid (4)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
'H-NMR

Laborkirzel AWBz3
o Summenformel  gH;7;NO
Molare Masse 275.34
N
H

Allgemeine Vorschrift Aa, testweiser Batz von NaOH statt NE@Os
0.8 g (5.2 mmol) 2-Methylbenzoesaurechlotiyl (
0.5 ml (3.18 mmol) 1-Naphthylmethylamin
0.863 g (3.13 mmol, 98%) feinkristallingeiRer Feststoff
400.13 MHz, CDG} & (ppm) =2.48 (s, 3 H, B5), 5.10 (d,J=5.31 Hz, 2 H, €l,NH), 5.98 (br. s., 1



BC-NMR

FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC
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H, NH), 7.14 (td,J=7.58, 0.51 Hz, 1 H, Pos. 5 Benzoesaure), 7.2Q0<%d,58 Hz, 1 H, Pos. 3
Benzoesaure), 7.28 (1d:7.58, 1.26 Hz, 2 H, Pos. 4 Benzoesaure), 7.32Jid58, 1.01 Hz, 1 H,
Pos. 6 Benzoesaure), 7.39 - 7.49 (m, 1 H), 7.4%4 {m, 3 H), 7.85 (dJ=8.08 Hz, 1 H), 7.87 -
7.96 (m, 1 H), 8.15 (d]=8.59 Hz, 1 H)

100.61 MHz, CDGl é (ppm) = 19.82, 42.19, 123.62, 125.39, 125.69, 1(®6126.63, 126.71,
126.95, 128.82 (2 C), 129.93, 131.03, 131.43 (Gupri33.46 (quartar), 133.95 (quartér), 136.18
(quartar), 136.21 (quartar), 169.683%)

At (cm?) = 3279, 1634, 1527, 1257, 1009, 796, 780, 723, 68

134 °C

m/z = 573.3 [2M+N4] 276.2 [M+HT, 298.2 [M+Na] ber.: 275.13

Reinheit > 99% (300 nm),;R 11.4 min, Methode Gem6

N-(Diphenylmethyl)-2-methylbenzamid (5)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
R
'H-NMR

BC-NMR

FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC

Laborkurzel AWBz
o O Summenformel  C21H19NO

Molare Masse 301.38
N
H

Zu 10 ml Dichlormethan werden 53.7 uf (b mg, 0.312 mmol) 1,1-Diphenylmethanamin und 100
pl (78 mg, 0.77 mmol) Triethylamin pipettiert, ahkel3end werden 50 pl (60 mg, 0.39 mmol)
2-Methylbenzoesaurechlorid)(zugetropft. Die organische Phase wird 3x mit 51n\Ml Salzsaure
gewaschen und anschlieBend i. Vak. von Ldsemitedtelt. Der erhaltene Rickstand wird
saulenchromatographisch (Petrolether/Ethylacetat Faufgereinigt.

65 mg (0.22 mmol, 69%) weil3er Feststoff
0.62 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)
400.13 MHz, CDGt & (ppm) = 2.45 (s, 3 H, ig), 6.35 (d,J=7.78 Hz, 1 H, WICH), 6.47 (d,
J=8.03 Hz, 1 H, NH@l), 7.19 - 7.25 (m, 2 H), 7.28 - 7.40 (m, 11 H),17-47.45 (m, 1 H)

100.61 MHz, CDGl & (ppm) = 19.86, 57.24, 125.76, 126.63, 127.41 (21€Y.55 (2 C), 128.74 (2
C), 130.04, 131.12, 136.09 (quartér), 136.41 (gupri41.45 (2 C, quartar), 169.02()
At (cmt) = 3292, 1642, 1525, 936, 750, 723, 688

179 °C

m/z = 625.4 [2M+N43] 302.2 [M+HT ,ber.: 301.15

Reinheit 93.9% (254 nm),.R 12.1 min, Methode Gem6
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N-[(1R)-1-Naphth-1-ylethyl]-2-(trifluormethyl)benzamid (6)

Struktur OO Laborkirzel AWBz4
Summenformel H1FsNO
CF3 O QJ 163!
Molare Masse 343.34
N
H

Vorschrift  Zu 10 ml Dichlormethan werden nacheirandunter Ruhren 237 mg (1.25 mmol) 2-
Trifluormethylbenzoesaure, 792 mg (1.25 mmol) PRAEithylacetat (50% w/w), 200 pl (1.25
mmol) (1IR)-1-Naphth-1-ylethanamin und 126 mg (1.25 mmol) NMjdgeben. Da am nachsten
Tag die Umsetzung laut DC nur zum Teil erfolgt wad durch Hydrolyse des PPA sich ein pH
von 3 eingestellt hatte, werden weitere 150 mgg8 tmnol) NMM zugegeben. Am folgenden Tag
wird mit 30 ml Dichlormethan verdinnt und 3x mit 80 10%iger Natriumcarbonatlésung, dann
1x mit 10 ml geséattigter Natriumchloridlésung gewlan. Die organische Phase wird Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel i.akV entfernt. Es wird aus
Dichlormethan/Petrolether = 1:2 umkristallisiert.

Ausbeute 168 mg (0.489 mmol, 39%) weilRer Feststoff

'H-NMR 400.13 MHz, CDGt 6 (ppm) =1.81 (dJ=6.57 Hz, 3 H, EI;,CH), 5.99 (d,J=7.58 Hz, 1 H, M),
6.07 - 6.23 (m, 1 H, BCHy), 7.40 - 7.65 (m, 7 H), 7.65 - 7.74 (m, 1 H), 7(83J=8.34 Hz, 1 H),
7.86 - 7.94 (m, 1 H), 8.24 (d78.59 Hz, 1 H)

¥C-NMR  100.61 MHz, CDG! & (ppm) = 19.96, 45.34, 122.77, 123.41, 124.98 (&upri25.16, 126.00,
126.34 (qJ=5.85 Hz,CHCCF;), 126.69, 127.14 (quartér), 128.53, 128.65, 128129.78, 132.36
(quartar, q,J=278.83 HzCF3), 131.94 (br. s.), 135.84 (quartér), 135.87 (ugrtl37.45 (quartar),
166.63 CO)

Aufgrund der niedrigen Intensitat von durch Fluafgespaltener aromatischer Signale konnte die
C-F-Kopplung nur bei einem aromatischen Kohlenktaffi beobachtet werden.

FT-IR At (cmt) = 3280, 1635, 1530, 1312, 1273, 1171, 1111, 10634, 800, 780, 765, 674

Smp. 161 °C

ESI-MS m/z = 344.2 [M+H], 366.2 [M+Na], ber.: 343.12

LC Reinheit 98.7% (254 nm), R 12.2 min, Methode Gem6
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4-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-2-methylbenzoeséaure (7)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
'H-NMR

(0] Laborkirzel AWBz6

0 OH Summenformel  251.28
Molare Masse H,/,NO,
O)J\N GH1/NO,4

/ﬁ\ H

Allgemeine Vorschrift B

0.5 g (3.3 mmol) 4-Amino-2-methylbenzoeséaure

0.79 g (3.6 mmol) Boc-Anhydrid

0.4 g (9.9 mmol) NaOH

Wéhrend der Reaktion fallt ein weiler Niederschéary, der nach Zugabe von 20 ml Wasser
wieder in Lésung geht. Nach 2 Stunden sauert manlfthiger Citronensaurelésung an und
extrahiert 3x mit 50 ml Dichlormethan. Die orgatiec Phase wird mit 30 ml gesattigter
Natriumchloridlésung gewaschen, tber Natriumsuffatrocknet und das Losungsmittel i. Vak.
entfernt.

602 mg (2.40 mmol, 73%) dunkelgelber Eaféts

400.13 MHz, CDG § (ppm) =1.50 (s, 9 H, C(ds)3), 2.65 (s, 3 H, €63-Aromat), 6.67 (br. s., 1 H,
NHBoc), 7.24 - 7.27 (m, 1 H), 7.32 (851.52 Hz, 1 H), 8.04 (d]=8.59 Hz, 1 H), 11.37 (br. s., 1
H, COH)

(R)-tert-Butyl (3-Methyl-4-((1-(naphth-1-yl)ethyl)carbamoyl)phenyl)carbamat (8)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
R
'H-NMR

Laborkirzel AWBz8
o Summenformel  gH,gN,O5
Molare Masse 404.50
O N
H

X

e
Allgemeine Vorschrift C, Losemittelgerats THF/Chloroform (1:1)

0.2 g (0.8 mmol) 4-fert-Butoxycarbonyl)amino]-2-methylbenzoesaurg (

0.14 g (0.8 mmol) (R)-1-Naphth-1-ylethanamin

Das Filtrat wird i. Vak. von Losemittel befreit urdhs erhaltene Rohprodukt durch S&ulen-
chromatographie (Petrolether/Ethylacetat = 1:1yexdinigt.

0.2 g (0.49 mmol, 62%) weilRer Feststoff

0.65 (Petrolether/Ethylacetat = 1:1)

400.13 MHz, CDGt 6 (ppm) =1.51 (s, 9 H, C(dy)s), 1.79 (dJ=6.82 Hz, 3 H, E5CH), 2.43 (s, 3

H, CHs;-Aromat), 5.97 (dJ=8.34 Hz, 1 H, MICH), 6.06 - 6.17 (m, 1 H, l€CHy), 6.51 (br. s., 1 H,
NHBoc), 7.11 (ddJ=8.34, 2.02 Hz, 1 H), 7.18 - 7.25 (m, 2 H), 7.42.62 (m, 4 H), 7.82 (d,
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J=8.08 Hz, 1 H), 7.85 - 7.92 (m, 1 H), 8.23 §d8.59 Hz, 1 H)
ESI-MS m/z = 405.3 [M+H], ber.: 404.21
LC Reinheit 99.1% (254 nm),.R 13.9 min, Methode Gem6

(R)-4-Amino-2-methyl-N-(1-(naphth-1-yl)ethyl)benzamid Hydrochlorid (9)

Struktur Laborkurzel AWBz11
o OO Summenformel  gH,,CIN,O
Molare Masse 340.85
N HCI
H
H,N
Vorschrift 140 mg (0.35 mmol) der Boc-geschitztesrbindung8 werden in Methanol gelést und mit 1 ml
methanolischer HCI (4 M) versetzt. Nach zwei Stumdérd das Losemittel i. Vak. entfernt. Die
anfangs weil3e Substanz wird nach einigen Monatkerfarben.
Ausbeute 116 mg (0.34 mmol, 97%) weil3er Feststoff
R; (Base) 0.21 (Cyclohexan/Ethylacetat = 1:1)
'H-NMR  400.13 MHz, MeOD3 (ppm) =1.72 (d,J=6.97 Hz, 3 H, CHE), 2.39 (s, 3 H, €3), 6.06 (q,
J=6.97 Hz, 1 H, €ICHy), 7.21 - 7.29 (m, 2 H), 7.43 - 7.66 (m, 5 H), 7(82J=8.16 Hz, 1 H), 7.91
(dd,J=8.41, 1.00 Hz, 1 H), 8.25 (d78.53 Hz, 1 H)
¥C-NMR  100.61 MHz, MeOD3 (ppm) = 19.74, 21.41, 46.62, 121.53, 123.93, 1R4126.14, 126.58,
126.93, 127.47, 129.25, 130.07, 130.12, 132.50r(@0)a133.05 (quartar), 135.65 (quartar), 139.19

(quartar), 139.82 (quartar), 140.22 (quartar), 33@CO)

FT-IR At (emt) = 3266, 2850, 2597, 1632, 1536, 1433, 1338, 1128,
Smp. 231 °C

ESI-MS m/z = 305.2 [M+H], ber.: 304.16

LC Reinheit 99.0% (300 nm),;R 7.3 min, Methode Gem6

5-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-2-methylbenzoeséure (10)

Struktur @) Laborkutrzel AWBz7
OH Summenformel  gH;7;NO,
Molare Masse 251.28

OYNH
O\’<
Vorschrift ~ Allgemeine Vorschrift B

0.25 g (1.66 mmol) 5-Amino-2-methylbenzoesaure
0.40 g (1.83 mmol) Boc-Anhydrid



Ausbeute
'H-NMR
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0.20 g (5.1 mmol) NaOH

Diesmal wird die Isolierung des Produkts durch Ailleh versucht: Zur Aufarbeitung wird der
Ansatz mit 20 ml Wasser verdinnt und 3x mit 20 mtHbrmethan ein Teil des Dioxans
extrahiert. Aus der wassrigen Phase wird mit 0.1SMzsdure die Carbonsaure unter Rihren
ausgefallt, wobei der pH nicht unter 2 fallen sbker Niederschlag wird Gber einem Glasfiltertiegel
abgesaugt, mit 10 ml kalter Salzsaure (0.1 M) neslagchen und im evakuierten Exsikkator tber
Schwefelsdure getrocknet. Diese Aufarbeitungsmeth@tweist sich gegeniber der von
Verbindung 7 in ihrer Ausbeute als unterlegen, mdgliche Ursackend nicht vollstandiges
Ausféllen der Carbonséure oder teilweises AnlosgmiWaschen.

236 mg (0.94 mmol, 57%) weilRer Feststoff

400.13 MHz, MeOD3 (ppm) = 1.52 (s, 9 H), 2.50 (s, 3 H), 7.16 Jd8.34 Hz, 1 H), 7.47 (dd,
J=8.34,1.77 Hz, 1 H), 7.94 (d72.27 Hz, 1 H)

(R)-tert-Butyl (4-Methyl-3-((1-(naphth-1-yl)ethyl)carbamoyl)phenyl)carbamat (11)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
Ry
1H-NMR

ESI-MS
LC

Laborkirzel AWBZz9
o Summenformel  GH,gN,O4
Molare Masse 404.50
N
H
O%]/NH

K
Allgemeine Vorschrift C, Losemittelgerats 30 ml THF + 10 ml Chloroform
0.1 g (0.4 mmol) 5-fert-Butoxycarbonyl)amino]-2-methylbenzoesaut€)(
64 ul (68 mg, 0.4 mmol) f)-1-Naphth-1-ylethanamin
Das Filtrat wird i. Vak. von Ldsemittel befreit urdhs erhaltene Rohprodukt sdulenchromato-
graphisch (Petrolether/Ethylacetat = 2:1) aufgégein
114 mg (0.28 mmol, 70%) weilRer Feststoff
0.6 (Petrolether/Ethylacetat = 1:1)
400.13 MHz, CDGt 8 (ppm) =1.48 (s, 9 H), 1.80 (d56.40 Hz, 3 H, EI;CH), 2.36 (s, 3 H, 8-
Aromat), 6.02 - 6.19 (m, 2 H, MCHCH;), 7.10 (d,J=8.28 Hz, 1 H), 7.19 - 7.34 (m, 2 H), 7.43 -
7.65 (m, 4 H), 7.82 (d]=8.16 Hz, 1 H), 7.85 - 7.93 (m, 1 H), 8.02 (s, INtiBoc), 8.23 (d,)=8.53
Hz, 1 H)
m/z = 405.3 [M+H], ber.: 404.21
Reinheit 99.0% (254 nm), R 14.1 min, Methode Gem6
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(R)-5-Amino-2-methyl-N-(1-(naphth-1-yl)ethyl)benzamid Hydrochlorid (12)

Struktur Laborkirzel AWBz12 / AWLIt2
o Summenformel  gH,,CIN,O
Molare Masse 340.85

N HCI
H

NH,

Vorschrift 110 mg (0.27 mmol) der Boc-geschitzterbindungl1 werden in Methanol gelést und mit 1 ml
methanolischer HCI (4 M) versetzt. Nach zwei Stumdérd das Lésemittel i. Vak. entfernt. Die
anfangs schwach gelbe Substanz farbt sich naaegiMonaten braunlich (RT, Tageslicht).

Ausbeute 92 mg (0.27 mmol, 99%) blassgelber Fdbtsto

R; (Base) 0.18 (Cyclohexan/Ethylaceatat = 1:1)

H-NMR 400.13 MHz, MeOD3 (ppm) = 1.73 (d,)=6.88 Hz, 3 H, CHE&5), 2.37 (s, 3 H, €5), 6.07 (q,
J=6.88 Hz, 1 H, GICHy), 7.28 - 7.44 (m, 3 H), 7.45 - 7.62 (m, 3 H), 7(65J=7.15 Hz, 1 H), 7.82
(d,J=8.28 Hz, 1 H), 7.91 (dI=7.65 Hz, 1 H), 8.25 (d]=8.41 Hz, 1 H)

¥C.NMR  100.61 MHz, MeOD:3 (ppm) = 19.33, 21.40, 46.59, 122.81, 124.01, 1241®5.31, 126.59,
126.93, 127.51, 129.27, 129.60 (quartar), 130.32,47 (quartar), 133.63, 135.62 (quartar), 138.17
(quartar), 139.99 (quartar), 140.12 (quartar), 18(CO)

ESI-MS m/z = 305.0 [M+H], ber.: 304.16

LC Reinheit 95.5% (300 nm),;R 8.1 min, Methode Gem3

Die analytischen Daten entsprechen der Litet&tur

N-[(1R)-1-Naphth-1-ylethyl]benzamid (13)

Struktur Laborkirzel AWBZz10
o Summenformel  gH;/NO
Molare Masse 275.34

N
H

Vorschrift ~ Allgemeine Vorschrift C, Lésemittel 151 mHF
50 mg (0.41 mmol) Benzoesaure
50 ul (55 mg, 0.32 mmol) B)-1-Naphth-1-ylethanamin
Das Filtrat wird i. Vak. von Losemittel befreit urdias erhaltene Rohprodukt durch Saulen-
chromatographie (Petrolether/Ethylacetat = 3:1yexdinigt.

Ausbeute 34 mg (0.12 mmol, 38%) weil3er Feststoff

Ry 0.40 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)

H-NMR 400.13 MHz, CDGt 6 (ppm) =1.80 (dJ=6.78 Hz, 3 H, CHE&j5), 6.06 - 6.21 (m, 1 H, BCHj),
6.40 (d,J=7.53 Hz, 1 H, M), 7.35 - 7.43 (m, 2 H), 7.43 - 7.58 (m, 4 H), 7(61J=7.15 Hz, 1 H),
7.70-7.78 (m, 2 H), 7.83 (d+8.16 Hz, 1 H), 7.86 - 7.92 (m, 1 H), 8.19 Jd8.28 Hz, 1 H)



BC-NMR

FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC
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100.61 MHz, CDGl & (ppm) = 20.64, 45.21, 122.67, 123.42, 125.18,895126.65, 126.91 (2
C), 128,50 (3 C), 128.77, 131.21 (quartar), 131433.97 (quartar), 134.46 (quartar), 138.14
(quartar), 166.39C0)

At (emt) = 3309, 2970, 1626, 1577, 1524, 1488, 1272, 808,

195 °C

m/z = 276.2 [M+H] 298.2 [M+Na], ber.: 275.13

Reinheit 98.6% (254 nm), R 11.5 min, Methode Gem6

(R)-2-CyanoN-(1-(naphth-1-yl)ethyl)benzamid (14)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute

IH-NMR

BC-NMR

FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC

Laborkirzel AWBz15
N
It o Summenformel  gH;sN,O
Molare Masse 300.35
N
H

Allgemeine Vorschrift D
110 mg (0.75 mmol) 2-Cyanobenzoesaure
100 ul (107 mg, 0.62 mmol) R)-1-Naphth-1-ylethanamin
Das Rohprodukt wird in wenig Ethylacetat geldst nmtiPentan ausgefallt. Der Niederschlag wird
abfiltriert und i. Vak. getrocknet.

90 mg (0.30 mmol, 48%) weil3er Feststoff
400.13 MHz, CDG 6 (ppm) =1.83 (dJ=6.82 Hz, 3 H, CHE5), 6.15 (qdJ=7.07, 6.82 Hz, 1 H,
CHCH,), 6.56 (d,J=7.07 Hz, 1 H, M), 7.41 - 7.66 (m, 6 H), 7.66 - 7.77 (m, 2 H), 7(82J=8.34
Hz, 1 H), 7.88 (dJ=8.08 Hz, 1 H), 8.20 (d}=8.34 Hz, 1 H)

100.61 MHz, CDGt & (ppm) = 20.58 CH3), 45.88 CH), 110.43 (quartar, Pos. 2
Cyanobenzoesaure), 117.48 (quar@iM), 122.87, 123.25, 125.25, 125.95, 126.77, 128188,65,
128.84, 130.90, 131.03 (quartar), 132.78, 133.88B.M (quartar), 137.56 (quartar), 138.49
(quartar), 164.15G0)
At (cmt) = 3279, 2968, 2227, 1630, 1530, 1453, 1346, 1800, 778, 759

181 °C

m/z = 301.1 [M+H] 323.2 [M+Na],ber.: 300.13

Reinheit 98.7% (254 nm),;R 9.9 min, Methode Gem6
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N-[(1R)-1-Naphth-1-ylethyl]cyclohexancarboxamid (15)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
R
'H-NMR

BC-NMR

FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC

Laborkirzel AWBZz19
o Summenformel  gH,3NO
Molare Masse 281.39
N
H

Allgemeine Vorschrift D
96 mg (0.75 mmol) Cyclohexancarbonséure
100 pl (107 mg, 0.62 mmol) R)-1-Naphth-1-ylethanamin
Das Rohprodukt wird mittels S&ulenchromatograpRentan/Ethylacetat = 3:1 + 1% Isopropyl-
amin) aufgereinigt.

93 mg (0.33 mmol, 53%) weil3er Feststoff
0.51 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)
400.13 MHz, CDG 6 (ppm) = 1.16 - 1.65 (m, 6 H), 1.67 @:6.57 Hz, 3 H, Ei3), 1.70 - 1.91 (m,
4 H), 2.04 (ttJ=11.75, 3.41 Hz, 1 H, ECO), 5.64 (dJ=7.58 Hz, 1 H, M), 5.79 - 6.04 (m, 1 H,
CHCHgy), 7.43 - 7.58 (m, 4 H), 7.81 (d+8.08 Hz, 1 H), 7.84 - 7.91 (m, 1 H), 8.08 §¢8.34 Hz, 1
H)

100.61 MHz, CDGl 3 (ppm) = 20.56 CH;CH), 25.66, 25.68, 25.68, 29.57, 29.70, 44CACH;),
45.62 CHCO), 122.46, 123.61, 125.12, 125.85, 126.45, 128128.69, 131.21 (quartar), 133.93
(quartar), 138.41 (quartar), 174.81C)
At (emt) = 3271, 2923, 2850, 1629, 1535, 1442, 1369, 12882, 956, 793, 774, 689

170 °C

m/z = 585.4 [2M+N4] 282.2 [M+H] ber.: 281.18

Reinheit 98.3% (254 nm),;R 13.0 min, Methode Gem6

(R)-N-(1-(naphth-1-ylhethyl)pivalamid (16)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
"H-NMR

Laborkirzel AWBz20
o OO Summenformel  GH,;NO
>‘)J\ Molare Masse 255.35
N
H

Allgemeine Vorschrift Ab
91.6 ul (90.2 mg, 0.75 mmol) Pivaloylchlorid
100 ul (107 mg, 0.62 mmol) R)-1-Naphth-1-ylethanamin
Das Rohprodukt wird in wenig Diethylether aufgenoemn mit Pentan ausgefallt und der
Niederschlag Uber einen Glasfiltertiegel abgesabigin wascht 2x mit 5 ml Wasser nach und
trocknet im evakuierten Exsikkator Uber Schwefalsau
74 mg (0.29 mmol, 47%) weil3er Feststoff
400.13 MHz, CDGt 6 (ppm) = 1.18 (s, 9 H, C(€3)3), 1.67 (d,J=6.53 Hz, 3 H, CHE), 5.83 (d,
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J=6.65 Hz, 1 H, M), 5.87 - 5.95 (m, 1 H, BCH3), 7.43 - 7.57 (m, 4 H), 7.81 (d=7.91 Hz, 1 H),
7.84 -7.91 (m, 1 H), 8.04 - 8.09 (m, 1 H)

100.61 MHz, CDGt & (ppm) = 20.54 €H3), 27.50 (3 C), 38.63 (quartar), 44.52H), 122.41,
123.52, 125.11, 125.82, 126.39, 128.28, 128.68,.2B3Xquartar), 133.93 (quartar), 138.50
(quartar), 177.16G0)

At (emt) = 3309, 2969, 1629, 1531, 1209, 798, 776

131 °C

m/z = 533.3 [2M+N4d] 256.2 [M+HT, ber.: 255.16

Reinheit 99.4% (254 nm),R 11.6 min, Methode Gem6

N-[(1R)-1-Naphth-1-ylethyl]-2-phenylacetamid (17)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
'H-NMR

BC-NMR

FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC

Laborkirzel AWBz21
o Summenformel  gH;JNO
Molare Masse 289.37
N
H

Allgemeine Vorschrift Ab
99 ul (116 mg, 0.75 mmol) Phenylessigsaurechlorid
100 pl (107 mg, 0.62 mmol) R)-1-Naphth-1-ylethanamin
Das Rohprodukt wird in wenig Diethylether aufgenoemn mit Pentan ausgefallt und der
Niederschlag Uber einen Glasfiltertiegel abgesabgt.noch der Geruch von Phenylessigsaure
wahrgenommen werden kann, wird der Niederschlag emém Pentan/Toluol Gemisch (5:1)
gewaschen und Uber 2 Tage i. Vak. getrocknet.

150 mg (0.52 mmol, 84%) weilRer Feststoff
400.13 MHz, CDGt é (ppm) =1.50 (dJ=6.78 Hz, 3 H, CHEj,), 3.47 (d,J=1.76 Hz, 2 H,
CH,CO), 5.63 (dJ=7.15 Hz, 1 H, M), 5.78 - 5.87 (m, 1 H, ECHy), 7.10 - 7.33 (m, 7 H), 7.37 -
7.45 (m, 2 H), 7.68 (d]=8.03 Hz, 1 H), 7.74 - 7.78 (m, 1 H), 7.93 - 7.88 (L H)

100.61 MHz, CDGt & (ppm) = 20.77 CH3), 43.78 CH,), 44.89 CH), 122.34, 123.37, 125.08,
125.79, 126.44, 127.20, 128.26, 128.71, 128.88 }21€29.26 (2 C), 130.97 (quartar), 133.87
(quartar), 134.83 (quartar), 138.16 (quartar), 189C0O)
At (emt) = 3244, 3045, 1631, 1530, 1348, 1159, 1120, 799, 733, 699

130 °C

m/z = 601.4 [2M+N43] 290.2 [M+HT, ber.: 289.15
Reinheit 98.3% (254 nm),;R 12.0 min, Methode Gem6
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2-Methyl-N-[(1S)-1-naphth-1-ylethyl]benzamid (18)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
R
H-NMR

BC-NMR

FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC

Laborkirzel AWLIt1S
o Summenformel  gH;gNO
, Molare Masse 289.37
N~
H

Zu 2 ml Dichlormethan werden 50 pl (53ny, 0.312 mmol) (§-1-Naphth-1-ylethanamin und
100 pl (78 mg, 0.77 mmol) Triethylamin pipettieathschlieend werden 50 pl (60 mg, 0.39 mmol)
2-Methylbenzoesaurechlorid)( zugetropft, woraufhin ein weier Niederschlagstetit. Nach 1
Stunde wird vom Niederschlag abfiltriert, das Fifpier sorgfaltig mit Dichlormethan
nachgewaschen und daraufhin das Filtrat mit Drdtklan Lésemittel befreit. Der Riickstand in 10
ml Ethylacetat aufgenommen, 3x mit 5 ml 10%igerd@iensaurelésung und anschlieRend mit 5 ml
gesattigter Natriumchloridlésung gewaschen. Dieapigche Phase wird i. Vak. von Ldsemittel
befreit und der erhaltene Feststoff 2x aus Ethytaaenkristallisiert.

61 mg (0.21 mmol, 68%) weil3er Feststoff
0.48 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)
400.13 MHz, CDG & (ppm) =1.81 (dJ=6.65 Hz, 3 H, CHE3), 2.45 (s, 3 H, E3), 5.99 (d,
J=7.78 Hz, 1 H, M), 6.09 - 6.24 (m, 1 H, ECHj), 7.09 - 7.22 (m, 2 H), 7.24 - 7.31 (m, 2 H), 7.43
-7.65 (m, 4 H), 7.83 (d=8.16 Hz, 1 H), 7.86 - 7.95 (m, 1 H), 8.26 §d8.53 Hz, 1 H)

100.61 MHz, CDGt é (ppm) = 19.72, 20.59, 44.86, 122.57, 123.55, 125125.64, 125.95,
126.53, 126.59, 128.51, 128.79, 129.80, 130.93,2131133.98 (quartar), 136.06 (quartar), 136.40
(quartar), 138.00 (quartar), 168.93%)
At (cm?) = 3290, 1628, 1598, 1520, 1446, 1326, 1268, 11091, 892, 797, 778, 746, 677, 658
160 °C

m/z = 601.4 [2M+N43] 290.2 [M+HT, ber.: 289.15

Reinheit 98.6% (254 nm),;R 12.0 min, Methode Gem6

2,4,5-Triphenyl-1H-imidazol (19)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute

O Laborkirzel AWIm1
Summenformel  gHigN>

I;I \ Molare Masse 296.37
‘ad
@/LH

Zu 60 ml Eisessig werden 1.0 g (4.8 mmBénzil, 0.51 g (4.8 mmol) Benzaldehyd und 5 g
Ammoniumacetat gegeben. Es wird Uber 5 Stunden Riigkfluss erhitzt, nach Abkuhlen auf
Raumtemperatur wird die Losung in 100 ml Eiswaggsgossen und der ausgefallene Feststoff
abfiltriert. Eine Umkristallisiation erfolgt auslitlacetat.

830 mg (2.8 mmol, 58%) grinlich schimmerndeiler Feststoff
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400.13 MHz, CDG 8 (ppm) = 7.28 - 7.74 (m, 13 H), 7.87 - 8.03 (m,2 H
At (cmt) = 3038, 1488, 1461, 1128, 1071, 966, 916, 765, 896

m/z = 297.2 [M+Hj, ber.: 296.13

Reinheit 99.2% (254 nm),;R 3.9 min, Methode Gem6

Die analytischen Daten entsprechen der Litel&telr

2-Fluor-N-[(1R)-1-naphth-1-ylethyl]benzamid (20)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
Ry
'H-NMR

BC-NMR

FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC

Laborkirzel AWBZz16
. o Summenformel  GH;sFNO
Molare Masse 293.33
N
H

Allgemeine Vorschrift D
105 mg, (0.75 mmol) 2-Fluorbenzoeséaure
100 ul (107 mg, 0.62 mmol) R)-1-Naphth-1-ylethanamin
Das Rohprodukt wird saulenchromatographisch (Péataplacetat = 2:1 + 1% Isopropylamin)
aufgereinigt.

115 mg (0.39 mmol, 63%) blassgelber Fedbtst
0.45 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)
400.13 MHz, CDG 6 (ppm) =1.80 (d,J=6.82 Hz, 3 H, CHE5), 6.16 - 6.25 (m, 1 H, ECHj),
7.00-7.09 (m, 1 H), 7.09 - 7.18 (m, 1 HAN 7.24 (td J=7.58, 1.01 Hz, 1 H), 7.42 (dddi;8.27,
7.33,5.24,1.89 Hz, 1 H), 7.46 - 7.65 (m, 4 HR27(d,J=8.08 Hz, 1 H), 7.86 - 7.93 (m, 1 H), 8.12
(td,J=7.83, 1.77 Hz, 1 H), 8.23 (d78.34 Hz, 1 H)

100.61 MHz, CDGt & (ppm) = 21.09, 45.37, 115.83 (dl=24.58 Hz, CCF, Pos. 3
Fluorbenzoesaure), 121.05 (@#11.74 Hz, quartar, FGCO, Pos. 1 Fluorbenzoesaure), 122.45,
123.20, 124.64 (d]=3.30 Hz), 125.19, 125.70, 126.40, 128.23, 128130,90 (quartar), 131.87 (d,
J=2.20 Hz), 133.09 (dJ=9.17 Hz), 133.88 (quartar), 138.27 (quartar), 460(d, J=247.22 Hz,
quartar,CF, Pos. 2 Fluorbenzoeséaure), 162.234@.94 Hz, quartaiCO)
At (cmt) = 3285, 2968, 1612, 1523, 1325, 1227, 800, 736, 7

135°C

m/z = 609.3 [2M+N43] 294.1 [M+HT, ber.: 293.12

Reinheit 97.5% (254 nm), R 12.1 min, Methode Gem6
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2-Chlor-N-[(1R)-1-naphth-1-ylethyllbenzamid (21)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
Ry
'H-NMR

BC-NMR

FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC

Laborkirzel AWBzCh
ad o Summenformel  @H;sCINO
Molare Masse 309.79
N
H

Allgemeine Vorschrift Ab
182 mg (1.04 mmol) 2-Chlorbenzoesaurechlorid
119 mg (0.694 mmol) @)-1-Naphth-1-ylethanamin
Der erhaltene Feststoff wird saulenchromatographiBetrolether/Ethylacetat = 3:1) aufgereinigt.
138 mg (0.445 mmol, 64%) weil3er Feststoff
0.33 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)
400.13 MHz, CDG 5 (ppm) =1.82 (dJ=6.78 Hz, 3 H), 6.09 - 6.23 (m, 1 H), 6.42 {&7.28 Hz,
1H),7.22-7.40(m, 3H),7.44-7.64 (m,5HBZ(d,J=8.28 Hz, 1 H), 7.86 - 7.94 (m, 1 H), 8.24
(d,J=8.53 Hz, 1 H)

100.61 MHz, CDGt & (ppm) = 20.63, 45.56, 122.71, 123.55, 125.18, 4P5126.57, 127.01,
128.51, 128.77, 129.97, 130.15, 130.68 (quartad,1D (quartar), 131.18, 133.95 (quartar), 135.17
(quartar), 137.78 (quartar), 165.48C%)
At (emt) = 3282, 1632, 1521, 1452, 1344, 1052, 800, 748, 7

133 °C

m/z = 310.2 [M+H], ber.: 309.09

Reinheit 98.0% (254 nm),R 11.9 min, Methode Gem6

2-Brom-N-[(1R)-1-naphth-1-ylethyllbenzamid (22)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
'H-NMR

Laborkirzel AWBz17
Summenformel  GH;sBrNO

Br O
Molare Masse 354.24

N

H

Allgemeine Vorschrift D
150 mg, (0.75 mmol) 2-Brombenzoesaure
100 ul (107 mg, 0.62 mmol) R)-1-Naphth-1-ylethanamin
Zur Abtrennung von Diisopropylharnstoff und 2-Broenzoesdure wird das Rohprodukt in wenig
Methanol gel6st, zum Sieden erhitzt und 10 ml lreM&sser zugegeben, wobei weilRer Feststoff
ausfallt. Man heizt erneut fir etwa 30 Sekunden &ieden (Heilluftfén) und fihrt zigig eine
Heilfiltration durch. Der abfiltrierte Feststoffngiim evakuierten Exsikkator getrocknet.

120 mg (0.339 mmol, 55%) beiger Feststoff
400.13 MHz, CDGt & (ppm) = 1.83 (dJ=6.53 Hz, 3 H), 6.10 - 6.19 (m, 1 H), 6.19 - 6.26,
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H), 7.20 - 7.26 (m, 1 H), 7.30 (td57.47, 1.25 Hz, 1 H), 7.45 - 7.63 (m, 6 H), 7.83X%B.16 Hz, 1
H), 7.86 - 7.92 (m, 1 H), 8.26 (d+8.66 Hz, 1 H)

100.61 MHz, CDGl & (ppm) = 20.46, 45.47, 119.28 (quart&@Br), 122.77, 123.63, 125.16,
125.94, 126.61, 127.47, 128.55, 128.76, 129.44,143(uartar), 131.16, 133.30, 133.94 (quartar),
137.64 (quartar), 137.79 (quartar), 166.60§

At (emt) = 3276, 2925, 1632, 1523, 1450, 1372, 1343, 12688, 1025, 800, 779, 747, 684

153 °C

m/z = 354.1 und 356.0 [M+H]ber.: 353.04 (mit Isotof'Br)

Reinheit 99.3% (254 nm),;R 11.9 min, Methode Gem6

2-1od-N-[(1R)-1-naphth-1-ylethyl]benzamid (23)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
IH-NMR

BC-NMR

FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC

Laborkirzel AWBz18
I o Summenformel  GH;(INO
Molare Masse 401.24
N
H

Allgemeine Vorschrift D
186 mg, (0.75 mmol) 2-lodbenzoesaure
100 ul (107 mg, 0.62 mmol) R)-1-Naphth-1-ylethanamin
Die Aufarbeitung erfolgt wie bei Verbindur? angegeben.

76 mg (0.19 mmol, 31%) beiger Feststoff
400.13 MHz, CDG} 8 (ppm) = 1.85 (dJ=6.78 Hz, 3 H), 6.01 (d]=7.65 Hz, 1 H), 6.08 - 6.20 (m,
1 H), 7.05 (ddd)=8.03, 6.34, 2.82 Hz, 1 H), 7.28 - 7.35 (m, 2 H}187(dd,J=8.03, 7.40 Hz, 1 H),
7.50 -7.57 (m, 1 H), 7.58 - 7.63 (m, 2 H), 7.8091 (m, 3 H), 8.28 (dl=8.41 Hz, 1 H)

100.61 MHz, CDG! 6 (ppm) = 20.34, 45.36, 92.36 (quart@f), 122.84, 123.71, 125.14, 125.96,
126.69, 128.08, 128.19, 128.60, 128.76, 131.05,.1B3Xquartér), 133.94 (quartar), 137.53
(quartar), 139.85, 142.04 (quartar), 168.C80J
At (emt) = 3267, 1631, 1525, 1343, 1121, 1015, 801, 78, 676

161 °C

m/z = 402.0 [M+H], ber.: 401.03

Reinheit 93.8% (254 nm), R 12.2 min, Methode Gem6
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2,2'-Disulfandiyldibenzoesaure (24)

Struktur o Laborkurzel AWBz24 2
OH Summenformel  €H100:S,
S/S Molare Masse 306.36
HO
O

Vorschrift ~ Zu einer Lésung von 1.50 g (9.74 mmobidsalicylsaure in 100 ml Ethanol werden etwa 5 ml
einer gesattigten, ethanolischen lodldsung gegesmaiass sich eine schwache Gelbfarbung des
Ansatzes einstellt. Es wird tGber 30 Minuten gerithabei fallt weiler Niederschlag aus, der nach
Abfiltrieren und Waschen mit wenig Ethanol i. Vaetrocknet wird.

Ausbeute  1.040 g (3.39 mmol, 70%) weil3er Feststoff

H-NMR 400.13 MHz, CDGt & (ppm) = 7.34 (tdJ=7.43, 1.19 Hz, 2 H), 7.51 - 7.66 (m, 4 H), 8.04,(d
J=7.65, 1.38 Hz, 2 H)

Das'H-NMR-Spektrum entspricht der LiterattiP.

2,2'-Disulfandiyldibenzoylchlorid (25)

Struktur O Laborkiirzel AWBz25
cl Summenformel  gHgCl,0,S,
S/S Molare Masse 343.25
Cl
0]

Vorschrift ~ Zu 6 ml Thionylchlorid werden 1.04 g 3. mmol) 2,2'-Disulfandiyldibenzoesaurg4] und 1
Tropfen DMF gegeben. Man heizt 6 Stunden unter Risk und entfernt darauthin das
Thionylchlorid i. Vak. (Kihlfalle!). Man erhalt geén, feinkristallinen Feststoff mit angenehm
fruchtigem Geruch, der im gut verschlossenen Ruilékounter Argon aufbewahrt wird. Dennoch
zeigt er nach wenigen Tagen Klumpenbildung.

Ausbeute  1.129 g (3.29 mmol, 97%) gelber, kristalliFeststoff

H-NMR 400.13 MHz, CDG 6 (ppm) = 7.39 (dddJ)=8.09, 7.22, 1.13 Hz, 2 H), 7.52 - 7.60 (m, 2 HY,87
(dd, J=8.09, 1.07 Hz, 2 H), 8.40 (d&:7.91, 1.38 Hz, 2 H)

Das’H-NMR-Spektrum entspricht der Literattif.
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2,2'-Disulfandiylbis(N-((R)-1-(naphth-1-yl)ethyl)benzamid) (26)

Struktur Laborkirzel AWBZz26
Summenformel  gH1.N>,0,S,
? Molare Masse 612.80

Vorschrift ~ Unter Rihren werden zu 5 ml Dichlormett200 mg (1.75 mmol) @)-1-Naphth-1-ylethanamin,
366 pl (263 mg, 2.61 mmol) Triethylamin und 300 (0g87 mmol) 2,2'-Disulfandiyldibenzoyl-
chlorid (25) gegeben. Nach 2 Tagen werden 50 ml Ethylacetgggaben und 3x mit 20 ml 0.1 M
Salzsaure extrahiert, ungeltster Feststoff der @wisphase wird dabei in die organische Phase
mitgenommen. Zur besseren Phasentrennung werdenrdanischen Phase 20 ml Diethylether
zugefugt und mit 50 ml halbgesattigter Natriumhygnacarbonatlésung gewaschen. Man trocknet
Uber Natriumsulfat und filtriert das Natriumsulfaitsamt dem feinen Niederschlag ab. Das klare

Filtrat wird i.vVak. von Losemittel befreit, man élh 197 mg gelbes Ol als Rohprodukt. Zur

weiteren Aufreinigung wird eine Saulenchromatogiapl{Petrolether/ Ethylacetat = 4:1)
durchgefuhrt.

Ausbeute 161 mg (0.263 mmol, 30%) gelbes Ol

Ry 0.46 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)

'H-NMR  400.13 MHz, CDGt & (ppm) = 1.93 (dJ=6.67 Hz, 6 H, 2x CH85), 6.76 (q,J=6.67 Hz, 2 H, 2x
CHCH;,), 7.32 - 7.43 (m, 4 H), 7.43 - 7.61 (m, 8 H), 7(@7J=7.15 Hz, 2 H), 7.84 - 7.97 (m, 4 H),
8.09 (d,J=7.91 Hz, 2 H), 8.11 - 8.18 (m, 2 H)

3C.NMR  100.61 MHz, CDGl & (ppm) = 18.52, 48.33, 120.42, 123.22, 124.11, 824125.09 (quartar),
125.28, 126.16, 126.60, 127.24, 128.77, 129.72,50181.33.30 (quartar), 133.81 (quartar), 135.42
(quartar), 140.73 (quartar), 164.54 )

FT-IR At (Cm'l) = 1645, 1509, 1445, 1303, 1236, 1186, 807, 738, 870
ESI-MS m/z = 306.0 [M/2] ber.: 612.19
LC Reinheit 99.6% (254 nm),:R 13.2 min , Methode gem6

N-[(1R)-1-Naphth-1-ylethyl]-2-sulfanylbenzamid (27)

Struktur OO Laborkurzel AWBz27 2
Summenformel H;,NOS
SH O G

Molare Masse 307.41
N
H

Vorschrift  Nachdem die Isolierung als Reinstoff MikromaR3stab nicht gelang, wird eine Stammldsung de
Disulfids (26) mit DTT in situ reduziert. Das Produkt bleibt dabei in dieser Ld@sansreichend
lange (Uber 1 Woche bei -30 °C, laut HPLC) in reéeider Form stabil.
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40 mM Stammldsung EdukE&s werden 50.0 mg (0.0815 mmol) 2,2'-Disulfands(li-((R)-1-
(naphthn-1-yl)ethyl)benzamide) in ein Eppendorf-Cammgewogen und 2.038 ml DMSO

Zupipettiert.
80 mM Stammlésung DTTEs werden 21.3 mg (0.138 mmol) DTT in ein Eppefiap
eingewogen und 1.727 ml DMSO zupipettiert.

Reaktionsansatz:
In ein leeres Eppendorf-Cap werden 50 pl Stamm@&aukt (40 mM) und 150 pl Stammlésung
DTT (80 mM) pipettiert und am Vortex vermischt. Madnkubation Uber 1 Stunde bei
Raumtemperatur zeigt die Reaktionskontrolle mittéRRLC vollstindige Umsetzung. Diese neue
Produkt-Stammldsung enthalt das[(1R)-1-Naphth-1-ylethyl]-2-sulfanylbenzamid (Verbindun
27) in einer Konzentration von 20 mM sowie 60 mM DiRteils oxidierter Form.
Referenzansatz:
Méglicherweise fuhrt der Zusatz von DTT im Assay @ner geringfligigen Beeinflussung der
Aktivitat, daher wird eine Referenzlésung mit DTHn@ Inhibitor angesetzt:
In ein leeres Eppendorf-Cap werden 50 pL DMSO uB@ fiL Stammldésung DTT (80 mM)
pipettiert und am Vortex vermischt. Diese Referésahg enthélt 60 mM DTT in DMSO.
Beim Assay sind gewohnlich 50 uM DTT anwesend, atsttieser Referenzldsung kann die DTT-
Konzentration im Assay auf 350 uM erhdht werden,gleiche Bedingungen wie bei der Testung
von Verbindun@7 zu schaffen.
Ausbeute Es erfolgt keine Isolierung des Reinstafisgen der Oxiditationsempfindlichkeit (s. obenjdan
DMSO/DTT gel6st aufbewahrt: 200 pL gelbe Losungystanzkonzentration 20 mM in DMSO
ESI-MS m/z = 308.0 [M+H], ber.: 307.10
LC Reinheit 96.5% (300 nm),;R 11.6 min, Methode Gem6

(R)-N-(1-(Naphth-1-yl)ethyl)-2,2-diphenylacetamid (28)

Struktur Laborkirzel AWBz31
o OO Summenformel  gH,3NO
O Molare Masse 365.47
N
H

Vorschrift  In 5 ml Dichlormethan werden 161.7 mg6® mmol, It. Herstellerangabe “90% technisch rgin”
Diphenylacetylchlorid suspendiert und daraufhinisbVHF zugegeben, bis die Substanz geldst ist
(etwa 5 ml). In die Lésung werden unter Rihren 18§ (0.58 mmol) (R)-1-Naphth-1-
ylethanamin und 88 mg (0.87 mmol) Triethylamin dege Nach einem Tag wird der Ansatz
aufgearbeitet, indem zunachst das Losemittel i.. Viaitestgehend entfernt wird, dann nimmt man
den erhaltenen Ruckstand in 20 ml Ethylacetat and extrahiert 3x mit 20 ml 10%iger
Kaliumhydrogensulfatiosung und 1x mit 10 ml gegftti Natriumchloridlésung. Die organische

Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet, i. VaknvLdsemittel befreit und der erhaltene
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Ruckstand sadulenchromatographisch (Petroletherdédtbtat = 4:1) aufgereinigt.

168 mg (0.460 mmol, 73%) beiger Feststoff
400.13 MHz, CDGt 6 (ppm) = 1.59 (d,J=6.78 Hz, 3 H, CHE3), 4.90 (s, 1 H, @-Diphenyl),
5.97 (qd,J=7.17, 6.96 Hz, 1 H, BCHjy), 6.19 (d,J=5.65 Hz, 1 H, W), 7.18 - 7.36 (m, 11 H), 7.40
(t, J=7.59 Hz, 1 H), 7.46 - 7.57 (m, 2 H), 7.79 §d8.03 Hz, 1 H), 7.83 - 7.91 (m, 1 H), 8.01 - 8.14
(m, 1 H)

100.61 MHz, CDGt & (ppm) = 20.55 CH3), 44.92 CHCH,), 58.66 CHCO), 122.31, 123.36,
124.98, 125.67, 126.26, 126.97, 127.00, 128.07.452828.47 (2 C), 128.58, 128.72 (2 C), 128.79
(2 C), 130.88 (quartar), 133.75 (quartar), 138dua(tar), 139.27 (quartéar, 2 C), 170.6€8)
At (emt) = 3298, 3030, 1634, 1527, 1495, 1446, 1214, 798, 723, 696

152 °C

m/z = 366.3 [M+H], ber.: 365.18

Reinheit 96.4% (215 nm),.R 14.3 min, Methode Gem6

(R)-5-(Dimethylamino)-2-methyl-N-(1-(naphth-1-yl)ethyl)benzamid (29)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
Ry
H-NMR

BC-NMR

FT-IR

Laborkirzel AWBz12DM
o Summenformel  gH,.N,O
Molare Masse 332.44
N
H

/N\

Zu 10 ml Ethylacetat werden 66 mg (0.19mol) (R)-5-Amino-2-methyIN-(1-(naphth-1-
yhethyl)benzamid Hydrochlorid (Verbindurid), 48 pul (110 mg, 0.77 mmol) Methyliodid und 1.0
g (7.2 mmol) Kaliumcarbonat gegeben und Uber 2 Tage Reflux erhitzt. Zur Aufarbeitung wird
3x mit 10 ml 10%iger Natriumcarbonatlésung gewasglage organische Phase Ulber Natriumsulfat
getrocknet, i. Vak. von Ldsemittel befreit und aghaltene Riickstand saulenchromatographisch
(Petrolether/Ethylacetat = 3:1) aufgereinigt. Defaags beige Feststoff verfarbt sich innerhalb
einiger Monate tber gelb nach orange (LagerundribeiTageslicht).

10 mg (0.030 mmol, 16%) beiger Feststoff
0.21 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1), 0.28 (Cychalv@Ethylacetat = 1:1)
400.13 MHz, CDG 6 (ppm) = 1.80 (dJ=6.78 Hz, 3 H, CHE), 2.22 - 2.38 (m, 3 H, Phenyl-
CHs), 2.86 (s, 6 H, N(B3),), 5.99 (d,J=7.91 Hz, 1 H, M), 6.07 - 6.20 (m, 1 H, ECHjy), 6.64 -
6.75 (m, 2 H), 7.03 (d]=8.16 Hz, 1 H), 7.43 - 7.62 (m, 4 H), 7.82 §&8.03 Hz, 1 H), 7.86 - 7.91
(m, 1 H), 8.26 (dJ=8.53 Hz, 1 H)

100.61 MHz, CDG! 6 (ppm) = 18.50CHs-Aromat), 20.69 CH;CH), 40.80 (2 C, NCH3),), 44.97
(CH), 111.25, 114.45, 122.56, 123.20 (br. s., quprti23.64, 125.14, 125.88, 126.48, 128.42,
128.76, 131.16 (quartar), 131.53 (s, 1 C), 133@@aitar), 137.01 (quartdr), 138.15 (quartar),
148.67 (quartar), 169.6C0)
At (emt) = 3285, 1639, 1608, 1507, 1352, 1130, 769



Smp.
ESI-MS
LC
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130 °C
m/z = 333.2 [M+H], ber.: 332.19
Reinheit 93% (300 nm),;R 12.9 min, Methode Gem5

2-Methyl-4-[(methylsulfonyl)amino]-N-[(1R)-1-naphth-1-ylethyl]benzamid (30)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
Ry
'H-NMR

BC-NMR

FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC

Laborkirzel AWBz11SA
o Summenformel  gH,,N,O5S
Molare Masse 382.48
N
H

Allgemeine Vorschrift Ab
110.4 mg (0.324 mmol) Verbindur®g
200 pl (292 mg, 2.55 mmol) Methansulfonsaurechlorid
Reaktionsdauer 1 Stunde, die Aufarbeitung erfolgeein allgemeiner Vorschrift Ab beschrieben.
Das'H-NMR-Spektrum des Rohprodukts zeigte jedoch noathieinsulfonsaurechlorid an, daher
wird zu dessen vollstandiger Hydrolyse das &ligedektgemisch in 1 ml Methanol aufgenommen
und mit 1 ml 5%iger Natriumcarbonatlésung Uber Nagériihrt. Der Ansatz wird mit 10%iger
Citronensaureldsung neutralisiert, mit 20 ml Ethglat versetzt und mit 20 ml Wasser, dann 20 ml
gesattigter Natriumchloridlosung gewaschen. Dieanigche Phase wird Uber Natriumsulfat
getrocknet und i. Vak von Lgsemittel befreit. Derhatene Ruckstand wird zweifach
saulenchromatographisch (Petrolether/Ethylaceatigensdure = 1:1:0.05) aufgereinigt. Bei der
zweiten SC eluiert das Produkt als erstes, dietewairz darauf eluierende Substanz ist Edukt.
Damit ist die geringe Ausbeute in einer evtl. neilweisen Umsetzung, oder in einer im
Alkalischen stattfindenden Sulfonamidhydrolyse, foder in einem Produktverlust an die wassrige
Phase beim Ausschiitteln (Substanz sehr polar)rbekla

14 mg (0.0366 mmol, 11%) weil3er Feststoff
0.22 (Petrolether/Ethylaceat/Ameisensaure = 105)0.
400.13 MHz, CDG & (ppm) = 1.79 (dJ=6.65 Hz, 3 H, CHE&l5), 2.37 (s, 3 H, 63-Aromat), 2.93
(s, 3 H, G:S0O,), 6.05-6.14 (m, 1 H, BCHs3), 6.18 (d,J=8.28 Hz, 1 H, MICO), 6.89 - 7.01 (m, 2
H), 7.20 (d,J=8.16 Hz, 1 H), 7.26 (br. s., 1 HH$O,), 7.41 - 7.63 (m, 4 H), 7.80 (d78.28 Hz, 1
H), 7.84 - 7.91 (m, 1 H), 8.19 (&:8.28 Hz, 1 H)

100.61 MHz, CDGl 6 (ppm) = 19.86 CHsz-Aromat), 20.58 CH3CH), 39.40 CS0O,), 45.18 CH),
116.79, 121.94, 122.60, 123.31, 125.17, 125.96,6226.28.19, 128.55, 128.85, 131.07 (quartar),
132.69 (quartar),133.94 (quartar), 137.77 (quarfé&y.24 (quartar), 138.31 (quartér), 168.60)
At (cmt) = 3315, 1631, 1521, 1368, 1312, 1146, 969, 803, 380

166 °C

m/z = 383.6 [M+H], ber.: 382.14

Reinheit > 99% (254 nm),;R 4.1 min, Methode gem4
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5-(Chlorsulfonyl)-2-methylbenzoesaure (31)

Struktur (0] Laborkirzel AWDS1
OH Summenformel  ¢H,CIO,S
Molare Masse 234.66

Vorschrift  In einem mittels Eisbad gekihltem Runithem werden unter Argon 3.0 g (22 mmol) 2-Methyl-
benzoesaure vorgelegt und unter Rihren 6 ml (108 gnmol) Chlorsulfonsédure langsam und
vorsichtig zugegeben. Lebhafte Gasentwicklung! Naeendeter Zugabe wird auf die Glas-
apparatur eine Olive gesetzt, um den entstehenddorwsserstoff in einer Waschflasche mit
gesattigter Natriumcarbonatldsung zu binden. Mastlauf Raumtemperatur auftauen und erwarmt
dann im Olbad auf 100 °C fiir 4 Stunden. Der Kollérd aus dem Olbad genommen und beim
Abkihlen geschwenkt, sodass man erkennen kanrgubiselcher Temperatur die zunehmende
Viskositat der 6ligen Lésung noch ein AusgielReragst. Bei etwa 40 °C wird der Ansatz in ein
Becherglas mit 200 ml gesto3enem Eis gegossen. adtiessen wird mit dem Glasstab gerihrt
und ausgefallener Feststoff verteilt, sodass si&inek Hitzenester bilden (abreagierende
Chlorsulfonsaure). Der ausgefallene kristallinet§ief wird mittels Glasfiltertiegel abfiltriert, in
10 ml Eiswasser gewaschen, auf der Fritte am get#ifn Vakuum moglichst trocken gesaugt und
sofort im evakuierten Exsikkator tber Schwefelségetrocknet. Die Substanz wird unmittelbar
weiter umgesetzt.

Ausbeute  2.227 g (9.490 mmol, 43%) weilRer Feststoff

2-Methyl-5-(methylsulfamoyl)benzoesaure (32)

Struktur 0] Laborkurzel AWDS3_0
OH Summenformel  gH,;NO,S
Molare Masse 229.25

O:§=O

_NH

Vorschrift Es werden 300 mg (1.28 mmol) 5-(Chlofsayl)-2-methylbenzoesaur8l) in 2 ml Ethylacetat
geldst und 0.2 g 40%ige Methylaminlésung (2.6 miMethylamin) unter Rihren zugegeben. Am
nachsten Tag wird mit 1 ml 40%ige Ameisensaure ségert und 3x mit 5 ml Dichlormethan
extrahiert. Die organische Phase wird Uber Natridfas getrocknet und i. Vak. von Ldsemittel
befreit. Um Ameisenséaure vollstandig zu entfermaing 2 Tage unter Vakuum aufbewabhrt.

Ausbeute 278 mg (1.21 mmol, 95%) weil3er Feststoff

H-NMR 400.13 MHz, MeOD3 (ppm) = 2.53 (s, 3 H), 2.67 (s, 3 H), 7.50 Jd8.16 Hz, 1 H), 7.85 (dd,
J=8.03, 2.01 Hz, 1 H), 8.34 (d72.01 Hz, 1 H)

BC.NMR  100.61 MHz, MeOD3% (ppm) = 21.96 CHs-Aromat), 29.34 (NKLH5), 130.55, 131.13, 132.65,
133.79, 138.59, 146.36, 169.56GOH)
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5-(N-Isopropylsulfamoyl)-2-methylbenzoesaure (33)

Struktur O Laborkirzel AWDS5
OH Summenformel  GH;sNO,S
Molare Masse 257.31

Vorschrift Es werden 200 mg (0.85 mmol) 5-(Chlofsayl)-2-methylbenzoesaur&l) in 2 ml Ethylacetat
gelést und 230 pl (160 mg, 2.7 mmol) Isopropylarmnl ml Dichlormethan unter Rihren
zugegeben. Am nachsten Tag wird mit 10%iger Citnsaereldsung angesauert und 3x mit 5 ml
Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase vfrer Natriumsulfat getrocknet und i. Vak. von
Losemittel befreit.

Ausbeute 180 mg (0.70 mmol, 82%) weil3er Feststoff

H-NMR 400.13 MHz, CDG 8 (ppm) = 1.05 (dJ=6.53 Hz, 6 H, CH(Bl3),), 2.63 (s, 3 H, B3), 3.34 - 3.51
(m, 1 H, H(CHg),), 5.34 (br. s., 1 H, N), 7.35 (d,J=8.16 Hz, 1 H), 7.84 - 7.89 (m, 1 H), 8.43 (d,

J=2.01 Hz, 1 H)
ESI-MS m/z = 258.2 [M+H], ber.: 257.07
LC Reinheit 93.0% (TIC+), &= 5.8 min, Methode Gem6

2-Methyl-5-(morpholin-4-ylsulfonyl)benzoeséure (34)

Struktur (0] Laborkirzel AWDS4
OH Summenformel  GH;sNOsS
Molare Masse 285.32
(0] N—-S=0
\ / 6

Vorschrift Es werden 200 mg (0.85 mmol) 5-(Chlofsoyl)-2-methylbenzoesaur&l) in 2 ml Ethylacetat
geldst und 0.22 ml (0.2 g, 2.3 mmol) Morpholin inml Dichlormethan unter Rihren zugegeben.
Am néachsten Tag wird mit 10%iger Citronensaurelgsangesauert und 3x mit 5 ml Dichlor-
methan extrahiert. Die organische Phase wird Ubatrildnsulfat getrocknet und i. Vak. von
Losemittel befreit.

Ausbeute 208 mg (0.73 mmol, 86%) beiger Feststoff

'H-NMR 400.13 MHz, CDGt 6 (ppm) = 2.76 (s, 3 H), 2.98 - 3.10 (m, 4 H), 3:7282 (m, 4 H), 7.49 (d,
J=8.16 Hz, 1 H), 7.83 (ddJ=8.03, 2.01 Hz, 1 H), 8.42 (d=2.13 Hz, 1 H), 9.49 (br. s., 1 H,
COOH)
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2-Methyl-5-(methylsulfamoyl)-N-[(1R)-1-naphth-1-ylethyl]benzamid (35)

Struktur Laborkurzel AWDS3 1
o OO Summenformel  gH,,N,O5S
Molare Masse 382.48
N
H

O=§=O

_NH

Vorschrift ~ Allgemeine Vorschrift C, Losemittel 2 MHF
60 mg (0.26 mmol) 2-Methyl-5-(methylsulfamoyl)beezéure 2)
70 mg (0.4 mmol) (R)-1-Naphth-1-ylethanamin
Das Filtrat wird i. Vak. von Lésemittel befreit undas erhaltene Rohprodukt aus Ethanol
umkristallisiert.

Ausbeute 28 mg (0.073 mol, 28%) weil3er Feststoff

H-NMR 400.13 MHz, MeOD53 (ppm) = 1.72 (dJ=6.90 Hz, 3 H, CHE5), 2.40 (s, 3 H, Phenylif), 2.49
(s, 3 H, NHQ®,), 6.07 (q,J=6.90 Hz, 1 H, GICH3), 7.39 - 7.66 (m, 5 H), 7.71 - 7.78 (m, 2 H), 7.82
(d,J=8.16 Hz, 1 H), 7.91 (dI=7.65 Hz, 1 H), 8.26 (d]=8.41 Hz, 1 H)

BC.NMR  100.61 MHz, MeOD3 (ppm) = 19.77 CHs-Aromat), 21.45 (CKEHg), 29.29 (NHCH,), 46.67
(CHCHy), 123.94, 124.37, 126.58, 126.78, 126.94, 127429.25, 129.27, 130.11, 132.49
(quartar), 132.60, 135.65 (quartar), 138.37 (quartE39.22 (quartdr), 140.21 (quartar), 142.07
(quartar), 170.51G0)

FT-IR At (cm?) = 3282, 1631, 1520, 1325, 1168, 776, 694, 665
Smp. 184 °C

ESI-MS m/z = 383.2 [M+H], ber.: 382.14

LC Reinheit 93.6% (254 nm),;R 10.3 min, Methode Gem6

3-Methyl-N-[(1R)-1-naphth-1-ylethyl]thiophen-2-carboxamid (36)

Struktur Laborkirzel AWBz23
o OO Summenformel  gH;;NOS
Molare Masse 295.40

~ N

N\ ¢ H

Vorschrift In 2 ml DMF werden 88.8 mg (0.625 mmd}Methylthiophen-2-carbonsaure und 237 mg
(0.625 mmol) HBTU geldst, anschlieBend werden ¢3.¢0.625 mmol) Triethylamin unter Ruhren
zupipettiert. Nach 5 Minuten werden 100 pl (0.624mal) (1R)-1-Naphth-1-ylethanamin
zugegeben und Uber Nacht gerihrt. Zur Aufarbeitwgrgliinnt man mit 8 ml Wasser, wobei sich
eine hellgelbe Trubung einstellt. Am nachsten Tabem sich daraus hellgelbe Schuppen
abgeschieden. Man filtriert den Feststoff ab, waghmit 5 ml 5%iger Ammoniakldsung und



Ausbeute
R
H-NMR

BC-NMR

FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC
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trocknet den Rickstand im evakuierten Exsikkatar ialciumchlorid.

117 mg (0.396 mmol, 63%) blassgelber,maer bis kdrniger Feststoff
0.82 (Cyclohexan/Ethylacetat = 1:1)
400.13 MHz, CDG 6 (ppm) = 1.78 (dJ=6.65 Hz, 3 H, CHE3), 2.48 (s, 3 H, B3), 5.97 - 6.15
(m, 2 H, NHGHCH; und NHCHCH), 6.87 (d,J=4.89 Hz, 1 H, € Pos. 4 Thiophen), 7.24 (d,
J=5.02 Hz, 1 H, @& Pos. 5 Thiophen), 7.45 - 7.61 (m, 4 H), 7.83J&8B.16 Hz, 1 H), 7.87 - 7.91
(m, 1 H), 8.19 (dJ=8.53 Hz, 1 H)

100.61 MHz, CDGt é (ppm) = 15.68CHa), 21.02 (CHCH,), 45.31 CH), 122.60, 123.42, 125.22,
125.89 CH Pos. 5 Thiophen), 126.33, 126.61, 128.47, 128830.86 (quartarC Pos. 2
Thiophen), 131.08 (quartar), 131.9GH Pos. 4 Thiophen), 134.01 (quartéar), 138.23 (gua@
Pos. 1 Naphthyl), 141.19 (quart@tl Pos. 3 Thiophen), 162.0€0)
At (emt) = 3280, 1621, 1526, 1288, 1180, 771, 720

120 °C

m/z = 613.3 [2M+Nd] 296.1 [M+HT, ber.: 295.10
Reinheit > 99% (254 nm),;R 12.0 min, Methode Gem6

2-Methyl-N-[(1R)-1-naphth-1-ylethyl]benzolcarboximidamid (37)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
R
'H-NMR

OO Laborkirzel AWAmM2
Summenformel HooN
NH QJ 201N2
Molare Masse 288.39
N
H

In einem Rundkolben werden 2 ml Dichl@tman vorgelegt, darin 102 mg (0.353 mmol) 2-
Methyl-N-[(1R)-1-naphth-1-ylethyllbenzamid2) gel6st und 20 ml Toluol hinzugegeben. Unter
Ruhren werden 81 mg (0.39 mmol) Phosphorpentachlpugesetzt und anschlie3end fiir 30
Minuten zum Ruckfluss erhitzt. Nachdem der Ansateder auf Raumtemperatur abgekihlt ist,
werden 5 ml gesattigte Ammoniaklésung in Dioxan egepen, die zuvor durch Einleiten von
Ammoniak (nach Freisetzung aus Ammoniakwasser natritlnhydroxid und anschlieRender
Trocknung mittels Kaliumhydroxid gefulltem Glasrplim Dioxan hergestellt wurde. Am nachsten
Tag wird am Rotationsverdampfer das Losungsmittgehend entfernt, 5 ml 20% Natronlauge
zugegeben und 3x mit 20 ml Ethylacetat extrahidech Trocknen der organischen Phase Uber
Natriumsulfat und Entfernen des Losemittels i. Vakhalt man ein klares Ol, das einen dem
Benzaldehyd ahnlichen Geruch aufweist.

37 mg (0.12 mmol, 36%) farbloses Ol

0 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)

400.13 MHz, DMSGQdg: & (ppm) = 2.00 (dJ=6.78 Hz, 3 H, CHE), 2.48 (s, 3 H, 85), 3.48 (br.

S., 2 H, 2x N unter HO-Signal), 6.17 (qJ=6.78 Hz, 1 H, €ICH3), 7.38 (t,J=7.91 Hz, 1 H, Pos. 5
Phenyl), 7.46 (dJ=7.78 Hz, 1 H, Pos. 3 Phenyl), 7.51 - 7.58 (m, 2Pbls. 3 & 6 Naphthyl), 7.58 -
7.61 (m, 1 H, Pos. 4 Phenyl), 7.61 - 7.66 (m, 1Pds. 7 Naphthyl), 7.70 - 7.83 (m, 2 H, Pos. 6
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Phenyl & Pos. 2 Naphthyl), 7.93 (858.16 Hz, 1 H, Pos. 4 Naphthyl), 7.96 - 8.00 (n,1Pos. 5
Naphthyl), 8.27 (dJ=8.53 Hz, 1 H, Pos. 8 Naphthyl)

100.61 MHz, DMSQ3g: 6 (ppm) = 19.88CHy3), 24.66 (CHCH3), 55.03 CHCH), 111.70 (quartar,
Pos. 1 Phenyl), 118.03 (quartar, Amidiid), 123.32 (Pos. 8 Naphthyl), 123.73 (Pos. 2 Naghth
125.41 (Pos. 3 Naphthyl), 125.92 (Pos. 6 Naphtiy®6.49 (Pos. 7 Naphthyl), 126.61 (Pos. 5
Phenyl), 128.73 (Pos. 5 Naphthyl), 129.00 (Pos.aphthyl), 129.93 (quartar, Pos. 8a Naphthyl),
130.35 (Pos. 3-Phenyl), 132.48 (Pos. 6 Phenyl),1880s. 4 Phenyl), 133.39 (quartar, Pos. 4a
Naphthyl), 137.48 (quartér, Pos. 1 Naphthyl), 12 dguartar, Pos. 2 Phenyl)

Beim Versuch die Verbindung mit methanolischer HCihr Hydrochlorid zu tUberfiihren, trat Schwarzféngy und

Zersetzung ein.

(1R)-1-(4,5-Dinitronaphth-1-yl)ethanamin (38)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
R
'H-NMR

BC-NMR

ESI-MS
LC

NO, NO, Laborkirzel AWN1
Summenformel  €H11NsO,
OO Molare Masse 261.23
H,N

Es werden 150 ul (144 mg, 0.84 mmolR)1-Naphth-1-ylethanamin in 1 ml Dichlormethan
geldst, auf dem Eisbad abgekihlt und unter Rihneah Bonz. Schwefelsaure zugegeben. Die Base
fallt dabei gelblich zah aus, die oben (!) befindé Dichlormethanphase wird mittels Druckluft
abgeblasen. Unter weiterer Kilhlung werden 0.5 niiG® Salpetersdure zugetropft, der Ansatz
verfarbt sich dabei schwarz. Nach 15 Minuten witd 200 ml gestof3enes Eis gegossen, mit
20%iger Natronlauge ein pH > 10 eingestellt und 8t 50 ml Ethylacetat extrahiert. Die
organische Phase wird mit 50 ml gesattigter Natchloridlosung gewaschen, Uber
Kaliumcarbonat getrocknet und anschlieBend dasrhifiteg i. Vak. entfernt. Die Untersuchung mit
Loop-MS zeigt Mono- und Dinitroprodukt an. Nach Isfachromatographischer Aufreinigung
(Ethylacetat/Methanol 3:1) erhalt man die Dinitrchiadung als Hauptprodukt.

95 mg (0.36 mmol, 43%) gelbes Ol

0.17 (Ethylacetat/Methanol = 9:1)

400.13 MHz, MeOD3 (ppm) = 1.55 (dJ=6.78 Hz, 3 H, CHE), 5.02 (q,J=6.78 Hz, 1 H,
CHCH,), 7.84 (dd,J=8.53, 7.78 Hz, 1 H, Pos. 7 Naphthyl), 7.99 Jd8.03 Hz, 1 H, Pos. 2
Naphthyl), 8.31 (dd,J=7.53, 0.75 Hz, 1 H, Pos. 6 Naphthyl), 8.32 {d8.28 Hz, 1 H, Pos. 3
Naphthyl), 8.66 (dJ=8.78 Hz, 1 H, Pos. 8 Naphthyl)

100.61 MHz, MeOD3 (ppm) = 25.26 CH3), 48.13 CH), 118.04 (quartar, Pos. 4a Naphthyl),
124.14 (Pos. 2 Naphthyl), 127.51, 127.83, 127.30,80 (Pos. 8 Naphthyl), 133.89 (quartéar, Pos.
8a Naphthyl), 146.04 (quartar, Pos. 4 Naphthyly,.84 (quartér, Pos. 5 Naphthyl), 151.90 (quartar,
Pos. 1 Naphthyl)

m/z = 262.0 [M+H], ber.: 261.07

Reinheit > 99% (300 nm),;R 1.6 min, Methode Gem5
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N-[(1R)-1-(4,5-Dinitronaphth-1-yl)ethyl]-2-methylbenzamid (39)

Struktur NO, NO, Laborkirzel AWN2
Summenformel  gH;17N3sO5
o Molare Masse 379.37
N
H

Vorschrift ~ Allgemeine Vorschrift Ab
95 mg (0.36 mmol) [®&)-1-(4,5-Dinitronaphth-1-yl)ethanamiB®)
300 mg (2 mmol) 2-Methylbenzoeséaurechlotiyl (
Der erhaltene Rickstand wird zweimal saulenchrografthisch (Gradient Petrolether/Ethylacetat
= 4:1 nach Ethylacetat) aufgereinigt.

Ausbeute 73 mg (0.19 mmol, 53%) roter Feststoff

Ry 0.49 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)

H-NMR 400.13 MHz, CDGt 6 (ppm) = 1.81 (dJ=6.78 Hz, 3 H, CHE), 2.44 (s, 3 H, E5), 6.10 (d,
J=7.91 Hz, 1 H, W), 6.15 - 6.25 (m, 1 H, BCHjy), 7.18 - 7.26 (m, 2 H), 7.30 - 7.37 (m, 2 H), 7.79
-7.86 (m, 2 H), 8.28 (d]=7.91 Hz, 1 H), 8.33 (dd}=7.53, 1.00 Hz, 1 H), 8.71 (dd=8.78, 0.88

Hz, 1 H)
ESI-MS m/z = 380.6 [M+H] ber.: 379.12
LC Reinheit 95.6% (254 nm),R 4.1 min, Methode Gem4

1-(N-Hydroxyethanimidoyl)naphthalin-2-ol (40)

Struktur OO Laborkirzel AWBz28
Summenformel H.1NO
OH QZ 11! 2
Molare Masse 201.22
SN
g
OH

Vorschrift Zu 100 ml Ethanol werden 4.00 g (21.5 ofnil-(2-Hydroxynaphth-1-yl)ethanon, 2.986 g (43.0
mmol) Hydroxylamin Hydrochlorid, gelést in 5 ml W&es, sowie 3.64 ml (3.56 g, 45.1 mmol)
Pyridin gegeben. Man erhitzt zum Rickfluss Uber ilaam nachsten Tag wird eine klare,
hellgriine Lésung vorgefunden. Zur Aufarbeitung widér Ansatz am Rotationsverdampfer
weitestgehend eingeengt, in 50 ml Ethylacetat adgemen und 3x mit 10%
Kaliumhydrogensulfatldsung, dann mit gesattigtetrienchloridlésung extrahiert. Die organische
Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet und i. Mak Losemittel befreit. Man erhélt 4.244 ¢
oligen Rickstand, der mittels SC (Gradient PetheléEthylacetat = 4:1 nach 1:1) aufgereinigt
wird.

Ausbeute  3.86 g (19.2 mmol, 89%) durchsichtigeylése Kristalle

Ry E/Z-1somere, 0.28 und 0.35 (Cyclohexan:EthylacAtatisensaure = 1:1:0.01)
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400.13 MHz, CDGE 8 (ppm) = 2.34 (s, 27% KCNOH vermutlich E-Isomer), 2.46 (s, 73%
CHsCNOH vermutlich Z-Isomer), 7.18 - 7.23 (m, 1 H, P®Naphthyl), 7.31 - 7.86 (m, 6 H)

1-Ethylnaphth-2-ol (41)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
'H-NMR

OO Laborkirzel AWF20F1
Summenformel H.,0
OH QZ 12
Molare Masse 172.22

Zu 20 ml Isopropanol werden 9.7 g (126nal) Ammoniumacetat, 1.185 g (18.86 mmol)
Natriumcyanoborhydrid und 1.171 g (6.289 mmol) dH§@roxynaphth-1-yl)ethanon gegeben und
die Suspension unter Riihren im Olbad auf 95 °QariReaktionskontrolle mittels DC zeigt nach
30 Minuten nahezu vollstandige Umsetzung an, naehlieven 30 Minuten im Olbad wird der
Ansatz am Rotationsverdampfer eingeengt (Abzuglu&are!). Die erhaltene Suspension wird mit
20%iger Kalilauge auf pH = 9 eingestellt und 3x &M ml Ethylacetat extrahiert. Die organische
Phase wird mit 10 ml gesattigter Natriumhydrogeboaatldsung und 10 ml geséttigter
Natriumchloridlésung gewaschen. Das Lésemittel wir€Vak. entfernt und man erhalt 1.391 g
Rohprodukt, das noch nach Blausaure riecht (AbzugDer Ruckstand wird
saulenchromatographisch (Gradient Petrolether/Btieght = 8:1 nach Ethylacetat) aufgereinigt.
Bei dieser SC eluierte die hier charakterisiertebifelung, sowie die folgenden 3 beschriebenen
Stoffe.

Im wassrigen Abfall wird das Cyanid durch Zugabe Watriumhypochloritiésung zerstort.

36 mg (0.21 mmol, 3%) farblose, nadelfgenKristalle

400.13 MHz, CD& 6 (ppm) = 1.30 (tJ=7.62 Hz, 3 H, E&3), 3.08 (q,J=7.62 Hz, 2 H, E&,CHj),
4.86 (br. s., 1 H, OH), 7.07 (8=8.78 Hz, 1 H), 7.34 (ddd=8.03, 6.90, 1.00 Hz, 1 H), 7.50 (ddd,
J=8.44, 6.87, 1.38 Hz, 1 H), 7.64 :8.78 Hz, 1 H), 7.79 (dI=8.78 Hz, 1 H), 7.96 (dl=8.66 Hz,

1 H)

14-Methyl-14H-dibenzola,j]xanthen (42)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
R
'H-NMR

Laborkurzel AWF20 2
Summenformel  gH;0
O O Molare Masse 296.36
o)

Die hier charakterisierte Verbindung i vorheriger Reaktion (Verbindurdg) als Nebenprodukt
entstanden und wurde aus dem Ansatz saulenchroraptogch isoliert.

25 mg (0.084 mmol, 1.3%) blassrote, sohufiipmige Kristalle
0.53 (Petrolether/Ethylacetat = 8:1)
400.13 MHz, CDG 6 (ppm) = 1.65 (dJ=6.78 Hz, 3 H, CHE5), 5.46 (q,J=6.78 Hz, 1 H,
CHCH;y), 7.40 (d,J=9.03 Hz, 2 H, 2x OCH, Pos. 6 & 8), 7.48 (t)=7.15 Hz, 2 H, Pos. 3 & 11),
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7.65 (t,J=7.28 Hz, 2 H, Pos. 2 & 12), 7.79 (@8.78 Hz, 2 H, Pos. 5 & 9), 7.89 (@:8.03 Hz, 2
H, Pos. 4 & 10), 8.26 (d)=8.28 Hz, 2 H, Pos. 1 & 13)

BC.NMR  100.61 MHz, CDGt & (ppm) = 23.42 CH3), 26.30 CH), 117.80 (2 C, 2x OCH, Pos. 6 & 8),
118.20 (quartar, 2 C, 22CHCH;z, Pos. 13b & 14a), 122.16 (2 C, Pos. 1 & 13), 12420C, Pos. 3
& 11), 126.70 (2 C, Pos. 2 & 12), 128.15 (2 C, P& 9), 128.84 (2 C, Pos. 4 & 10), 130.98
(quartéar, 2 C, Pos. 4a & 9a), 131.27 (quartar, P&3. 13a & 14b), 148.78 (quartar, 2 C,&3,
Pos. 6a & 7a)

Hinweis: Im Dibenzadd,j]xanthen-Geriist wird in einem annelierten Benzglnnit Position 1 zu zahlen begonnen,

der Sauerstoff erhalt damit die Position 7. Dielgisthen Daten entsprechen der Litergtt

2-Naphthol (43)

Struktur Laborkurzel AWF20 5

OH Summenformel  @HgO
Molare Masse 144.17

Vorschrift ~ Die hier charakterisierte Verbindung listi vorherig beschriebener Reaktion (Verbindddy als
Nebenprodukt entstanden und wurde aus dem Ansalensdiromatographisch isoliert.

Ausbeute 305 mg (2.11 mmol, 34%) beiger Feststoff

Ry 0.30 (Petrolether/Ethylacetat = 4:1)

H-NMR 400.13 MHz, CDG 6 (ppm) = 5.04 (br. s., 1 H, OH), 7.12 (d#8.78, 2.51 Hz, 1 H), 7.16 (d,
J=2.51 Hz, 1 H), 7.35 (ddd)=8.16, 6.84, 1.19 Hz, 1 H), 7.45 (ddi8.16, 6.90, 1.25 Hz, 1 H),
7.70 (dd J=8.16, 0.50 Hz, 1 H), 7.78 @=7.97 Hz, 2 H)

¥C.NMR  100.61 MHz, CDG!l & (ppm) = 109.48, 117.70, 123.62, 126.34, 126.57,72 128.95 (quartar),
129.84, 134.57 (quartér), 153.31 (quar@®H)

Die NMR-Spektren sind identisch mit den aufgenomemeSpektren von erworbenem 2-Naphthol.

1-(1-Hydroxyethyl)naphth-2-ol (44)

Struktur Laborkirzel AWF20sp
o Summenformel  GH;,0,
* Molare Masse 188.22
HO

Vorschrift  Die hier charakterisierte Verbindung keti vorherig beschriebener Reaktion (Verbinddiy als
Nebenprodukt entstanden und wurde als letzte FraKiBpillen der Saule mit Methanol) nur in
verunreinigter Form erhalten, daher konnte keinsfliduliche Charakterisierung mit Zuweisung
aller Signale im NMR erfolgen.

Ausbeute 652 mg (ca. 3.46 mmol, 55%) weil3er Fe§tsterunreinigt laut NMR

¥C-NMR  100.61 MHz, CDG! & (ppm) = 24.49CH,), 24.46 CH; moglicherweise Isomer), 64.68KI0OH),
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65.05 CHOH, moglicherweise Isomer), 151.75 (quar@@H, phenolisch)

Von 108 ppm bis 132 ppm befinden sich zahlreiclum&@e, es tberlagern Verunreinigungen.

Die angegebenen charakteristischen Signale fir sklundaren, an Sauerstoff gebundenen
Kohlenstoff (64.68 ppm), den quartaren, an die Bligoppe gebundenen Kohlenstoff (151.75
ppm) und die Ubereinstimmende Masse im negativaisationsmodus stellen bei dem isolierten
Stoff die angegebene Struktur hinreichend unter&gw

m/z = 187.2 [M-H] ber.: 188.08

2,2,2-Trifluor-1-naphth-1-ylethanon (45)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
Ry
H-NMR

BC-NMR

Laborkurzel AWFC2_10
Summenformel  ¢H;F0
E Molare Masse 224.18
0]

F
In 30 ml Dichlormethan werden 4.0 g (&imol) Naphthalin geldst und mittels Trockeneis-
Isopropanolbad auf -40 °C abgekuhlt. Unter Rihremden 4.2 g (31 mmol) Aluminiumchlorid
zugegeben, es tritt erst rote, dann blaue FarbuhglaschlieRend werden 4.34 ml (6.56 g, 31
mmol) Trifluoressigsaureanhydrid zugetropft, wobri Farbumschlag nach grun erfolgt. Nach 4 h
bei -40 °C wird der Ansatz Uber Nacht bei -28 °Qlas Eisfach gestellt. Am néchsten Tag werden
30 ml Chloroform zugegeben und die organische Phmage30 ml Wasser gewaschen. Die
organische Phase wird dann mit 30 ml halbgeséttigtlatriumhydrogencarbonatlésung
gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und i. .Mabn Losemittel befreit. Der erhaltene
Ruckstand wird durch zweifache SaulenchromatogeaplfiGradient Cyclohexan nach
Cyclohexan/Ethylacetat = 8:1) aufgereinigt.
1.084 g (4.835 mmol, 16%) oranges Ol
0.36 (Cyclohexan)
400.13 MHz, CDG} § (ppm) = 7.53 - 7.67 (m, 2 H), 7.67 - 7.77 (m, 1, AP4 (d,J=8.03 Hz, 1
H), 8.16 (d,J=8.16 Hz, 1 H), 8.19 - 8.31 (m, 1 H), 8.86 §&8.53 Hz, 1 H, Pos. 2 Naphthyl)
100.61 MHz, CDGt & (ppm) = 116.64 (qJ=292.95 Hz,CF;), 124.13, 125.20, 126.36, 127.13,
128.98, 129.48, 131.19, 131.64 Jg3.79 Hz), 133.96, 136.15, 182.31 Jg33.75 Hz,COCF;)

Die analytischen Daten entsprechen der Litetatur
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2,2,2-Trifluor-1-naphth-2-ylethanon (46)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
Ry
H-NMR

BC-NMR

Reinheit

F Laborkurzel AWFC2_ 21
F
. Summenformel  gH;F0
o) Molare Masse 224.18

Die Substanz entsteht als Nebenprodukt der Darstellung von 2,2,2-Trifluor-1-naphth-1-
ylethanon 45). Bei der sdulenchromatischen Aufreinigung desapiNhylderivatA5 wird 46 als
spater eluierende Substanz mit der Verunreinigtierhalten.

1.671 g Gemisch als oranges O, entspnddbe 77% Reinheit (s. u.) 1.29 g (5.75 mmol, 19%)
0.27 (Cyclohexan)
400.13 MHz, CDGt & (ppm) = 7.53 - 7.77 (m, 3 H), 7.88 - 7.99 (m, 1, B2 (d,J=8.16 Hz, 1
H), 8.08 (dd,J=8.78, 0.88 Hz, 1 H), 8.64 (s, 1 H, Pos. 1 Naphthyl

100.61 MHz, CDG! & (ppm) = 116.87 (qJ=291.60 Hz,CF;), 124.17 (q,J=1.47 Hz), 127.19,
127.41, 127.89, 129.08, 130.04, 130.18, 132.17,163@),J=2.81 Hz,), 136.46, 180.46 (8734.85
Hz, COCR)

77% bezogen auf das Flachenverhaltni$sHiIMR zwischen 8.64 ppm und 8.86 ppm (Isomere
bei 1- bzw. 2-Naphthylsubstitution)

Die analytischen Daten entsprechen der Litetatur

2,2,2-Trifluor-1-(naphth-1-yl)ethanol (47)

Struktur

Vorschrift

Laborkurzel AWFC6

OO Summenformel  GH;gFN
F * Molare Masse 226.19
F OH

F
Die folgende Vorschrift beschreibt demrguch der reduktiven Aminierung, die jedoch zuer hi
charakterisierten Alkohol fuhrte.
Das bendtigte Ammoniumformiat wird zunachst durcleutdalisation von 10 ml 26%iger
Ammoniakldsung mit Ameisensaure dargestellt, inddim erhaltene neutrale Lésung auf einer
Porzellanschale im Trockenschrank bei 120 °C eimgeenird. Nach 3 Stunden wird die
Porzellanschale entnommen, das geschmolzene Ammémimiat erstarrt beim Abkihlen auf
Raumtemperatur zu einem weil3-kristallinen Feststoff
In einem Rundkolben mit Stickstoffaufsatz und Riick$kihler werden 515 mg (2.30 mmol)
2,2,2-Trifluor-1-naphth-1-ylethanord%) und 500 mg (7.9 mol) Ammoniumformiat vermengt.
Mittels Olbad wird 3 Stunden auf 145 °C und ansghdind eine Stunde auf 155 °C unter Argon
erhitzt, der Ansatz verfarbt sich dabei schwarzak®enskontrolle (DC, FlieRmittel Cyclohexan)
zeigt neben dem Edukt eine weitere Substanz mit=R0 (Startlinie). Im Stickstoffaufsatz

beobachtet man resublimiertes Ammoniumformiat sowilekondensiertes Ol vom Reaktions-



Ausbeute
Ry
H-NMR

BC-NMR

ESI-MS

LC
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ansatz, daher werden nochmals 100 mg (1.6 mmol) émumformiat zum Ansatz gegeben und
eine weitere Stunde auf 155 °C geheizt. Zur Auféwbg wird die in den Stickstoffaufsatz
gelangte Substanz mit Wasser und Ethylacetat inRlerdkolben gespilt. Die organische Phase
wird mit gesattigter Natriumchloridldsung extrahjdéiber Natriumsulfat getrocknet und i. Vak. von
Lésemittel befreit. Der erhaltene Rickstand wirdiledchromatographisch (Cyclohexan/Ethyl-
acetat = 4:1) aufgereinigt.

387 mg (1.71 mmol, 74%) gelbes Ol
0.58 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)

400.13 MHz, CDG}t 6 (ppm) = 2.63 (dJ=4.64 Hz, 1 H, ®), 5.88 - 5.95 (m, 1 H, BCF3), 7.52 -
7.62 (m, 3 H), 7.86 (dI=7.15 Hz, 1 H), 7.89 - 7.98 (m, 2 H), 8.08 §&8.41 Hz, 1 H)

100.61 MHz, CDG! 6 (ppm) = 69.04 (qJ=32.28 Hz,CHOHCR), 122.79 (qJ=1.10 Hz), 124.67
(q, J=282.80 Hz,CF3), 125.19, 125.79 (d]=1.47 Hz), 125.93, 126.84, 129.01, 129.96 (quartér)
130.19, 131.10 (quartar), 133.69 (quartar)

m/z = 209.2 [M-OH] ber.: 226.06
Anmerkung: Verlust der benzylischen OH-Gruppe wadrder ESI-MS-Messung.

R; = 10.5 min, Methode Gem6

Die analytischen Daten entsprechen der Litetatur

2,2,2-Trifluor-1-(naphth-2-yl)ethanol (48)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
R
'H-NMR

Reinheit

F Laborkirzel AWFC7
F
F * Summenformel  GHgF0
OH Molare Masse 226.19

Die Synthese erfolgt analog Verbinduhgy
820 mg (Reinheit 77%) Produktgemistéh) entsprechend 631 mg (2.82 mmol) ReinsAérf
800 mg (12.7 mmol) Ammoniumformiat, zwischendurahitere Zugabe von 200 mg (3.2 mmol)
622 mg, entsprechend bei 83% Reinhait)(§16 mg (2.28 mmol, 81%) Produkt, gelbes Ol
0.62 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)
400.13 MHz, CDGt & (ppm) = 2.64 (s, 1 H, B), 5.21 (q,J=6.65 Hz, 1 H, €ICF;), 7.51 - 7.62
(m, 3 H), 7.84-7.95(m, 3H), 7.97 (s, 1 H)

83% bezogen auf das FlachenveraltnitHfMR zwischen 5.21 ppm und 5.93 ppm (Isomere bei
1/2-Naphthylsubstitution)

Das’H-NMR-Spektrum entspricht der Literattif'.
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2,2,2-Trifluor-1-naphth-1-ylethyl 2-methylbenzoat @9)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
R
H-NMR

BC-NMR

FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC

Laborkirzel AWFC10
o Summenformel  gH1sF0,
* F Molare Masse 344.33
(@)

F F

Zu 5 ml Pyridin werden 200 mg (0.88 mindJ2,2-Trifluor-1-naphth-1-ylethano#t{) und 230 mg
(1.49 mmol) 2-Methylbenzoesaurechlorid) (gegeben und eine Stunde bei Raumtemperatur
geruhrt. Der Ansatz wird daraufhin i. Vak. eingeengd die erhaltene Suspension in 10 ml
Diethylether aufgenommen. Um Pyridinreste zu endarwerden ca. 3 g Kieselgel zugegeben und
5 Minuten geruhrt. Man filtriert das Kieselgel atischt mit 5 ml eines Gemischs aus Pentan und
Diethylether (1:1) nach und entfernt das Losemittes Filtrats am Rotationsverdampfer. Man
erhalt ein klares Ol, das am DC zwei beieinandgeiele Spots (R= 0.73 und 0.80,
Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1) zeigt. Die saulenofatische Aufreinigung (Petrolether/
Dichlormethan = 5:2) lasst den Ester zuerst eluierdanach eluiert als Nebenprodukt
2-Methylbenzoesaureanhydrid. Die gepoolten Fraktiodes Esters ergeben nach Entfernen des
Losemittels i. Vak. ein farbloses Ol, das nachgsini Tagen weil auskristallisiert.

242 mg (0.70 mmol, 80%) weilRer Feststoff.
0.53 (Petrolether/Dichlormethan = 5:2)
400.13 MHz, CDG} & (ppm) = 2.63 (s, 3 H, i), 7.22 - 7.40 (m, 3 H), 7.44 - 7.61 (m, 3 H), 7.66
(ddd, J=8.50, 7.00, 1.32 Hz, 1 H), 7.87 (d, J=H28 1 H), 7.94 (t, J=8.22 Hz, 2 H), 8.14 (dd,
J=7.78,1.25 Hz, 1 H), 8.28 (d, J=8.53 Hz, 1 H)

100.61 MHz, CDGt & (ppm) = 21.83 CHs), 68.44 (q,J=33.75 Hz,CHCF), 122.80, 123.83 (q,
J=280.97 Hz,CFs), 125.10, 125.99, 126.09, 126.65, 127.17, 127dartar), 127.81 (quartar),
128.99, 130.53, 131.06, 131.23 (quartar), 131.98,95, 133.69 (quartar), 141.25 (quartar), 164.95
(CO)
At (emt) = 1724, 1353, 1236, 1185, 1126, 1077, 903, 768, 732, 697, 661

71°C

m/z = 367.1 [M+N4d] ber.: 344.10

Reinheit > 99% (254 nm),;R 12.2 min, Methode Gem8
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1-(1-Trimethylsilyloxyvinyl)naphthalin (50)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
'H-NMR

Reinheit

Laborkirzel AWF1
OO Summenformel  GH;50Si

Molare Masse 242.39

In einem 250 ml Rundkolben werden uregon 80 ml absolutiertes THF vorgelegt und 13.0 ml
(12.9 mmol) einer 1 M L6sung von Lithium-bis(trirhgtsilyl)Jamid zugegeben. Bei Raum-
temperatur wird Gber 30 Minuten unter Riihren eitisung von 2.0 g (12 mmol) 1-Acetonaphthon
in 25 ml abs. THF zugetropft. Nach 15 Minuten wéide Lésung von 1.5 ml Trimethylsilylchlorid
in 10 ml abs. THF zugetropft und eine weitere Seugdrihrt. Zur Aufarbeitung wird das THF i.
Vak. entfernt, es werden 10 ml Dichlormethan zubegeund fir 10 Minuten im Kuhlschrank
(1 °C) gekuhlt. Dabei bildet sich ein feiner, gelbdiederschlag, den man abfiltriert. Das
Lésemittel des Filtrats wird i. Vak. entfernt unérderhaltene 6lige Rickstand Uber Nacht bei
10 mbar von weiteren Losemittelriickstanden befreit.

2.94 g Rohprodukt (12 mmol, Reinheit unldau., damit Ausbeute unklar) als dunkelorarges
400.13 MHz, CDG 6 (ppm) = 0.16 (s, 9 H, Sitds)s), 4.63 (d,J=0.75 Hz, 1 H), 4.76 (d1=0.75
Hz, 1 H), 7.38 - 7.52 (m, 4 H), 7.77 - 7.87 (m, @ 8132 (ddJ=8.53, 1.13 Hz, 1 H)
55mol% laut NMR, bezogen auf das Flacheiirés im *H-NMR-Spektrum der Peaks bei
8.32 ppm (Produkt) und 8.76 ppm (Edukt). Da im $pek kein Signal des Deuterochloroform-
Restwassers zu beobachten ist, wurde offensichdiohTeil des Produkts im NMR-R&6hrchen
hydrolysiert. Damit ist die Reinheit des Rohprodukicht bestimmbar.

Eine chromatographische Aufreinigung ist erst aaf dachsten Stufe (Fluorketon) mdglich,
aufgrund des groReren strukturellen Unterschieds der damit verbundenen unterschiedlichen

Adsorption an Kieselgel allerdings erst auf derribehsten Stufe3¢Fluoramin) zu empfehlen.

2-Fluor-1-naphth-1-ylethanon (51)

Struktur

Vorschrift

Laborkurzel AWF2
OO Summenformel  GHGFO
Molare Masse 188.20
0]
F
In 50 ml Acetontril werden 1.764 g (4®Mmol) Selectflud™ gelést und unter Argon eine
Lésung von 1.006 g (4.15 mmol) 1-(1-Trimethylsibwinyl)naphthalin §0) in 5 ml Acetonitril
zugetropft. Es stellt sich eine gelbgriine Farbung Triibung ein. Reaktionskontrolle mittels DC

zeigt nach 1 Stunde unvollstandige Umsetzung, daterden weitere 300 mg (0.85 mmol)
Selectfluof™ als Feststoff zugegeben und der Ansatz iiber Ngetithrt. Zur Aufarbeitung wird
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das Gemisch am Rotationsverdampfer weitgehend eimge20 ml Wasser zugegeben und mit 30
ml Diethylether extrahiert. Die organische Phasedwiochmals mit 20 ml Wasser und 20 ml
gesattigter Natriumchloridldsung gewaschen, daner iMatriumsulfat getrocknet und daraufhin
das Loésemittel i. Vak. entfernt. Vom Versuch eirgtulenchromatischen Aufreinigung wird
abgesehen, da im DC (Cyclohexan/Ethylacetat =181t Junzureichende Trennung von Produkt (R
= 0.51) und Edukt 1-Acetonaphthon; (R 0.59) erzielt wird und die nachste StufeHuoramin)
erwartungsgemaf besser aufzureinigen sein solleliderhinaus wurde das hier beschriebene
Fluorketon mit einer alternativen Synthese (sirujoherer Reinheit und Ausbeute dargestellt.

Ausbeute  0.694 g Rohprodukt (unter Beriicks. denlfgi: 1.48 mmol, 36% (iber 2 Stufen), gelbliches Ol
laut Literatur weiRer Feststoff, Smp. 44%¢,

Ry 0.51 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)
H-NMR 400.13 MHz, CDG 8 (ppm) = 5.53 (dJ=47.18 Hz, 2 H, €,F), 7.44 - 8.15 (m, 6 H), 8.71 (d,
J=8.78 Hz, 1 H)

Reinheit Aus dentH-NMR-Spektrum lasst sich iiber das Flachenveralisis Peaks bei 8.71 ppm und
8.75 ppm (Produkt zu Edukt 1-Acetonaphthon, x/y.60@) mittels linearem Gleichungssystem
(188 g/mol * x + 170 g/mol * y = 0.694 g) eine Stoénge von x = 1.48 mmol Produkt errechnen,
was einer Reinheit von 41mol% bzw. 40% (w/w) eritsygr

Das’H-NMR-Spektrum entspricht der Literattif.

2-Fluor-1-naphth-1-ylethanon (52)

Struktur Laborkirzel AWF5
Summenformel  GHoFO
Molare Masse 188.20
O

F

Vorschrift In einen 50 ml Rundkolben werden 170 (dg00 mmol) 1-Acetonaphthon eingewogen, 15 ml
Methanol zugegeben und darin 709 mg (2.00 mmoRclor" suspendiert. Unter Riihren wird
fur 6 Stunden zum Reflux erhitzt. Reaktionskon&athittels DC zeigt bereits entstandes Produkt
an. Man refluxiert 3 weitere Tage, jedoch lassh & DC immer noch Edukt nachweisen. Da laut
Literatur die reaktive Zwischenstufe das Acetal mMéthanol darstellt, werden 5 Tropfen TFA als
Katalysator zugegeben und ein weiterer Tag refltixigas jedoch nichts am Aussehen der DC-
Reaktionskontrolle &anderte. Zur Aufarbeitung wiréhisd Methanol i. Vak. entfernt, 30 ml
Ethylacetat, 20 ml Wasser und 5 Tropfen 10%igesaaile zugegeben und Uber 2 Stunden intensiv
gerihrt.  Die  organische Phase wird abgetrennt, mRO ml  geséttigter
Natriumhydrogencarbonatldsung gewaschen und sticheiRVak. von Losemittel befreit.

Ausbeute 151 mg Rohprodukt (unter Beriicks. der iRein0.603 mmol, 60% iiber 1 Stufe), gelbliches Ol

Ry 0.51 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)

'H-NMR  400.13 MHz, CDG} & (ppm) = 5.53 (dJ=47.18 Hz, 2 H, 6,F), 7.50 - 7.69 (m, 3 H), 7.82 (d,
J=7.28 Hz, 1 H), 7.91 (dI=8.78 Hz, 1 H), 8.08 (dl=8.28 Hz, 1 H), 8.71 (dI=8.78 Hz, 1 H)
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ESI-MS m/z = 189.0 [M+H], ber.: 188.06

LC R; = 10.7 min, Methode Gemb5

Reinheit Wie vorherig beschrieben, lasst sich shieh aus dem dertH-NMR-Spektrum bei 8.71 ppm und
8.75 ppm (Produkt zu Edukt 1-Acetonaphthon, x/y.#22 mittels linearem Gleichungssystem
(188 g/mol * x + 170 g/mol * y = 0.151 g) eine Stoénge von x = 0.603 mmol fur das Produkt
berechnen, was einer Reinheit von 73mol% entspricht

Die auf diese Weise erhaltene Verbind&2gst mit der Verbindun&1 identisch.

2-Fluor-1-naphth-1-ylethanamin (53)

Struktur Laborkurzel AWF16

OO Summenformel  ¢H;,FN
* Molare Masse 189.23
NH,

F

Vorschrift  Zu 10 ml Isopropanol werden 3.08 g (40r®nol) Ammoniumacetat, 150.7 mg (2.40 mmol)
Natriumcyanoborhydrid und 151 mg (unter Beruicks. Reinheit: 0.603 mmol) 2-Fluor-1-naphth-
1-ylethanon %2) gegeben und unter Rihren im Olbad eine Stund@dl erhitzt (schwacher
Reflux, Siedepunkterh6hung des Isopropanols autjAmmoniumacetat). Im Anschluss wird das
Lésemittel weitgehend am Rotationsverdampfer (AbZBigusaure!) entfernt und der gallertige
Ruckstand mit 20 ml Wasser geldst, mit 20%iger ldatie auf pH > 10 eingestellt und mit 50 ml
Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wiitl 1@ ml gesattigter Natriumchloridlésung
gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und i. .Mabn Losemittel befreit. Der erhaltene
Ruckstand wird sdulenchromatographisch (Petroldtttgylacetat/Triethylamin = 1:1:0.05) aufge-
reinigt.
Im wassrigen Abfall wird das Cyanid durch Zugabe Watriumhypochloritlésung zerstort.

Ausbeute 50 mg (0.26 mmol, 43%) farbloses Ol

Ry 0.19 (Petrolether/Ethylacetat/Triethylamin = 1:0%)

'H-NMR 400.13 MHz, CDGt 6 (ppm) = 2.01 (s, 2 H, Np), 4.47 (dt,J=48.25, 9.03, 8.47 Hz, 1 H.HHF),
4.73 (dddJ=47.02, 9.07, 3.51 Hz, 1 H, GHF), 5.20 (dddJ=14.65, 8.44, 3.39 Hz, 1 HHTH,F),
7.48 - 7.61 (m, 3 H), 7.75 (d=7.15 Hz, 1 H), 7.82 (d]=8.28 Hz, 1 H), 7.88 - 7.93 (m, 1 H), 8.15
(d,J=8.53 Hz, 1 H)

¥C-NMR  100.61 MHz, CDGt 6 (ppm) = 51.10 (dJ=19.81 Hz,CCF), 87.76 (d,J=174.23 HzCF), 122.33,
123.84 (dJ=1.10 Hz), 125.47, 125.63, 126.37, 128.27, 129138,92 (quartér), 133.78 (quartar),
135.58 (d,J=8.07 Hz, quartalCCCF)

ESI-MS m/z = 173.2 [M-(NK)]", ber.: 189.10
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N-(2-Fluor-1-naphth-1-ylethyl)-2-methylbenzamid (54)

Struktur Laborkirzel AWF19B
o OO Summenformel  gH;sFNO
* F Molare Masse 307.36
N
H

Vorschrift  In 5 ml Dichlormethan werden 50 mg (012énol) 2-Fluor-1-naphth-1-ylethanami&3) geldst und
unter Rihren 100 pl (78 mg, 0.77 mmol) Triethylansowie 100 ul (120 mg, 0.78 mmol) 2-
Methylbenzoesaurechloridl) zupipettiert. Nach 2 Tagen wird zur Aufarbeitungt 10 ml
gesattigter Ammoniumchloridldsung gewaschen, dissnge Phase mit 10 ml Dichlormethan
nachextrahiert und die vereinigte organische Pha$eKieselgel aufgezogen und der gebundene
Stoff sdulenchromatographisch (Petrolether/Ethyéace 6:1 mit 0.5% Triethylamin) aufgereinigt.

Ausbeute 72 mg (0.23 mmol, 90%) beiger Feststoff

Ry 0.23 (Petrolether/Ethylacetat = 6:1)

H-NMR 400.13 MHz, CDGt & (ppm) = 2.46 (br. s., 3 H,H), 4.92 (dddJ=28.11, 9.54, 4.39 Hz, 1 H,
CHHF), 5.04 (dddJ=28.99, 9.54, 4.27 Hz, 1 H, GHF), 6.21 - 6.36 (m, 1 H, ICH,F), 6.43 (d,
J=8.28 Hz, 1 H, M), 7.16 (t,J=7.47 Hz, 1 H), 7.21 (d]=7.65 Hz, 1 H), 7.27 - 7.33 (m, 1 H), 7.35
(dd, J=7.53, 1.00 Hz, 1 H), 7.44 - 7.66 (m, 4 H), 7.86JeB8.16 Hz, 1 H), 7.88 - 7.94 (m, 1 H),
8.19 (d,J=8.53 Hz, 1 H)

¥C-NMR  100.61 MHz, CDGl & (ppm) = 19.72, 49.04 (d=19.44 Hz,CCF), 83.94 (dJ=175.33 HzCF),
122.96, 124.13 (dJ=2.93 Hz), 125.15, 125.69, 126.04, 126.69, 1261&ZB.99 (d,J=2.20 Hz),
130.07, 131.00, 131.08 (quartar), 133.31 (quartdB3.33 (quartar), 133.96 (quartédr), 135.79
(quartar), 136.21 (quartar), 169.41Q)

FT-IR At (emt) = 3283, 1632, 1518, 1276, 1008, 799, 779, 768, 68
Smp. 143 °C

ESI-MS m/z = 308.1 [M+H] 330.0 [M+Na], ber.: 307.14

LC Reinheit 90.9% (280 nm), R 11.2 min, Methode Gem6

Bei den 9% Verunreinigung (LC) handelt es sich uime emittels Kieselgel nicht abtrennbare, am Naphthy
zusatzlich fluorierte Verbindung mit ansonstendier Struktur, Masse: 326.1 [M+H(ber.: 325.13), R= 12.1 min.
Zudem findet sich iMH-NMR-Spektrum bei 8.15 ppm ein sauber integriezbarerunreinigungs-Dublett der Flache
9mol%, was die mittels LC bestimmte Reinheit vof®lestatigt. Fuglseth et al. hatten von Ringfluorg bei der
Reaktion zu Verbindung2 berichteft .



-175-

2-Brom-1-naphth-1-ylethanon (55)

Struktur Laborkurzel AWF3
OO Summenformel  gHyBrO
Molare Masse 249.10
0]
Br
Vorschrift In 50 ml abs. Diethylether werden unfengon 3.00 g (17.6 mmol) 1-Acetonaphthon vorgelegt,
2.35 g (17.6 mmol) Aluminiumchlorid portionsweisegegeben und daraufhin 0.9 ml (2.8 g, 18
mmol) Brom zugetropft. Die Losung bleibt klar, wivdm Brom aber tiefrot eingefarbt, wobei sie
sich 5 Minuten nach beendeter Bromzugabe wieden hatigelb entfarbt. Dabei beobachtet man
eine zweite, am Kolbenboden abgeschiedene, klateéntansiv hellrote Phase. Reaktionskontrolle
aus der oberen Phase zeigt im DC (Cyclohexan/Etbtda= 3:1) nur eine Substanz mjtZR0.60,
jedoch besitzt das unbromierte Edukt unter diesedirBjungen auf der DC-Platte den gleichen R
Wert.
Zur Aufarbeitung wird mit 5 ml 40% Bisulfittauge geencht und die organische Phase mit
weiteren 30 ml Wasser gewaschen. Die gelbe Waszsephird mit 30 ml Ethylacetat nachextra-
hiert und die organischen Phasen vereinigt. NaobcKiren Uber Magnesiumsulfat wird das
Lésemittel i. Vak. entfernt. Die chromatographischgreinigung des laut NMR (siehe Reinheit)

verunreinigten Ruckstands wird ausgesetzt, da kkafdmittel gefunden wurde, um das Gemisch

zu trennen.
Ausbeute  3.818 g Rohprodukt (unter Beriicks. dentigi 11.1 mmol, 63%) klares, dunkelbraunes Ol
Ry 0.63 - 0.68 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1), Veeumigung im Produktspot nicht sichtbar

H-NMR 400.13 MHz, CDGt & (ppm) = 4.59 (s, 2 H, I&Br), 7.47 - 7.72 (m, 3 H), 7.86 - 7.99 (m, 2 H),
8.06 (d,J=8.28 Hz, 1 H), 8.60 - 8.69 (m, 1 H)

ESI-MS m/z = 249.1 und 251.0 [M+H]ber.: 247.98

Reinheit Aus dem demH-NMR-Spektrum lasst sich das Verhaltnis der Péakién bei 8.61 ppm und
8.75 ppm (Produkt zu Edukt 1-Acetonaphthon, x/y .#7) mittels linearem Gleichungssystem
(249 g/mol * x + 170 g/mol * y = 3.818 g) eine Stoénge von x = 11.1 mmol fir das Produkt
berechnen, was einer Reinheit von 64mol%, bzw. &) entspricht.

Das’H-NMR-Spektrum entspricht der Literattif.

2-Brom-1-naphth-1-ylethanon (56)

Struktur Laborkirzel AWF3neu
Summenformel  gHyBrO
Molare Masse 249.10
(0]

Br

Vorschrift ~ Zu 40 ml Benzol werden 5.458 g (32.07 otyri-Acetonaphthon, 6.278 g (35.27 mmiNBrom-
succinimid und 244 mg (4mol%, 1.28 mmol, ) p-Tofwdfonsdure-Monohydrat (Katalysator)
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gegeben und Uber Nacht refluxiert. Zur Aufarbeitwigd mit 30 ml Ethylacetat verdinnt und die
organische Phase 3x mit 50 ml 5%iger Natriumcarfosiang und mit 50 ml gesattigter
Natriumchloridlésung gewaschen. Nach Trocknen dgamischen Phase Uber Magnesiumsulfat
wird das Losemittel i. Vak. entfernt.

Ausbeute  8.134 g Rohprodukt (Reinheit 94.3% w/withaltend 7.669 g Produkt (30.8 mmol, Ausbeute
96%) als dunkles, klar durchscheinendes Ol

Ry 0.68 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1), 0.81 (Dichtethan)

H-NMR 400.13 MHz, CDG 6 (ppm) = 4.58 (s, 2 H, E,Br), 7.52 (dd,J=8.16, 7.28 Hz, 1 H), 7.55 - 7.60
(ddd,J=8.03, 6.78, 1.25 Hz, 1 H), 7.64 (ddi8.50, 6.93, 1.51 Hz, 1 H), 7.90 (m, 1 H), 7.93,(dd
J=7.28, 1.13 Hz, 1 H), 8.05 (d+8.16 Hz, 1 H), 8.61 - 8.67 (m, 1 H)

3C.NMR  100.61 MHz, CDG! & (ppm) = 33.82, 124.18, 125.65, 126.78, 128.47,.3282 C), 130.61
(quartar), 132.30 (quartar), 133.89, 134.00 (qupri®4.28 CO)

Reinheit Wie vorherig beschrieben, lasst sich aesn dH-NMR-Spektrum ber das Verhaltnis der
Peakflachen bei 8.61 ppm und 8.75 ppm (Produkt dukE1-Acetonaphthon, x/y = 22.8) eine
Reinheit von 96mol% abschéatzen. Wird die Reinhe# dem Eduktsignal bei 2.76 ppm bestimmt
(xly = 11.1), ergibt die Berechnung 30.8 mmol Piddentsprechend 92mol% bzw. 94% (w/w)
Reinheit. Unbericksichtigt bleibt dabei die unbekanVerunreinigung, die sich hinter dem
Singulett bei 7.37 ppm (Flache 0.10) verbirgt. [¥gnal ware typisch fir R4Br, und eine
Uberbromierung durcN-Bromsuccinimid ist bei langen Reaktionszeiten apielusibel.

Die auf diese Weise erhaltene Verbind&égst mit der Verbindun&5 identisch.

2-Naphth-1-yl-2-oxoethylacetat (57)

Struktur Laborkirzel AWF11
Summenformel  gH;,0;
Molare Masse 228.24

(0]

\[(O
0]

Vorschrift In 5 ml Wasser werden 3.12 g (22.9 mniddtriumacetat-Trihydrat geldst, 2.15 g (unter B&gI
der Reinheit von 94% (w/w): 2.02 g, 8.11 mmol) BB¥1-naphth-1-ylethanorb§) sowie 30 ml
Ethanol zugegeben und fur 2 Stunden zum Refluxztrtdur Aufarbeitung wird das Losemittel i.
Vak. weitestgehend entfernt und der Rickstand mitnd Diethylether und 30 ml Wasser
ausgeschuttelt. Man wascht die organische Phademads mit 30 ml Wasser, dann mit 30 ml
gesattigter Natriumchloridlésung und trocknet GiRatriumsulfat. Nach Entfernen des Ldsemittels
i. Vak. wird die Verbindung als éliger Riickstanthaten.

Ausbeute  1.891 g (unter Beriicks. der Reinheit: & r@ol, 98%) farbloses Ol

Ry 0.51 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)

H-NMR 400.13 MHz, CDG}t 6 (ppm) = 2.26 (s, 3 H,18s), 5.32 (s, 2 H, 6,0), 7.52 (ddJ=8.16, 7.28 Hz,
1 H), 7.57 (dddJ=8.16, 6.78, 1.25 Hz, 1 H), 7.62 (dd#8.28, 6.78, 1.51 Hz, 1 H), 7.86 (dd,
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J=7.22,1.19 Hz, 1 H), 7.88 - 7.92 (m, 1 H), 8.05%B.28 Hz, 1 H), 8.63 (dI=9.03 Hz, 1 H)

Wie vorherig beschrieben, kann auch hies dem'H-NMR-Spektrum (iber ein Peakflachen-
verhaltnis bei 2.26 ppm (Produkt) und 2.76 ppm ¢etnaphthon) mit x/y = 17.6 eine exakte
Produktstoffmenge (eingesetzt in 228.2 g/mol * x1#0.2 g/mol * y = 1.891 g) von X =

7.946 mmol berechnet werden, was einer Reinheitdéda (w/w) entspricht.

Das’H-NMR-Spektrum entspricht der Literatti?.

N-(2-Hydroxy-1-naphth-1-ylethyl)acetamid (58)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
R
H-NMR

BC-NMR

Laborkirzel AWF17
o Summenformel  gH;sNO,
)J\ *  OH Molare Masse 229.27
N
H

Zu 20 ml Isopropanol werden unter Ruheef g (55 mmol) Ammoniumacetat, 0.517 g (8.23
mmol) Natriumcyanoborhydrid und 0.626 g (unter Bl der Reinheit: 0.601 g, 2.63 mmol) 2-
Naphth-1-yl-2-oxoethylacetab7) gegeben und iiber eine Stunde im Olbad auf 95REze Im
Anschluss wird das Lésemittel am Rotationsverdamgfgbzug! Blauséaure!) weitestgehend
entfernt, man erhalt einen orange-farbenen Febt&lai den vermeintlichen Essigsdureester nicht
zu hydrolysieren, wird auf eine alkalische Extraktiverzichtet und stattdessen der orange Feststoff
in 20 ml Ethylacetat suspendiert, die Uberstehdrideing abgenommen und mit 20 ml Petrolether
verdinnt, was zu einer weien Fallung fihrt. Derst$teff wird abfiltriert, die NMR-
spektroskopische Untersuchung des Filtrats ergd ikéerpretierbares Ergebnis. Der Feststoff
wird in Ethylacetat gel6st und auf eine kurze Kigsksaule aufgetragen. Nachdem mit 50 ml
Ethylacetat eluiert wurde, wird mit Methanol fortgleren. Nun eluiert eine sehr polare
Verbindung, die nach Entfernen des Methanols i..\gak verschlossen im Abzug aufbewahrt wird,
da noch Blausauregeruch davon wahrnehmbar isteBieglativ schlecht 16slichen Stoff konnte
die hier angegebene Struktur zugewiesen werdererfefgte also nach gelungener reduktiver
Aminierung eine intramolekulare Aminolyse des Estarm Amid..

239 mg (1.04 mmol, 40%) schlecht l6slicheiiRer Feststoff

0 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)

400.13 MHz, DMSQds: 6 (ppm) = 1.89 (s, 3 H, Ig3), 3.55 - 3.66 (m, 1 H, @HOH), 3.69 - 3.79
(m, 1 H, CHHOH), 4.95 (tJ=5.71 Hz, 1 H, CKHOH), 5.67 (td,J=7.81, 5.08 Hz, 1 H, NHE), 7.44
-7.62 (m, 4 H), 7.82 (d}=7.91 Hz, 1 H), 7.91 - 7.96 (m, 1 H), 8.16 §&8.03 Hz, 1 H), 8.40 (d,
J=8.28 Hz, 1 H, M)

100.61 MHz, DMSGds: 6 (ppm) = 22.69 CH3), 51.06 (NHCH), 63.94 CH,OH), 123.02, 123.64,
125.30, 125.49, 126.08, 128.59, 168.Z80NH)
Aufgrund zu niedriger Signalintensitat werden inofwatenbereich nur 6 der 10 Kohlenstoffkerne
beobachtet, die Struktur wird mit den charaktes@dten Signalen von NEH und CH,OH
eindeutig belegt.
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2-Amino-2-naphth-1-ylethanol (59)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
'H-NMR

BC-NMR

Laborkirzel AWF17b

OO Summenformel  €H;3NO
N *  OH Molare Masse 187.24
Zu 10 ml halbkonz. Salzsaure werden 14® (0.650 mmol) N-(2-Hydroxy-1-naphth-1-
ylethyl)acetamid %8) gegeben und 2 Tage unter Rickfluss erhitzt. Zwfafkeitung wird
vorsichtig mit Kaliumhydroxid-Platzchen neutralidieind ein pH > 10 eingestellt. Die erhaltene
Lésung wird 3x mit 20 ml Ethylacetat extrahiert,e dorganische Phase Uber Natriumsulfat
getrocknet und i. Vak. von Loésemittel befreit. Aufgd der relativ hohen Polaritat des Produkts
liegt der Ausbeuteverlust vermutlich im unvollstégeh Extrahieren begriindet.
52 mg (0.28 mmol, 43%) gelblicher Feststof
400.13 MHz, CDGt 6 (ppm) = 2.59 (br. s., 3 H, ¥ und (H), 3.66 (dd,J=10.85, 8.09 Hz, 1 H,
CHH), 3.93 (dd,J=10.92, 3.64 Hz, 1 H, CH)), 4.89 (dd,J=7.47, 3.20 Hz, 1 H, BNH,), 7.42 -
7.55(m, 3 H), 7.55-7.62 (m, 1 H), 7.73 - 7.8Q (nH), 7.85 - 7.91 (m, 1 H), 8.10 (@7.91 Hz,
1H)
100.61 MHz, CDGl 6 (ppm) = 52.61CHNH,), 67.19 CH,OH), 122.53, 122.79, 125.37, 125.53,
126.14, 127.72, 128.91, 130.82 (quartar), 133.72ar{gr), 138.18 (quartar)

Die analytischen Daten entsprechen der Litet&tur

2-(2-Methylbenzamido)-2-(naphth-1-yl)ethyl-2-methytbenzoat (60)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
R
'H-NMR

ESI-MS

Laborkurzel AWF25
OO Summenformel  gH>sNO3

* 0 0 Molare Masse 423.50

Zu 1 ml Ethylacetat werden 52 mg (0.28nah) 2-Amino-2-naphth-1-ylethanol59), 200 ul
(156 mg, 1.54 mmol) Triethylamin und 100 pl (120,M@g/8 mmol) 2-Methylbenzoesaurechlorid
(1) gegeben. Nach einem Tag wird mit 10 ml Ethylacetdinnt und 3x mit 10 ml 10%iger
Natriumcarbonatlésung gewaschen. Die organischeePWwad Uber Natriumsulfat getrocknet und
i. Vak. von Losemittel befreit. Die weitere Umsatgu(s. u.) erfolgt ohne Aufreinigung, das
Rohprodukt zeigt im 'H-NMR Signale unbekannter Verunreinigung, sodassineke
Reinheitsabschatzung angestellt werden kann.

107 mg Rohprodukt (0.25 mmol, 90%) ockendner Feststoff
0.51 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)
400.13 MHz, CDG 6 (ppm) = 2.37 (s, 3 H,ld3), 2.57 (s, 3 H, €3), 4.82 - 495 (m, 2 H, &,),
6.44 (d,J=8.03, 1 H, M), 6.48 - 6.56 (m, 1 H, ), 7.12 - 7.35 (m, 6 H), 7.41 (td=7.53, 1.25 Hz,

1 H), 7.46 - 7.68 (m, 4 H), 7.87 (88.28 Hz, 1 H), 7.89 - 7.95 (m, 2 H), 8.35Jd8.41 Hz, 1 H)
m/z = 422.3 [M-H] ber.: 423.18
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N-(2-Hydroxy-1-naphth-1-ylethyl)-2-methylbenzamid (&)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
R
H-NMR

BC-NMR

FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC

Laborkirzel AWF26
OO Summenformel  gH1gNO,

(0]
*  OH Molare Masse 305.37

N
H

Es werden 107 mg (0.25 mmaR){2-(2-Methylbenzamido)-2-(naphth-1-yl)ethyl-2-mgienzoat
(60) und 210 mg (5.0 mmol) Lithiumhydroxid-Monohydriat 30 ml THF/Wasser (3:1) geldst.
Reaktionskontrolle mittels Loop-MS zeigt erst naddrstiindigem Reflux geringe Umsetzung. Der
sterisch abgeschirmte Ester wird daher weiter zigded erhitzt, bis nach 2 Tagen vollstandige
Umsetzung angezeigt wird. Zur Aufarbeitung wird dAnsatz am Rotationsverdampfer
weitestgehend eingeengt und die verbleibende vggskiisung 3x mit 10 ml Ethylacetat extrahiert.
Die organische Phase wird Uber Natriumsulfat gé&tmet und i. Vak. von Losemittel befreit. Der
erhaltene Rickstand wird sdulenchromatographisfgeerinigt (Petrolether/Ethylacetat = 2:1).

56 mg (0.18 mmol, 73%) beiger Feststoff
0.31 (Cyclohexan/Ethylacetat = 1:1)
400.13 MHz, CDG & (ppm) = 2.45 (s, 3 H, ig;), 2.98 (br. s., 1 H, B), 4.05 - 4.21 (m, 2 H,
CH,0OH), 6.08 (dtJ=7.28, 5.08 Hz, 1 H, NB), 6.61 (d,J=7.28 Hz, 1 H, M), 7.11 - 7.26 (m, 2 H),
7.28 -7.61 (m, 6 H), 7.82 (dv7.91 Hz, 1 H), 7.86 - 7.93 (m, 1 H), 8.16 J&8.41 Hz, 1 H)

100.61 MHz, CDGt & (ppm) = 19.82 CH,), 51.97 (NCH), 65.57 CH,OH), 122.90, 123.46,
125.13, 125.70, 125.99, 126.70, 126.74, 128.67,982830.08, 130.90 (quartar), 131.03, 134.05
(quartar), 134.38 (quartar), 135.85 (quartar), 28gquartar), 170.4900)
At (cm?) = 3287, 1639, 1537, 1306, 1172, 1028, 799, 774

97 °C

m/z = 306.1 [M+H] ber.: 305.14

Reinheit 97.9% (300 nm),;R 13.5 min, Methode Gem5

2-Azido-1-naphth-1-ylethanon (62)

Struktur

Vorschrift

Laborkirzel AWF12

Summenformel  GHgN3O

Molare Masse 211.22
(e}

N;

In 10 ml DMF werden 1.18 g (4.74 mmoljB2om-1-naphth-1-ylethanon56) und 339 mg
(5.21 mmol) Natriumazid geldst und 2 Tage bei Raumperatur gertihrt. Man versetzt mit 50 ml
Wasser und extrahiert mit 30 ml Ethylacetat. Digamische Phase wird 2x mit 20 ml Wasser, dann
mit 20 ml geséttigter Natriumchloridlésung gewasthend anschlielRend Uber Natriumsulfat

getrocknet. Nach Entfernen des Ldsungsmittels k.\&halt man dunkelroten Riickstand, der
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saulenchromatograpisch (Petrolether/Ethylacetatl=Edukt eluiert zuerst) aufgereinigt wird. Das
hellrote Ol wird im Kiihlschrank (1 °C) aufbewahsp es nach wenigen Tagen feinkérnig erstarrt.

Ausbeute 690 mg (3.27 mmol, 69%) hellrotes Ol aerstm Kiihlschrank zu rotem Feststoff

Ry 0.62 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)

'H-NMR 400.13 MHz, CDGt 6 (ppm) = 4.60 (s, 2 H, ,N3), 7.53 (dd,J=8.16, 7.28 Hz, 1 H), 7.59 (ddd,
J=8.03, 6.78, 1.25 Hz, 1 H), 7.66 (ddi;8.50, 6.93, 1.51 Hz, 1 H), 7.83 (d#7.28, 1.13 Hz, 1
H), 7.88 - 7.94 (m, 1 H), 8.08 (&+8.16 Hz, 1 H), 8.69 - 8.81 (m, 1 H)

ESI-MS m/z = 234.0 [M+N4d] ber.: 211.07

2-Azido-1-naphth-1-ylethanol (63)

Struktur Laborkirzel AWF18
Summenformel  gHy;NsO
* Molare Masse 213.24
OH

N3

Vorschrift  Zu 50 ml Isopropanol werden 5.0 g (65 aimAmmoniumacetat, 610 mg (9.71 mmol)
Natriumcyanoborhydrid und 684 mg (3.24 mmol) 2-Aiknaphth-1-ylethanoré®). Man erhitzt
tber Nacht im Olbad auf 95 °C. AnschlieBend wirgs dadssemittel am Rotationsverdampfer
(Abzug! Blausaure!) weitestgehend entfernt und dibaltene Suspension mit 20 ml 0.1 M
Natronlauge verdinnt, dann 3x mit 20 ml Dichlornaetlund 2x mit 20 ml Ethylacetat extrahiert.
Da das Produkt als Azidoamin erwartungsgemaf sahr pein sollte, ist finfmaliges Extrahieren
mit verschiedenen Ldsemitteln gerechtfertigt. Digreinigten organischen Phasen werden mit
20 ml gesattigter Natriumchloridldsung gewasched anschlieRend mit Natriumsulfat getrocknet.
Nach Entfernen des Losungsmittels i. Vak wird dérallene, orange Rickstand saulenchromato-
graphisch (Petrolether/Ethylacetat = 4:1) aufgegeiNeben nicht-umgesetztem Edukt konnte nur
der Azidoalkohol isoliert werden. Es eluierten zwaich polarere Produkte als der Azidoalkohol,
doch waren derefH-NMR-Spektren nicht interpretierbar.
Im wassrigen Abfall wird das Cyanid durch Zugabe Watriumhypochloritiésung zerstort.

Ausbeute 96 mg (0.45 mmol, 14%) gelbes Ol

Ry 0.50 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)

'H-NMR  400.13 MHz, CDG & (ppm) = 2.70 (br. s., 1 H,16), 3.47 - 3.70 (m, 2 H, B,N3), 5.65 (t,J=4.89
Hz, 1 H, GHOH), 7.47 - 7.58 (m, 3 H), 7.72 (&:7.15 Hz, 1 H), 7.83 (d]=8.28 Hz, 1 H), 7.88 -
7.92 (m, 1 H), 7.96 - 8.02 (m, 1 H)

B¥C-NMR  100.61 MHz, MeOD®8 (ppm) = 58.61 CH,N3), 71.31 CHOH), 123.82, 124.89, 126.57, 126.77,
127.41, 129.45, 130.12, 131.78 (quartar), 135.4@rgr), 138.72 (quartar)
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2-Azido-1-naphth-1-ylethyl 2-methylbenzoat (64)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
R
H-NMR

BC-NMR

Laborkirzel AWF21
o OO Summenformel  gH;17NsO,

* N Molare Masse 331.37
3

Allgemeine Vorschrift Ab
Variation: Wassrige Phase ist gesattigte Natriumbgencarbonatlésung.
96 mg (0.45 mmol) 2-Azido-1-naphth-1-ylethan@B)
0.3 g (2 mmol) 2-Methylbenzoesaurechlorddl (
In der DC-Reaktionskontrolle weisen Azidoalkoholduder Produkt-Ester gleichei-R/erte auf
(FlieBmittel Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1). Der ImaBufarbeitung erhaltene Rickstand muss
saulenchromatographisch (Petrolether/Ethylacetad:B lediglich vom Uberschuss 2-Methyl-
benzoesaure befreit werden.

143 mg (0.43 mmol, 96%) farbloses Ol
0.50 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)
400.13 MHz, CDG} 6 (ppm) = 2.68 (s, 3 H, @), 3.57 - 3.74 (m, 2 H, E:N3), 5.71 (dd J=7.78,
3.89 Hz, 1 H, OEICH,), 7.28 - 7.32 (m, 2 H), 7.44 - 7.59 (m, 4 H), 7(d5J=7.28 Hz, 1 H), 7.84
(d,J=8.28 Hz, 1 H), 7.88 - 7.94 (m, 1 H), 8.02 §d8.41 Hz, 1 H), 8.08 (dd=8.22, 1.32 Hz, 1 H)
100.61 MHz, CDGt 8 (ppm) = 22.06 €H5), 57.50 CH,N3), 70.58 (ACHCH,), 122.32, 123.53,
125.48, 125.80, 125.84, 126.53, 128.24 (quart2§,81, 129.13, 130.05 (quartar), 131.54, 131.91,
132.90, 133.74 (quartér), 135.97 (quartéar), 141g8@rtar), 172.38G0)

1-(1-Benzyl-H-indol-3-yl)ethanon (65)

Struktur

Vorschrift

Laborkirzel AWIn4
Summenformel  GH;sNO
Molare Masse 249.31

7 "z

0)

Es werden 2.00 g (12.6 mmol) 3-Acetyliméh 10 ml DMF unter Riihren gel6ést und 710 mg 712.
mmol) Kaliumhydroxid als Platzchen zugegeben. Mapettiert 1.49 ml (2.15 g, 12.6 mmol)
Benzylbromid hinzu, woraufhin sich nach wenigen ian eine braunliche Tribung einstellt. Da
am nachsten Tag die Kaliumhydroxidplatzchen nochtrvollstéandig gel6st sind, werden weitere
10 ml DMF zugegeben und einen weiteren Tag geriut. Aufarbeitung gief3t man in 100 ml
Wasser, extrahiert mit 100 ml Ethylacetat und wésioh organische Phase 3x mit 50 ml Wasser
sowie mit 50 ml gesattigter Natriumchloridldsungie DDC-Reaktionskontrolle zeigt lediglich
teilweise Umsetzung: Nach der Aufarbeitung kannBdskt 3-Acetylindol (R= 0.1, Cyclohexan/



Ausbeute
R
'H-NMR
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Ethylacetat = 3:1) in der DC eindeutig identifizigrerden. Um das noch nicht umgesetzte Edukt
zu benzylieren, wird die organische Ethylacetatphagpariert und mit 1.0 g (7.2 mmol)
Kaliumcarbonat und weiteren 1.5 ml (13 mmol) Bebeginid versetzt. Man erhitzt zum Reflux.
Reaktionskontrolle zeigt nach 2 Stunden, dass im Héze neben dem Produkt keine
Nebenprodukte gebildet werden. Daher lasst manewedfluxieren, nach 18 Stunden ist die
Umsetzung laut DC vollstandig. Man filtriert vomdEstoff ab, engt das Filtrat i. Vak. weitgehend
ein und versetzt mit 10 ml Pentan. Es fallt hebbgelNiederschlag aus, der Uber eine Glasfritte
abfiltriert und 3x mit 20 ml Pentan nachgewaschaemdwMan lasst im Abzug vom Pentan
abdampfen und erhalt schlief3lich das saubere Pradikveilde, feinkristalline Substanz.

2.33 g (9.35 mmol, 74%) weilRer Feststoff

0.33 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)

400.13 MHz, CDGt 6 (ppm) = 2.53 (s, 3 H, &), 5.37 (s, 2 H, 8,), 7.14 - 7.22 (m, 2 H), 7.27 -
7.40 (m, 6 H), 7.77 (s, 1 H), 8.38 - 8.45 (m, 1 H)

Das'H-NMR-Spektrum entspricht der Literattt.

1-(1-Benzyl-H-indol-3-yl)-N-hydroxyethanimin (66)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
Ry
H-NMR

Reinheit

Laborkirzel AWIn7
Summenformel  GH;gN,O

Molare Masse 264.32
N

\

—

HOm
N

In einem 100 ml Rundkolben werden 5 mad&fer vorgelegt, 556 mg (8.00 mmol) Hydroxylamin
Hydrochlorid darin geldst, 1.0 g (4.0 mmol) 1-(1r2gl-1H-indol-3-yl)ethanon §5) und 1.0 g
(9.4 mmol) Natriumcarbonat zugegeben und mit 3Ethbnol versetzt. Es wird Uber Nacht zum
Reflux erhitzt, da am nachsten Tag jedoch laut DEhrEdukt vorhanden ist, werden weitere 200
mg (2.9 mmol) Hydroxylamin Hydrochlorid in 1 ml Wses zugegeben und nochmals 12 Stunden
refluxiert. Beim Abkihlen auf Raumtemperatur scbeigdich das Produkt kristallin ab, man
verdinnt daher mit 50 ml Wasser, was zu einem visldsen Niederschlag fiihrt, der Uber eine
Glasfritte abfiltriert und 3x mit 10 ml kaltem Wassnachgewaschen wird. Der Filterriickstand
wird zunachst im Abzug Uber Nacht vorgetrocknet dadaufhin im evakuierten Exsikkator Gber
Schwefelsdure nachgetrocknet.

1.036 g (Unter Berticks. der Reinheit vémal%: 2.901 mmol, 73% Ausbeute) beiger Feststoff
0.47 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)
400.13 MHz, CDGk 6 (ppm) = 2.31 und 2.54 (2x s, gesamt 3HH3CE/Z Isomerie am Oxim),
5.34 und 5.37 (2x s, gesamt 2H{ I, E/Z Isomerie am Oxim), 7.01 (br. s., 1 H), 7:1L.39 (m, 8

H), 8.22 -8.31 (m, 1 H)

Im *H-NMR-Spektrum addiert sich die Signalflache ob#stappm auf 14.8 Protonen, wobei vom
Produkt 11 Protonen stammen, der Rest ist demmachatische Verunreinigung, die jedoch nicht
vom Edukt stammen. Die abgeschéatzte Reinheit emegcdich zu 11/14.8 = 74mol%.
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1-(1-Benzyl-H-indol-3-yl)ethanamin (67)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
'H-NMR

Laborkirzel AWIn8
Summenformel  GHigN»

Molare Masse 250.34
N

\

*

H,N

In 20 ml Ethanol werden 0.467 g (1.77 aiml-(1-Benzyl-H-indol-3-yl)-N-hydroxyethanimin
(66) geldst, in einen Autoklav Uberfuhrt und etwa 30@ in Wasser aufgeschlammtes Raney-
Nickel (ehemals Reaktivitat W-7, 2 Wochen bei 1€ Kihlschrank unter Wasser gealtert)
zugegeben. Man hydriert bei 15 bar Wasserstoff (befage. Zur Aufarbeitung wird nach
Entspannen des Autoklav vom Nickel abfiltriert (eagng in Metalldose, pyrophor!), das Ethanol
am Rotationsverdampfer weitgehend entfernt, dealenhe Rickstand mit 20 ml einer Mischung
aus Ethylacetat/Diethylether (1:1) versetzt und38itml 2%iger Salzsdure extrahiert. Die wassrige
Phase wird mit weiteren 20 ml Diethylether gewascalmed daraufhin mit 20%iger Natronlauge auf
pH > 10 eingestellt. Man extrahiert 2x mit 20 mlebiylether und trocknet die vereinigte
organische Phase Uber Natriumsulfat. Nach EntfedasnLdsemittels i. Vak. wird das Produkt als
viskoses Ol erhalten, das unter Argon aufbewalnd.wi

240 mg (0.959 mmol, 54%) gelbliches Ol

400.13 MHz, CDG 8 (ppm) = 1.55 (dJ=6.53 Hz, 3 H, CHE&5), 1.59 (br. s., 2 H, N,), 4.50 (q,
J=6.53 Hz, 1 H, €ICHy), 5.29 (s, 2 H, €,), 7.06 (s, 1 H), 7.08 - 7.16 (m, 3 H), 7.19 @dy.56,
1.19 Hz, 1 H), 7.27 - 7.36 (m, 4 H), 7.72 §&7.53 Hz, 1 H)

N-(1-(1-Benzyl-H-indol-3-yl)ethyl)-2-methylbenzamid (68)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
'H-NMR

Laborkirzel AWIn9
Summenformel  gH,N,O
Molare Masse 368.47

Allgemeine Vorschrift Ab
240 mg (0.959 mmol) 1-(1-BenzyHtindol-3-yl)ethanamin&7)
0.3 g (2 mmol) 2-Methylbenzoesaurechlorddl (
Die Aufreinigung erfolgt mittels Saulenchromatogdragp (Petrolether/Ethylacetat = 3:1)
115 mg (0.312 mmol, 33%) beiger Feststoff
400.13 MHz, CDGt 8 (ppm) = 1.75 (dJ=6.78 Hz, 3 H, CHE5), 2.48 (s, 3 H, €3), 5.31 (s, 2 H,
NCH,), 5.64 - 5.79 (m, 1 H, BCH3), 5.93 (d,J=8.28 Hz, 1 H, M), 7.10 (d,J=0.50 Hz, 1 H, €&
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Pos. 2 Indol), 7.11 - 7.26 (m, 6 H), 7.27 - 7.36 6n), 7.78 (dtJ=7.81, 0.99 Hz, 1 H)

C-NMR  100.61 MHz, CDGt & (ppm) = 19.76 CHs-Phenyl), 20.52 (CBH,), 42.13 (N\CHCHs), 50.09
(NCH,), 109.90, 117.35 (quartar), 119.68 (2 C), 1221%%.28, 125.64, 126.59, 126.73 (quartar),
126.85 (2 C), 127.73, 128.82 (2 C), 129.67, 130185.00 (quartar), 136.75 (quartar), 137.06
(quartar), 137.24 (quartar), 169.1aQ)

FT-IR At (emt) = 3249, 1627, 1538, 1452, 1337, 1179, 749
Smp. 159 °C

ESI-MS m/z = 391.5 [M+N4d] 759.6 [2M+Na], ber.: 368.19

LC Reinheit > 99% (254 nm),;R 6.3 min , Methode Gem4

N-Hydroxy-1-(1H-indol-3-yl)ethanimin (69)

Struktur ﬂ Laborkirzel AWIn3
\ Summenformel  gH;oN,O
HOZ Molare Masse 174.20
N,/

Vorschrift ~ Zu 50 ml Ethanol werden 2.00 g (12.6 nin®Acetylindol, 1.746 g (25.12 mmol) Hydroxylamin
Hydrochlorid, 2.09 g (26.5 mmol) Pyridin und 5 mlagéer gegeben. Man erhitzt zum Rickfluss
Uber Nacht. Die anfangs ockerfarbene Losung ishaamsten Tag schwarzblau. Zur Aufarbeitung
wird der Ansatz am Rotationsverdampfer weitestgdh@&ingeengt, in 50 ml Ethylacetat
aufgenommen und 3x mit 10% Kaliumhydrogensulfathiigsu dann mit gesattigter
Natriumchloridlésung extrahiert. Die organische $thavird Uber Natriumsulfat getrocknet und
daraufhin i. Vak. von Lésemittel befreit.

Ausbeute  1.64 g (9.41 mmol, 75%) dunkelgriiner Eeftdarblose Kristalle laut Literatfif?)

Ry 0.60 (Cyclohexan/Ethylacetat = 1:1)

'H-NMR 400.13 MHz, MeOD?% (ppm) = 2.27 (s, 3 H, I&NOH), 7.05 (dddJ=8.16, 7.03, 1.00 Hz, 1 H),
7.13 (ddd,J=8.09, 7.03, 1.19 Hz, 1 H), 7.35 (d&8.06, 0.86 Hz, 1 H), 7.51 (s, 1 H), 8.16 (dt,
J=8.03, 1.00 Hz, 1 H)

Das'H-NMR-Spektrum entspricht der Literatti?.

1-(1H-Indol-3-yl)ethanamin trifluoracetat (70)

Laborkirzel AWIn5
Summenformel  GH;3F3N,O,
Molare Masse 274.24

Strukt H
ruktur H
\ x TFA

*

H,N

Vorschrift  In Methanol werden 557 mg (2.87 mmbhBHydroxy-1-(1H-indol-3-yl)ethanimin §9) mit 60 mg
Palladium-Kohle als Katalysator unter 15 bar Wasteéir hydriert. Reaktionskontrolle nach einem

Tag zeigt im DC (FlieBmittel Cyclohexan/Ethylacetatl:1) neben dem Edukt eine weitere



Ausbeute
H-NMR

BC-NMR
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Substanz mit R= 0 (Startlinie). Man hydriert weitere 3 Tage hBibar Wasserstoff, bis kein Edukt
mehr mittels DC nachgewiesen wird. Zur Aufarbeitungd von Pd-Kohle abfiltriert und das
Filtrat i. Vak. von Losemittel befreit. Es wird eidunkelgelbes, viskoses Ol mit (iblem,
indolahnlichen Geruch erhalten. Durch Zugabe vonl FFA wird in das Salz Uberfuhrt wird. Der
Uberstand TFA wird i. Vak. entfernt und man erliit rotes, hochviskoses Ol.

716 mg (2.61 mmol, 91%) rotes, viskoses Ol
400.13 MHz, MeOD3 (ppm) = 1.77 (dJ=6.90 Hz, 3 H, CHE), 4.81 (q,J=6.90 Hz, 1 H,
CHCH,), 7.10 (ddd,J=8.03, 6.90, 1.00 Hz, 1 H), 7.17 (dd&8.09, 7.09, 1.13 Hz, 1 H), 7.38 - 7.50
(m, 2 H), 7.69 (dtJ=7.94, 0.99 Hz, 1 H)

100.61 MHz, MeOD3 (ppm) = 20.32, 45.50, 112.91, 113.75 (quartarp.22, 120.81, 123.39,
124.30, 126.68 (quartér), 138.28 (quartar)

Naphth-1-ylacetylchlorid (71)

Struktur

Vorschrift

Laborkirzel AWNE1
OO Summenformel  GH,CIO
cl Molare Masse 204.65

o

In 30 ml (49 g, 0.41 mol) Thionylchloriderden 10 g (53.7 mmol) Naphthylessigsaure suseend

1 Tropfen DMF zugegeben und mittels Heizpilz unéegon zum Rickfluss erhitzt. Nach 4
Stunden zeigt der aufgesetzte Blasenzahler keirser@®aicklung mehr an. Die Losung wird im
Wasserstrahlpumpenvakuum bei 50 °C unter Ruhren Moionylchlorid befreit. Das flussige
Saurechlorid wird unmittelbar nach Herstellung et#it Spritze den Folgeansatzen zugegeben.
(Verbindungerv3 - 80)

N-(2-Methylphenyl)-2-naphth-1-ylacetamid (72)

Struktur

Vorschrift

Laborkirzel AWNE13

Summenformel  C19H17NO
ﬂ Molare Masse 275.34
(0]

Allgemeine Vorschrift C, Lésungsmitteln2l THF

300 mg (1.61 mmol) Naphthylessigséaure

189 ul (189 mg, 1.77 mmod}Toluidin

Nach Abfiltrieren des Dicyclohexylharnstoffs wirdittd ml Ethylacetat nachgewaschen und zum
Filtrat 0.5 ml Isopropylamin zugegeben, um HOBT @iz auszuféllen. Der Niederschlag wird

abfiltriert und das Filtrat i. Vak. von Losemittddefreit. Der erhaltene Rickstand wird
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FT-IR
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ESI-MS
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saulenchromatographisch (Cyclohexan/Ethylacetafi ya@ifgereinigt.

274 mg (1.0 mmol, 62%) weil3er Feststoff
400.13 MHz, CDG 6 (ppm) = 1.53 (s, 3 H, ,), 4.25 (s, 2 H, €,C0), 6.83 (br. s., 1 H, N),
6.94 - 7.02 (m, 2 H), 7.11 - 7.20 (m, 1 H), 7.46.63 (m, 4 H), 7.84 (dJ=8.08 Hz, 1 H), 7.87 -
7.96 (m, 2 H), 8.07 (d]=7.83 Hz, 1 H)

100.61 MHz, CDG!t & (ppm) = 16.64 CH3), 42.81 CH,CO), 122.07, 123.77, 124.89, 125.66,
126.45, 126.69, 127.13, 128.16 (quartar), 128.28.89 (2 C), 130.21, 130.89 (quartér), 131.98
(quartar), 134.04 (quartar), 135.41 (quartar), 868C0O)
At (cm?) = 3255, 1653, 1585, 1525, 1454, 1340, 1253, 1963, 775, 754

181 °C

m/z = 276.3 [M+H] 298.2 [M+Na], ber.: 275.13

Reinheit 96.5% (254 nm),.R 11.4 min, Methode Gem6

N-(2,6-Dimethylphenyl)-2-naphth-1-ylacetamid (73)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
'H-NMR

BC-NMR

FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC

Laborkirzel AWNE2
OO Summenformel  gH;dNO
E Molare Masse 289.37

o

Das tiefrot gefarbte 2,6-Dimethylanilimird zunachst unter vermindertem Druck destillienan
erhélt eine schwach rosa eingefarbte, klare FlkegigDiese wird fir weitere Ansétze unter Argon
aufbewabhrt.
Allgemeine Vorschrift Ac
2ml (2 g, 17 mmol) 2,6-Dimethylanilin
0.60 g (2.9 mmol) Naphth-1-ylacetylchloridl}

Das rosa eingefarbte Produkt wird aus Ethylacetdtristallisiert.

450 mg (1.55 mmol, 54%) weiler Feststoff
400.13 MHz, CDG 6 (ppm) = 1.95 (s, 6 H, 2xi), 4.25 (s, 2 H, €,CO), 6.50 (br. s., 1 H, N),
6.92 - 7.05 (m, 3 H), 7.49 - 7.65 (m, 4 H), 7.88397 (m, 2 H), 8.15 (dl=8.34 Hz, 1 H)

100.61 MHz, CDG! 8 (ppm) = 18.12 (2xCH3), 42.09 CH,CO), 123.98, 125.70, 126.45, 126.99,
127.31, 128.08 (2 C), 128.44, 128.79, 128.88, BlgBartar), 132.08 (quartar), 133.42 (quartar),
134.08 (quartar), 135.20 (quartar, @€Hs), 169.17 CO)
At (cmt) = 3248, 2922, 1638, 1523, 1463, 1341, 1229, 939, 767

220 °C

m/z = 290.3 [M+H], ber.: 289.15

Reinheit 97.2% (254 nm),.R 11.7 min, Methode Gem6
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N-(2,3-Dichlorphenyl)-2-naphth-1-ylacetamid (74)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute

'H-NMR

BC-NMR

FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC

Laborkirzel AWNE15
cl Summenformel  gH;3:CILNO
cl E Molare Masse 330.21

o

Allgemeine Vorschrift Ac
1 g (6 mmol) 2,3-Dichloranilin
0.60 g (2.9 mmol) Naphth-1-ylacetylchloridl}
Bei der Aufarbeitung wird statt Diethylether Chlfoon eingesetzt. Die Umkristallisation erfolgt
aus Ethylacetat.

540 mg (1.64 mmol, 56%) weilRer Feststoff
400.13 MHz, CRXCly: & (ppm) = 4.24 (s, 2 H, &,CO), 7.07 - 7.22 (m, 2 H, Pos. 4 & 5 Anilin),
7.50 - 7.61 (m, 4 H), 7.69 (br. s., 1 HHN 7.87 - 7.97 (m, 2 H), 8.00 - 8.06 (m, 1 H), 8(28,
J=7.96, 1.89 Hz, 1 H, Pos. 6 Anilin)

100.61 MHz, CBCly: 8 (ppm) = 43.49 CH,CO), 119.63 (Pos. 6 Anilin), 121.8CClI, Pos. 2
Anilin), 124.18, 125.63, 126.32, 126.91, 127.578.28, 129.25, 129.46 (2 C), 130.96 (quartar),
132.63 (quartar), 132.99 (quartar), 134.€C|, Pos. 3 Anilin), 136.78 (quartar), 169.45Q)
At (cm?) = 3263, 1669, 1577, 1523, 1455, 1411, 1337, 12982, 1052, 914, 783

151 °C

m/z = 330.2 [M+H] 352.1 [M+Na], ber.: 329.04

Reinheit > 99% (300 nm),;R 14.7 min, Methode Gem6

N-(3-Methoxyphenyl)-2-naphth-1-ylacetamid (75)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
'H-NMR

BC-NMR

Laborkirzel AWNE7
Summenformel  @H;7;NO,
E Molare Masse 291.34

_0
o

Allgemeine Vorschrift Ac
1 g (8 mmol) 3-Anisidin
0.60 g (2.9 mmol) Naphth-1-ylacetylchloridl}
Die Umkristallisation erfolgt aus Cyclohexan/Ettodtat (1:1).
320 mg (1.1 mmol, 38%) grau-metalliscimzéde Nadeln
400.13 MHz, CDGt 6 (ppm) = 3.74 (s, 3 H, Od3), 4.16 (s, 2 H, €,CO), 6.61 (dd,J=8.34, 2.02
Hz, 1 H), 6.75 (dddJ=8.02, 1.83, 0.76 Hz, 1 H), 7.07 - 7.17 (m, 2 HR17(br. s., 1 H, M), 7.45 -
7.60 (m, 4 H), 7.82 - 7.98 (m, 2 H), 7.98 - 8.09 (nH)
100.61 MHz, CDGt 6 (ppm) = 42.78 CH,CO), 55.21 (@Hs), 105.62 (Pos. 2 Anilin), 110.20,
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ESI-MS
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111.93, 123.62, 125.63, 126.29, 127.01, 128.42,772828.85, 129.44, 130.58 (quartér), 132.01
(quartar), 134.00 (quartar), 138.72 (quartar, Bosnilin), 160.00 (quartatcOCH;, Pos. 3 Anilin),
169.06 CONH)

At (cmt) = 3276, 1661, 1599, 1529, 1493, 1414, 1339, 12827, 1152, 1039, 838, 783, 685
135°C

m/z = 605.3 [2M+N3] 292.2 [M+HT, ber.: 291.13

Reinheit 98.1% (280 nm),;R 11.6 min, Methode Gem6

2-Naphth-1-yI-N-(4-sulfamoylphenyl)acetamid (76)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
'H-NMR

BC-NMR

FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC

Laborkirzel AWNE4
Summenformel  GH1gN-O5S
E Molare Masse 340.40

HN /O 0

o”/sxb

Es werden 2.5 g (14.5 mmol) Sulfanilamid 10 ml THF gelést und unter Rihren 1.0 g
(4.86 mmol) Naphth-1-ylacetylchlorid’{) zugegeben. Nach einer Stunde wird ein ausgetallen
weilBer Feststoff abfiltriert und mit Ethylacetagnth Ethanol gewaschen. Der Filterriickstand wird
dabei nicht merklich angeldst. Daraufhin gibt man in einen Scheidetrichter und schuttelt mit
100 ml 0,05 M Salzsaure gegen Ethylacetat aus. NactPhasentrennung befindet sich der weil3e
Feststoff an der Phasengrenze, daher filtriert ghienWasserphase mitsamt des Feststoffs. Der
Filterriickstand wird im evakuierten Exsikkator UiSshwefelsaure getrocknet. Die Substanz ist in
unpolaren Losemitteln ausgesprochen schlecht kaslic

1.384 g (4.07 mmol, 84%) blassgelber tedbts

400.13 MHz, DMSGdg: 8 (ppm) = 4.20 (s, 2 H,8,C0O), 7.24 (s, 2 H, SDIH,), 7.44 - 7.61 (m, 4
H), 7.77 (s, 4 H), 7.86 (dd=7.47, 1.69 Hz, 1 H), 7.92 - 7.99 (m, 1 H), 8.11JB.16 Hz, 1 H),
10.65 (s, 1 H, NCO)

100.61 MHz, DMSQ4;: 6 (ppm) = 40.63CH,CO), 118.66 (2 C), 124.11, 125.53, 125.71, 126.14,
126.70 (2 C), 127.33, 127.89, 128.44, 131.97 (guprl32.08 (quartar), 133.36 (quartéar), 138.36
(quartar), 142.08 (quartar), 169.83qNH)
At (emt) = 3313, 1678, 1592, 1534, 1325, 1150, 780

280 °C mit Zersetzung (entspricht der Litat4tt)

m/z = 341.2 [M+H], 339.1 [M-H]J, ber.: 340.09

Reinheit 98.3% (254 nm),;R 7.4 min, Methode Gem6
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4-[(Naphth-1-ylacetyl)amino]lbenzoesaure (77)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
'H-NMR*
(Na-Salz)
13C_
NMR*
(Na-Salz)
FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC

Laborkirzel AWNES5
Summenformel  @H;sNOsg
E Molare Masse 305.33

HO o
o

In 10 ml THF werden 1.1 g (8.0 mmol) probenzoesaure geldst und unter Rihren 0.75 6 (3.6
mmol) Naphth-1-ylacetylchlorid7() zugegeben. Daraufhin werden langsam 0.81 g (8r@®Im
Triethylamin zugetropft. Am nachsten Tag wird dagsuingsmittel i. Vak. entfernt und der
Ruckstand in 50 ml Ethylacetat aufgenommen, wobres &lilbe Emulsion entsteht. Diese wird 3x
mit 20 ml 0,05 M Salzsaure gewaschen, die orgaaiftiase bleibt wahrenddessen getriibt. Man
entfernt das Losungsmittel im Vakuum, nimmt den I®t@end in 50 ml 10%
Natriumcarbonatlésung auf und extrahiert 3x mindMichlormethan. Die gelblich klare wéssrige
Phase wird unter Ruhren aufgekocht und mit 0.1 divR&hle entfarbt. Man lasst auf
Raumtemperatur abkihlen und filtriert die Aktivkerhb. Das Filtrat wird mit konz. Salzsaure
angesauert, der ausgefallene weil3e Feststoff raatiltund im Exsikkator Uber Schwefelsaure
getrocknet.

636 mg (2.08 mmol, 57%) hellgrauer Fefftsto
400.13 MHz, RO: 8 (ppm) = 3.71 (s, 2 H, I€,C0O), 7.04 - 7.21 (m, 6 H), 7.41 (@7.58 Hz, 1 H),
7.47 (d,J=7.58 Hz, 1 H), 7.57 - 7.74 (m, 3 H)

100.61 MHz, BO: & (ppm) = 40.46 CH,CO), 120.41 (2 C), 123.28, 125.51, 125.81, 126.40,
127.90, 128.23, 128.54, 129.78 (2 C), 130.64 (§urrl31.65 (quartar), 132.57 (quartér), 133.37
(quartar), 139.39 (quartar), 172.430NH), 174.69 COO)
At (emt) = 1671, 1595, 1521, 1406, 1293, 1178, 856, 780

Zersetzung ab 270 °C

m/z = 306.2 [M+H], ber.: 305.11

Reinheit 97.9% (254 nm),;R 10.6 min, Methode Gem6

*Die Substanz war in keinem géngigen, deuteriettésungsmittel |6slich. Daher wurden zu 1 mj@50 mg

Natriumcarbonat gegeben, die Carbonsaure ging dakleiSalz in Lésung. Diese Losung wurde NMR-

spektroskopisch vermessen. Das Signal von Carlistriat **C-NMR-Spektrum bei 168.34 ppm zu erkennen.
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N-(4-Acetylphenyl)-2-naphth-1-ylacetamid (78)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
'H-NMR

BC-NMR

FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC

Laborkirzel AWNE11

Summenformel  gH;7;NO,
ﬂ Molare Masse 303.35
(0]

0]

Allgemeine Vorschrift Ac
1 g (7 mmol)p-Aminoacetophenon
0.60 g (2.9 mmol) Naphth-1-ylacetylchloridl}
Aufarbeitung mit Chloroform statt Diethylether. Diknkristallisation erfolgt aus Aceton.

427 mg (1.41 mmol, 49%) gelber Feststoff
400.13 MHz, DMSGdg: 8 (ppm) = 2.51 (s, 3 H, @,C0O), 4.20 (br. s., 2 H, 1&,CO), 7.45 - 7.60
(m,4H),7.71-7.78 (m, 2 H), 7.86 (di;7.33, 2.02 Hz, 1 H), 7.90 - 7.96 (m, 3 H), 8.6 15 (m,

1 H), 10.65 (s, 1 H, N)

100.61 MHz, DMSQdg: § (ppm) = 26.38 CH;CO), 40.65 CH,CO), 118.32 (2 C), 124.10, 125.51,
125.69, 126.13, 127.31, 127.91, 128.42, 129.47)(2181.69 (quartar), 131.95 (quartar), 132.06
(quartar), 133.34 (quartar), 143.50 (quartar), B89CONH), 196.45 (CHCO)
At (cm?) = 3311, 1671, 1592, 1514, 1401, 1342, 1304, 12734, 968, 830, 779

202 °C

m/z = 629.4 [2M+N4] 304.2 [M+HT, ber.: 303.13

Reinheit 97.2% (215 nm),R 11.1 min , Methode Gem6

2-Naphth-1-yI-N-(1-phenylethyl)acetamid (79)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
R
H-NMR

Laborkirzel AWNE14
OO Summenformel  gH;JNO
E Molare Masse 289.37
*
0]
Allgemeine Vorschrift Ac
1 g (8 mmol) 1-Phenylethanamin
0.60 g (2.9 mmol) Naphth-1-ylacetylchloridl}
Die Umkristallisation erfolgt aus Methanol.
678 mg (2.34 mmol, 81%) weilRer Feststoff
0.58 (Cyclohexan/Ethylacetat = 1:1)
400.13 MHz, CDG} 6 (ppm) = 1.26 (dJ=6.82 Hz, 3 H, E5CH), 4.05 (s, 2 H, 8,CO), 5.06 -
5.17 (m, 1 H, CHCH), 5.48 (d,J=7.07 Hz, 1 H, W), 6.95 - 7.04 (m, 2 H), 7.14 - 7.23 (m, 3 H),
7.39-7.49 (m, 2 H), 7.50 - 7.58 (m, 2 H), 7.84JeB.08 Hz, 1 H), 7.87 - 7.99 (m, 2 H)
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100.61 MHz, CDGl & (ppm) = 21.59CH3), 42.01 CH2), 48.53 CH), 123.90, 125.62, 125.79 (2
C), 126.21, 126.75, 127.10, 128.31, 128.43 (2 @8.34, 128.78, 131.10 (quartar), 132.03
(quartar), 133.97 (quartar), 142.89 (quartar, Rdzhenyl), 169.9970)

At (emt) = 3305, 1645, 1531, 1225, 784, 698

124 °C

m/z = 290.2 [M+Hj, ber.: 289.15

Reinheit 94.4% (215 nm),R 11.8 min, Methode Gem6

N-Cyclohexyl-2-naphth-1-ylacetamid (80)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
'H-NMR

BC-NMR

FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC

Laborkirzel AWNE12
Summenformel  GH,;NO
E Molare Masse 267.37

O

Allgemeine Vorschrift Ac

1 ml (0.86 g, 8.7 mmol) Cyclohexylamin
0.48 g (2.3 mmol) Naphth-1-ylacetylchloridl}

Die Umkristallisation erfolgt aus Ethylacetat.

412 mg (1.54 mmol, 67%) blassgelber Fdbtst
400.13 MHz, CDGt 6 (ppm) = 0.78 - 0.88 (m, 2 H), 0.92 - 1.06 (m, 1 B8 - 1.34 (m, 2 H),
1.41-1.55 (m, 3 H), 1.65 - 1.77 (m, 2 H), 3.6881 (m, 1 H, EIN), 4.01 (s, 2 H, 6,CO), 5.12
(d, J=6.06 Hz, 1 H, W), 7.37 - 7.43 (m, 1 H, Pos. 2 Naphthyl), 7.43497(m, 1 H, Pos. 3
Naphthyl), 7.49 - 7.58 (m, 2 H, Pos. 6 & 7 Naphthyl84 (d,J=8.08 Hz, 1 H, Pos. 4 Naphthyl)),
7.86 - 7.92 (m, 1 H, Pos. 5 Naphthyl), 7.93 - 801 H, Pos. 8 Naphthyl)

100.61 MHz, CDG! s (ppm) = 24.57 (Pos. 3 & 5 Cyclohexyl), 25.34 (P&yclohexyl), 32.67
(Pos. 2 & 6 Cyclohexyl), 42.0&8H,CO), 48.09 CHN), 123.87 (Pos. 8 Naphthyl), 125.59 (Pos. 3
Naphthyl), 126.16 (Pos. 6 Naphthyl), 126.67 (Poblaphthyl), 128.26 (Pos. 2 Naphthyl), 128.42
(Pos. 4 Naphthyl), 128.73 (Pos. 5 Naphthyl), 131@3artar, Pos. 1 Naphthyl), 132.05 (quartar,
Pos. 8a Naphthyl), 133.94 (quartar, Pos.4a Naphth§b.84 CO)
At (emt) = 3297, 2928, 2851, 1640, 1532, 1343, 1247, 1228,

179 °C (entspricht der Literdtfi)

m/z = 557.3 [2M+N4d] 535.3 [2M+H], 268.2 [M+H[, ber.: 267.16

Reinheit 97.0% (215 nm), R 12.3 min, Methode Gem6
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Methyl-naphth-1-ylacetat (81)

Struktur Laborkirzel AWNEM1
Summenformel  gH;,0,
o) Molare Masse 200.23

e
0

Vorschrift  In 50 ml Methanol werden 4.3 g (23.1 mijMdaphthylessigsaure geldst und 0.8 ml Schwefeésau
zugegeben. Man erhitzt Uber 2 Stunden zum Reflamndvird nach Abkihlen auf Raumtemperatur
mit gesattigter Natriumhydrogencarbonatlésung bid p versetzt und die Ldsung am
Rotationsverdampfer auf etwa 10 ml eingeengt. Dab&ninhalt wird 3x mit 10 ml Dichlormethan
extrahiert und die vereinte organische Phase Ub&iuxhsulfat getrocknet. Das Losemittel wird i.
Vak. entfernt und der Riickstand saulenchromatogsaph(Gradient Pentan/Ethylacetat= 20:1
nach 3:1) aufgereinigt.

Ausbeute  4.39 g (21.9 mmol, 95%) farbloses Ol

Ry 0.7 (Cyclohexan/Ethylacetat = 1:1)

H-NMR 400.13 MHz, CDG}t 6 (ppm) = 3.70 (s, 3 H, Offz), 4.10 (s, 2 H, €,), 7.40 - 7.59 (m, 4 H), 7.81
(dd,J=7.47,1.82 Hz, 1 H), 7.85 - 7.91 (m, 1 H), 7.9803 (m, 1 H)

3C.NMR  100.61 MHz, CDG! & (ppm) = 39.02 CH,), 52.11 (GCHs), 123.74, 125.46, 125.77, 126.38,
127.98, 128.08, 128.72, 130.49 (quartar), 132.08rtgr), 133.82 (quartar), 172.02Q)

Die analytischen Daten entsprechen der Litet4tur

Methyl 2-naphth-1-ylpropanoat (82)

Struktur Laborkirzel AWNEM?2
Summenformel  gH140,
0 * Molare Masse 214.26

e
0

Vorschrift  Zu 20 ml DMSO werden 4.053 g (20.2 mmoblaphthylessigsaure-methylested1), 4.875 g
(34.4 mmol) Methyliodid und 1.23 g (22 mmol) KOHaBichen zugegeben. Man lasst 10 Tage bei
Raumtemperatur rihren, die Platzchen sind am driftag vollstandig in Lésung gegangen.
Reaktionskontrolle mittels DC zeigt nahe oberhab Bduktspots den wahrend der Reaktionsdauer
intensiver werdenden Produktspot. Der Ansatz ishrid Tagen hellgelb und leicht getribt.

Zur Aufarbeitung wird auf 100 ml einer Lésung au8 § (36 mmol) Natriumdihydrogenphosphat-
Hydrat in Wasser gegossen und daraufhin mit ggséttNatriumhydrogencarbonatlésung auf pH 7
eingestellt. Man extrahiert 4x mit 40 ml Dichlormah und 2x mit 40 ml Ethylacetat. Die

vereinigten organischen Phasen werden Uber Natuifbsgetrocknet und im Vakuum von

Lésungsmittel befreit. Der erhaltene Rickstand wsdulenchromatographisch aufgereinigt
(Beginn Pentan/Ethylacetat = 14:1, Ende Pentanl&tbtat = 9:1). Das Produkt eluiert als erstes,
man erhalt eine reine Fraktion zu 1.327 g (6.19 mB1) 2-Naphthylpropionsaure-methylester



Ausbeute
R
'H-NMR
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(82) und 1.815 g einer mit Edukt verunreinigten Zwischaktion (laut Flachenverhaltnis im
'H-NMR 35 mol% Edukt, d. h. zuséatzliche erhaltenesieute ca. 30%), bevor iiberwiegend Edukt
eluiert.

1.327 g (6.19 mmol, 31%) farbloses Ol ReeFeststoff laut Literatlif®)
0.75 (Cyclohexan/Ethylacetat = 1:1)
400.13 MHz, CDG} 6 (ppm) = 1.68 (dJ=7.16 Hz, 3 H, Ei;CH), 3.67 (s, 3 H, ORB3), 4.53 (q,
J=7.16 Hz, 1 H, CHCH), 7.45 - 7.59 (m, 4 H), 7.77 - 7.82 (m, 1 H), 7-8692 (m, 1 H), 8.10 (d,
J=8.34 Hz, 1 H)

Das'H-NMR-Spektrum entspricht der Literattf.

2-Naphth-1-ylpropanséaure (83)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
R
H-NMR

FT-IR

Laborkirzel AWNEM3
Summenformel  GH;,0,
HO * Molare Masse 200.23

0]

In 15 ml THF/Wasser = 2:1 werden 1.04g7(mmol) Naphthylpropionsaure-methylest&®g)(mit
0.294 g (7 mmol) Lithiumhydroxid-Monohydrat tber ¢itd bei Raumtemperatur gerthrt. Man
sauert mit 1 M Salzséaure bis pH 1 an und extraBBentnit 20 ml Dichlormethan. Die organischen
Phasen werden vereinigt und tber Natriumsulfatog&tret. Anschlie3end wird das Losungsmittel
i. Vak. entfernt.

0.93 g (4.6 mmol; 99%) weilRer Feststoff

0.2 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1), abhangig varftrtagemenge

400.13 MHz, DMSQOdg: 6 (ppm) = 1.51 (dJ=7.15 Hz, 3 H, CHEy), 4.47 (9,J=7.03 Hz, 1 H,
CHCHy), 7.39 - 7.62 (m, 4 H), 7.83 (d78.03 Hz, 1 H), 7.91 - 7.99 (m, 1 H), 8.13 §&8.41 Hz, 1
H), 12.36 (br. s., 1 H, CO®)
At (cmt) = 2984, 1698, 1320, 1228, 918, 775

Die analytischen Daten entsprechen der Litet&tur

N-(2-Methylphenyl)-2-naphth-1-ylpropanamid (84)

Struktur

Vorschrift

Laborkirzel AWNEM4
Summenformel  gH;JNO
E * Molare Masse 289.37

o

Allgemeine Vorschrift C, Lésungsmitteln2l THF
80 mg (0.4 mmol) 2-Naphth-1-ylpropansauss)(
47 mg (0.44 mmolp-Toluidin
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Zur Aufarbeitung wird das Filtrat i. Vak. von Losgtal befreit, der Rickstand in Ethylacetat
aufgenommen und 0.5 ml Isopropylamin zugegeben, ewdfOBT als Salz ausféllt. Der
Niederschlag wird abfiltriert und das Filtrat i. K/avon Lésemittel befreit. Der erhaltene Rickstand
wird sdulenchromatographisch (Cyclohexan/Ethylaceta1) aufgereinigt.

52 mg (0.18 mmol, 45%) weil3er Feststoff
400.13 MHz, CDG & (ppm) = 1.54 (s, 3 H, ig3), 1.87 (d,J=7.33 Hz, 3 H, CHE3 ), 4.54 (q,
J=7.33 Hz, 1 H, €ICHy), 6.78 (br. s., 1 H, N), 6.93 - 7.02 (m, 2 H), 7.10 - 7.21 (m, 1 H), 748
7.61 (m, 3 H), 7.63 (d]=6.82 Hz, 1 H), 7.76 - 7.96 (m, 3 H), 8.14 J¢8.08 Hz, 1 H)

100.61 MHz, CDGl & (ppm) = 16.66 CH5), 17.52 (CHCH3), 44.69 CHCH,), 122.22, 123.28,
124.75, 124.97, 125.58, 126.12, 126.58, 126.89,32Quartar), 128.51, 129.03, 130.15, 131.62
(quartar), 134.06 (quartar), 135.50 (quartar), 48gquartar), 172.7200)
At (emt) = 3221, 2927, 1639, 1531, 1492, 1451, 1342, 1228,

151 °C

m/z = 601.4 [2M+N4] 290.2 [M+HT, ber.: 289.15

Reinheit 98.8% (300 nm),;R 12.6 min, Methode Gem6

N-(2,6-Dimethylphenyl)-2-naphth-1-ylpropanamid (85)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
R
'H-NMR

BC-NMR

FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC

Laborkirzel AWNEMb5
Summenformel  gH,;NO
E * Molare Masse 303.40

o

Allgemeine Vorschrift C, Lésungsmitteln2l THF
80 mg (0.4 mmol) 2-Naphth-1-ylpropansauss)(
54 pl mg (53 mg, 0.44 mmol) 2,6-Dimethylanilin
Die Aufarbeitung erfolgt analog Verbindur@fl. Eine Umkristallisation wurde vor der S&ulen-
chromatographie versucht und erniedrigte die Ausbeu

38 mg (0.13 mmol, 31%) weil3er Feststoff
0.53 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)
400.13 MHz, CDG 6 (ppm) = 1.88 (s, 6 H, 2x1d3), 1.90 (d,J=7.28 Hz, 3 H, CHE&5), 4.58 (q,
J=7.15 Hz, 1 H, €ICH;), 6.46 (br. s., 1 H, N), 6.89 - 7.05 (m, 3 H), 7.49 - 7.63 (m, 3 H), 7(67
J=7.03 Hz, 1 H), 7.87 (d)=8.16 Hz, 1 H), 7.90 - 7.96 (m, 1 H), 8.23 Jd8.16 Hz, 1 H)

100.61 MHz, CDGt & (ppm) = 17.65 (CIBH3), 18.00 (2 C, 2xCHa), 44.19 CHCHy), 123.59,
124,51, 125.60, 126.19, 126.84, 127.11, 128.05)2128.46, 129.00, 131.89 (quartar), 133.40
(quartar), 134.05 (quartar), 135.16 (quartar, 2X3CCHs), 136.61 (quartar), 172.9C0)
At (emt) = 3222, 2968, 1637, 1510, 1474, 1369, 1220, 768

196 °C

m/z = 304.2 [M+H], ber.: 303.16

Reinheit > 99% (254 nm),;R 12.4 min, Methode Gem6
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N-(2-Fluorphenyl)-2-naphth-1-ylpropanamid (86)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
'H-NMR

BC-NMR

FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC

Laborkirzel AWNEMG6
F Summenformel  GH;sFNO
E * Molare Masse 293.33

o

Allgemeine Vorschrift C, Lésungsmitteln2l THF
80 mg (0.4 mmol) 2-Naphth-1-ylpropansauss)(
50 pl (49 mg, 0.44 mmol) 2-Fluoranilin
Die Aufarbeitung erfolgt analog VerbinduBg.

70 mg (0.24 mmol, 60%) weil3er Feststoff
400.13 MHz, CDG& 6 (ppm) = 1.81 (dJ=7.15 Hz, 3 H, CHE3), 4.54 (q,J=7.15 Hz, 1 H,
CHCH;), 6.90 - 7.01 (m, 2 H), 7.09 #=7.40 Hz, 1 H), 7.26 (br. s., L HHY, 7.48 - 7.63 (m, 4 H),
7.86 (d,J=8.16 Hz, 1 H), 7.89 - 7.94 (m, 1 H), 8.12 J&8.28 Hz, 1 H), 8.29 (11=7.59 Hz, 1 H)
100.61 MHz, CDG! 6 (ppm) = 17.86 CH3), 44.80 CH), 114.62 (d,J=19.44 Hz,CCF, Pos. 3
Anilin), 121.62, 123.02, 124.24 (d=7.70 Hz), 124.43 (dJ)=3.67 Hz), 125.02, 125.72, 126.07,
126.25 (quartéar, Pos. 1 Anilin), 126.88, 128.57M.18, 131.46 (quartar), 134.17 (quartar), 136.19
(quartar), 172.79C0)
Aus HMBC-Spektrum:
& (ppm) = 152.09 (dJ=253.5 Hz CF)
At (cmt) = 3287, 2975, 1667, 1599, 1536, 1488, 1452, 18334, 1259, 1200, 1021, 778, 752
116 °C

m/z = 294.2 [M+H] 316.2 [M+Na], 609.3 [2M+Na], ber.: 293.12

Reinheit 96.0% (254 nm),.R 12.6 min, Methode Gem6

N-(4-Acetylphenyl)-2-naphth-1-ylpropanamid (87)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute

Laborkirzel AWNEM7d
Summenformel  gH;gNO,
ﬂ * Molare Masse 318.38

o

0]

Allgemeine Vorschrift C, Lésungsmitteln2l THF
80 mg (0.4 mmol) 2-Naphth-1-ylpropansauss)(
59.5 mg (0.44 mmolp-Aminoacetophenon
Die Aufarbeitung erfolgt analog Verbindurggy, jedoch wird NMM statt Isopropylamin zum
Ausféllen von HOBT eingesetzt.
42 mg (0.13 mmol, 33%) beiger Feststoff
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0.23 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)

400.13 MHz, CDG 6 (ppm) = 1.79 (dJ=7.15 Hz, 3 H, CHE), 2.53 (s, 3 H, 63CO), 4.51 (q,
J=7.07 Hz, 1 H, €ICHy), 7.13 (br. s.,, 1 H, N), 7.36 - 7.48 (m, 2 H), 7.48 - 7.64 (m, 4 H), 7:80
7.97 (m, 4 H), 8.09 (d]=8.16 Hz, 1 H)

100.61 MHz, CDGt & (ppm) = 17.86 (ClEHs), 26.36 CH;CO), 44.92 CHCH,), 118.78 (2 C),
122.92, 125.26, 125.78, 126.21, 127.03, 128.70,242929.57 (2 C), 131.36 (quartar), 132.84
(quartar), 134.21 (quartar), 136.14 (quartar), @4Zquartar), 172.99 (NED), 196.78 (CHCO)

At (cm?) = 3243, 1677, 1590, 1528, 1405, 1345, 1300, 12539, 782

148 °C

m/z = 657.4 [2M+N4] 318.2 [M+H], 340.2 [M+Na], ber.: 317.14

Reinheit 96.2% (280 nm),.R 12.4 min, Methode Gem6

2-Naphth-1-yI-N-(4-sulfamoylphenyl)propanamid (88)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
R
'H-NMR

BC-NMR

FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC

Laborkirzel AWNEM10
Summenformel  @H1sN,05S
ﬁ * Molare Masse 354.42

HN /©/ 0
S

Za\N
O\O

Allgemeine Vorschrift C, Lésungsmittelnsl THF
80 mg (0.4 mmol) 2-Naphth-1-ylpropansauss)(
76 mg (0.44 mmol) Sulfanilamid
Zur Aufarbeitung wird das Filtrat i. Vak. von Lds#tal befreit und eine Saulenchromatographie
durchgefihrt (Pentan/Ethylacetat = 2:1 + 1% Amedaere). Aufgrund noch vorhandener Verun-
reinigungen wird der erhaltene Rickstand in 5 mthdeol gelést und durch Zugabe von 5 mi
Wasser ausgefallt. Man filtriert ab und trocknet éterriickstand im evakuierten Exsikkator tiber
konz. Schwefelsaure.

27 mg (76umol, 19%) weil3er Feststoff
0.8 (Ethylacetat)
400.13 MHz, Acetonel: & (ppm) = 1.62 (dJ=7.07 Hz, 3 H, CHE), 4.68 (q,J=6.82 Hz, 1 H,
CHCH,), 6.43 (br. s., 2 H, SO2#}), 7.42 - 7.64 (m, 4 H), 7.79 (s, 4 H), 7.83 1d8.08 Hz, 1 H),
7.93-7.97 (m, 1 H), 8.22 (d=8.59 Hz, 1 H), 9.59 (br.s., 1 HHN

100.61 MHz, Acetones: & (ppm) = 19.19, 44.14, 119.66, 119.75, 124.26,225126.63, 126.69,
127.23, 128.03 (2 C), 128.50, 129.89, 132.33, B¥qlartar), 139.04 (quartar), 139.41 (quartar),
143.61 (quartar), 173.9Z0)
At (cm?) = 3369, 3268, 1665, 1592, 1513, 1400, 1329, 1838, 779

206 °C

m/z = 353.2 [M-H] ber.: 354.10

Reinheit 98.6% (254 nm),R 9.4 min, Methode Gem6
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N-Cyclohexyl-2-naphth-1-ylpropanamid (89)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
R
'H-NMR

BC-NMR

FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC

Laborkirzel AWNEM9B
Summenformel  gH,3NO

H * Molare Masse 281.39

Allgemeine Vorschrift C, Lésungsmitteln2l THF
80 mg (0.4 mmol) 2-Naphth-1-ylpropansauss)(
50.7 pl (44 mg, 0.44 mmol) Cyclohexylamin
Die Aufarbeitung erfolgt analog VerbinduBg.

53 mg (0.19 mmol, 47%) beiger Feststoff
0.3 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)
400.13 MHz, CDG 6 (ppm) = 0.78 - 0.87 (m, 2 H, Pos. 2 & 6 Cyclohgx$l14 - 1.36 (m, 4 H,
Pos. 3 & 5 Cyclohexyl), 1.50 (m, 2 H, Pos. 4 Cyeyl), 1.64 - 1.78 (m, 2 H, Pos. 2 & 6
Cyclohexyl), 1.70 (dJ=7.15 Hz, 3 H, CHE&;), 3.64 - 3.82 (m, 1 H, BN), 4.28 (q,J=7.19 Hz, 1
H, CHCH), 5.08 (br. s., 1 H, N), 7.40 - 7.58 (m, 4 H), 7.78 - 7.83 (m, 1 H), 7:8692 (m, 1 H),
8.01-8.07 (m, 1 H)

100.61 MHz, CDGl 8 (ppm) = 17.98 CH3), 24.63 (2 C, Pos. 3 & 5 Cyclohexyl), 25.39 (Pés.
Cyclohexyl), 32.66 (Pos. 2 Cyclohexyl), 32.70 (F®£yclohexyl), 43.90GHCHS,), 48.07 CHN),
123.43, 124.88, 125.62, 125.88, 126.46, 128.05,982&831.54 (quartar), 134.02 (quartar), 137.30
(quartar), 173.67C0)
At (emt) = 2925, 1633, 1545, 1448, 1349, 1231, 777, 740

151 °C

m/z = 282.3 [M+H], ber.: 281.18

Reinheit 94.8% (254 nm),;R 13.3 min, Methode Gem6

N-(2-Methylphenyl)acetamid (90)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
'H-NMR

BC-NMR

H Laborkurzel AWS3_1
N
\[( Summenformel  @H;;NO
o Molare Masse 149.19

Allgemeine Vorschrift Aa
5.0 ml (5.0 g, 47 mmoR-Toluidin
4.3 ml (4.7 g, 60 mmol) Acetylchlorid
3.863g (25.9mmol, 65%) weilRer Feststoff
400.13 MHz, CDGt 8 (ppm) = 2.20 (s, 3 HEB,CO), 2.26 (s, 3 H, B), 7.03 (br. s., M), 7.09 (t,
J=7.40 Hz, 1 H, €l Pos. 4 Phenyl), 7.15 - 7.26 (m, 2 H, 24 €0s. 3 & 5 Phenyl), 7.75 (&s7.78
Hz, 1 H, H Pos. 6 Phenyl)
100.61 MHz, CDGt 8 (ppm) = 17.74CHy), 24.25 CH,CO), 123.45 (Pos. 6 Phenyl), 125.31 (Pos.
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4 Phenyl), 126.73 (Pos. 5 Phenyl), 129.29 (quaRés, 2 Phenyl), 130.45 (Pos. 3 Phenyl), 135.63
(quartéar, Pos. 1 Phenyl), 168.2803)
Die analytischen Daten entsprechen der Litel&tr

4-(Acetylamino)-3-methylbenzolsulfonsaurechlorid (2)

H Laborkirzel AWS3 2
N
\H/ Summenformel  ¢H;,CINO;S

O
\\S O Molare Masse 247.70
Cl” \\O

Struktur

Vorschrift In einem mittels Eisbad gekihlten Runitbem mit Stickstoffaufsatz werden unter Argon 3.5 g
(23.5 mmol)N-(2-Methylphenyl)acetamiddQ) vorgelegt und unter Rihren 6 ml (10.5 g, 90 mmol)
Chlorsulfonsaure langsam zugegeben. Lebhafte Geiséhing! Nach beendeter Zugabe wird
unmittelbar auf den Stickstoffaufsatz eine Olivasaet, um den entstehenden Chlorwasserstoff in
einer Waschflasche mit gesattigter Natriumcarbésatig zu binden. Man Ilasst auf
Raumtemperatur auftauen und erwarmt anschlieRer@livad auf 65 °C uber 4 Stunden. Es wird
nach Abkihlen auf 40 °C in eine Suspension aus HegolRenem Eis in 50 ml Diethylether
gegossen, welche mittels Ruhrfisch geriihrt wirde Dvassrige Phase wird abgetrennt, die
etherische Phase Uber Natriumsulfat getrocknetanauf das Losemittel i. Vak. entfernt.

Ausbeute  2.73 g (11.0 mmol, 47%) hellrosa gefariedmkristalliner Feststoff

H-NMR 400.13 MHz, DMSQdg: 6 (ppm) =1.99 - 2.10 (m, 3 H), 2.14 - 2.23 (m, 3 AR6 - 7.69 (m, 3 H),
9.21-9.40 (m, 1 H)

Im 'H-NMR-Spektrum sind die Signale nicht exakt zuwaishda die Verbindung vermutlich mit dem Restwasser

des DMSOdg reagierte (Wasserpeak verschwunden), sodass maelmeséatzliche Signale der entstandenen

Hydrolyseprodukte (Sulfonsaure, evtl. Sulfonsaungdnid) mit den urspriinglichen Signalen tberlagern.

N-[2-Methyl-4-(propylsulfamoyl)phenyl]acetamid (92)

Struktur H Laborkirzel AWS3_6
N
\[( Summenformel  GH1gN,05S
(@)
\\S O Molare Masse 270.35
NS
g O

Vorschrift ~ Zunachst wird n-Propylamin unter Normaldruck frisch destilliert, am isoliert bei einer
Olbadtemperatur von 60 °C eine bei etwa 50 °C iddergde, klare und ungefarbte Flussigkeit. In
der Vorlage bleiben dabei erhebliche Mengen nikiuttiges, gelbes Ol zuriick.

In 10 ml abs. THF werden 0.800 g (3.23 mmol) 4-t@amino)-3-methylbenzolsulfonsaurechlorid
(92) suspendiert und unter Rihren 3 mProplamin zugegeben. Nach 5 Minuten hat sich die
Suspension aufgeklart und leicht gelblich verfaiie Aufarbeitung erfolgt am nachsten Tag,

hierzu wird das THF i. Vak. entfernt, zum Ruckst&@dml 10%iger Citronensaurelésung gegeben



Ausbeute
R
'H-NMR

BC-NMR
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und 3x mit 30 ml Ethylacetat extrahiert. Die vergia organische Phase wird Uiber Natriumsulfat
getrocknet und i. Vak. von Ldsemittel befreit.

0.431 g (1.59 mmol, 49%) weilRer Feststoff

0.1 (Cyclohexan/Ethylacetat = 1:1)

400.13 MHz, DMSQds: 6 (ppm) = 0.78 (tJ=7.34 Hz, 3 H, El;CH,CH,), 1.36 (sxtJ=7.28 Hz, 2
H, CH,CH,CH,), 2.10 (s, 3 H, COBy), 2.28 (s, 3 H, CKIPhenyl), 2.67 (tdJ=6.96, 6.15 Hz, 2 H,
CH3CH2,), 7.43 (1,J=5.90 Hz, 1 H, MSO2), 7.55 (ddJ=8.47, 2.20 Hz, 1 H, Pos. 5 Anilin),
7.60 (d,J=1.88 Hz, 1 H, Pos. 3 Anilin), 7.74 (d=8.41 Hz, 1 H, Pos. 6 Anilin), 9.43 (s, 1 H,
NHCO)

100.61 MHz, DMSQds: & (ppm) = 11.22 CH;CH,CH,), 18.00 CH3; Phenyl), 22.47
(CH;CH,CH,), 23.57 (CQ@H,), 44.44 (CHCH,CH,), 124.09 (Pos. 6 Anilin), 124.56 (Pos. 5
Anilin), 128.48 (Pos. 3 Anilin), 131.21 (quartarpd? 2 Anilin), 136.06 (quartar, Pos. 4 Anilin),
140.16 (quartar, Pos. 1 Anilin), 168.85GNH)

4-Amino-3-methyl-N-propylbenzolsulfonamid (93)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
Rs
'H-NMR

BC-NMR

Laborkurzel AWS3 7
NH.
o 2 Summenformel  gH1gN-O,S
g Molare Masse 228.31
\/\N/ \
H

Zu 50 ml 15%iger Salzsaure werden 0.43d (1.59 mmol) N-[2-Methyl-4-
(propylsulfamoyl)phenyllacetamid 92) gegeben und Uber 3 Stunden zum Reflux erhitzt.
Reaktionskontrolle mittels DC zeigt vollstandige §btzung an. Die Neutralisation des Ansatzes
erfolgt durch portionsweise Zugabe von Natriumhgdmcarbonat, dann wird 3x mit 30 ml
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organisci®rasen trocknet man Uber Natriumsulfat und
entfernt das Ldsemittel am Rotatationsverdampfegr Brhaltene Rickstand ist zunachst ein
hellbraunes Ol, das nach einigen Tagen bei Raungeteatur im Kolben unter Argon kristallin
erstarrt.

344.6 mg (1.509 mmol, 96%) hellbraunetstefs

0.33 (Cyclohexan/Ethylacetat = 1:1)

400.13 MHz, CDG & (ppm) = 0.88 (tJ=7.40 Hz, 3 H, €;CH,CH,), 1.43 - 1.52 (m, 2 H,
CH3CH,CH,), 2.19 (s, 3 H, CKHPhenyl), 2.84 - 2.91 (m, 2 H, CH3CHRg, 4.06 (br. s., 2 H,
NH2), 4.30 (tJ=5.96 Hz, 1 H, MISO2), 6.68 (dJ=8.16 Hz, 1 H, Pos. 5 Benzolsulfonamid), 7.50 -
7.56 (m, 2 H, Pos. 2 & 6 Benzolsulfonamid)

100.61 MHz, CDG! & (ppm) = 11.14 CH3;CH,CH,), 17.21 CH3; Phenyl), 22.91 (CECH,CH,),
44,90 (CHCH,CH,), 113.85 (Pos. 5 Benzolsulfonamid), 121.71 (quaf®s. 3 Benzolsulfon-
amid), 126.88 (Pos. 6 Benzolsulfonamid), 128.0%a(tur, Pos. 1 Benzolsulfonamid), 129.60 (Pos.
2 Benzolsulfonamid), 148.71 (quartér, Pos. 4 Bendfidnamid)
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N-(2-Methyl-4-(N-propylsulfamoyl)phenyl)-2-(naphth-1-yl)propanamid (94)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
R
'H-NMR

BC-NMR

FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC

Laborkurzel AWS3 8
Summenformel  gH,gN,05S

Molare Masse 410.53

ZT
*

Zu 100 mg (0.438 mmol) 4-Amino-3-methytpropylbenzolsulfonamid93) werden 87.7 mg
(0.438 mmol) 2-Naphth-1-ylpropansaure eingewogenmlsEthylacetat sowie 700 mg einer
50%igen Ldsung (1.1 mmol) PPA zugefigt und untehrBd 609 pl (4.38 mmol) Triethylamin
zugetropft. Nach 5 Tagen wird mit 20 ml Ethylacetatdiinnt und 2x mit 10 ml halbgeséttigter
Natriumhydrogencarbonatldsung, dann mit 10 ml 0.8alzsaure und schlieRlich mit 10 ml geséat-
tigter Natriumchloridlésung ausgeschittelt. Naclocknen der organischen Phase lber Natrium-
sulfat entfernt man das Losemittel i. Vak. und igtiden erhaltenen Riickstand mittels SC (169 mg
Rohprodukt, Gradient Cyclohexan/Ethylacetat = &1¢m3:1).

72 mg (0.175 mmol, 40%) weiRer Feststoff

0.63 (Cyclohexan/Ethylacetat = 1:1)

400.13 MHz, CDG 6 (ppm) = 0.82 (tJ=7.40 Hz, 3 H, E;CH,CH,), 1.35 - 1.48 (m, 2 H,
CH3CH,CH,), 1.49 (s, 3 H, €3 Phenyl), 1.84 (dJ=7.28 Hz, 3 H, CHE&), 2.78 (q,J=6.99 Hz, 2

H, CH,CH,CH,), 4.56 (qJ=7.07 Hz, 1 H, GICH,), 4.76 (1,J=6.02 Hz, 1 H, CENHSG;), 7.08 (br.
S., 1 H, \HCO), 7.38 - 7.66 (m, 6 H), 7.81 - 7.96 (m, 2 H1,(B(dd,J=14.62, 7.84 Hz, 2 H)

100.61 MHz, CDG!t & (ppm) = 10.99 CH;CH,CH,), 16.48 CH; Phenyl), 17.35 (COCEH,),
22.78 (CHCH,CH,), 44.72 (CQ@HCH,), 44.80 (CHCH,CH,), 120.98 (Pos. 6 Anilin), 122.99,
125.14, 125.64, 125.81, 126.22, 127.03 (Pos. 3iMnil27.66 (quartar, Pos. 2 Anilin), 128.74,
128.77, 129.15, 131.40 (quartar), 134.08 (quartéBy.76 (quartdr), 135.88 (quartar), 139.47
(quartér, Pos. 1 Anilin), 173.0C€ONH)
At (cm?) = 3273, 2967, 1668, 1579, 1510, 1319, 1255, 11535, 778

143 °C

m/z = 409.3 [M-H] ber.: 410.17

Reinheit 97.8% (254 nm),.R 12.5 min, Methode Gem6
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3,3-Diphenylpropansaurechlorid (95)

Struktur

Vorschrift

Laborkurzel AWS4 13
Cl O Summenformel  GH;:CIO

o) Molare Masse 244.72

In 50 ml Dichlormethan werden 5.0 g (R2nmol) 3,3-Diphenylpropionsaure geldst und in Bine
Tropftrichter mit Druckausgleich tberfuhrt, der aifiem unter Argon stehenden Dreihalskolben
mit Ruckflusskihler angebracht wird. Im Dreihaldlent legt man 2.626 g (22.1 mmol)
Thionylchlorid vor, gibt einen Tropfen DMF zu urékbkt unter Riuhren die Eduktlésung eintropfen.
Nach beendeter Zugabe heizt man im Olbad 4 Stung®er Riickfluss. Dann wird der
Ruckflusskihler auf dem Tropftrichter angebrachd der Dreihalskolben wird mittels Glasstopfen
verschlossen. Unter erhohter Olbadtemperatur testinan so das Dichlormethan ab und fangt es
im Tropftrichter auf.

Man erhélt eine in der Hitze weil3-cremige Substéhm. besseren Handhabung wird mit exakt
30 ml abs. THF versetzt, wobei das Saurechloridgadicht vollstandig in Losung geht, sondern
eine weil3e Suspension bildet. Diese Suspension jeweils frisch aufgeschiittelt, unmittelbar in
die Folgeansatze pipettiert.

Berechnete Konzentration der Suspension: 0.74 MD&Benylpropansaurechlorid.

N-(2-Methylphenyl)-3,3-diphenylpropanamid (96)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
Ry
H-NMR

BC-NMR

Laborkirzel AWS4 14A
H
N O Summenformel  gH,;NO

0 Molare Masse 315.41

Allgemeine Vorschrift Ab
3.3 ml (2.44 mmol) einer Suspension von 3,3-Dipl@mpansaurechlorid in THF (0.74 M9%)
200 pl (200 mg, 1.87 mmod}Toluidin

Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (Péataylacatat = 2:1) unter Zusatz von 1%
Isopropylamin aufgereinigt.

484 mg (1.53 mmol, 82%) weil3er Feststoff
0.68 (Cyclohexan/Ethylacetat = 1:1)
400.13 MHz, CDG & (ppm) = 1.87 (s, 3 H, &), 3.14 (d, J=7.78 Hz, 2 H,HGCH), 4.65 (t,
J=7.78 Hz, 1 H, ECH,), 6.74 (br. s., 1 H, N), 7.00 - 7.35 (m, 13 H), 7.58 (d, J=7.91 Hz, 1 H)
100.61 MHz, CDGt & (ppm) = 17.25 CH3), 44.24 CH,), 47.70 CH), 123.50, 125.30, 126.54,
126.72 (2 C), 127.74 (4 C), 128.74 (4 C), 129.5Ba(tar), 130.31, 135.33 (quartar), 143.47
(quartar, 2 C), 169.430)
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FT-IR At (Cm'l) = 3227, 3026, 1643, 1531, 1490, 1453, 1268, 348,
Smp. 155 °C

ESI-MS m/z = 316.3 [M+H], ber.: 315.16

LC Reinheit 94.7% (254 nm),.R 12.5 min, Methode Gem6

N-(2,6-Dimethylphenyl)-3,3-diphenylpropanamid (97)

Struktur O Laborkurzel AWS4 15

H
N
C
Vorschrift  Allgemeine Vorschrift Ab
3.3 ml (2.44 mmol) einer Suspension von 3,3-Dipl@mpansaurechlorid in THF (0.74 M9%)

173 ul (169 mg, 1.87 mmol) 2,6-Dimethylanilin
Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (Pdataylacatat = 3:1) unter Zusatz von 1%

Summenformel  &H,3NO
Molare Masse 329.43

Isopropylamin aufgereinigt.

Ausbeute 325 mg (0.99 mmol, 53%) weil3er Feststoff

Ry 0.38 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)

'H-NMR 400.13 MHz, CDGt 6 (ppm) = 1.90 (s, 6 H, 2x1d3), 3.16 (d,J=7.91 Hz, 2 H, &,CH), 4.68 (t,
J=7.97 Hz, 1 H, €ICH,), 6.55-6.76 (m, 1 H, N), 6.95 - 7.37 (m, 13 H)

3C.NMR  100.61 MHz, CDGt & (ppm) = 18.02 (2 C, 2CH3), 43.17 CH,), 47.54 CH), 126.64 (2 C),
127.26, 127.82 (4 C), 128.02 (2 C), 128.68 (4 BB.62 (quartar), 135.41 (quartar, 2 C), 143.53
(quartar, 2 C), 169.3@CO)

FT-IR At (le) = 3236, 3031, 1652, 1529, 1473, 1264, 770, 7@%, 7
Smp. 188 °C

ESI-MS m/z = 330.3 [M+H], ber.: 329.18

LC Reinheit 98,0% (254 nm),.R 12.9 min, Methode Gem6

3,3-Diphenyl-N-(1-phenylethyl)propanamid (98)

Struktur Laborkirzel AWS4 17
H
+ N O Summenformel  gH»3NO
o) Molare Masse 329.43

Vorschrift ~ Allgemeine Vorschrift Ab
3.3 ml (2.44 mmol) einer Suspension von 3,3-Dipl@mpansaurechlorid in THF (0.74 M%)
179 ul (170 mg, 1.87 mmol) 1-Phenylethanamin



Ausbeute
R
'H-NMR

BC-NMR

FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC
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Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (Pdataylacatat = 3:1) unter Zusatz von 1%
Isopropylamin aufgereinigt.

410 mg (1.24 mmol, 67%) weil3er Feststoff
0.31 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)
400.13 MHz, CDG 6 (ppm) = 1.27 (dJ=6.90 Hz, 3 H, E;CH), 2.91 (d,J=7.91 Hz, 2 H,
CH,CH), 4.57 (tJ=7.91 Hz, 1 H, GICH,), 4.91 - 5.11 (m, 1 H, NHECHj), 5.41 (dJ=7.78 Hz, 1
H, NH), 6.92 - 7.07 (m, 2 H), 7.18 - 7.33 (m, 13 H)

100.61 MHz, CDGt & (ppm) = 21.28 CH3), 43.66 CH,), 47.66 CH), 48.41 (NCHCH;), 125.99
(2 C), 126.55, 126.57, 127.13, 127.76 (2 C), 1272r8), 128.50 (2 C), 128.62 (2 C), 128.63 (2 C),
142.77 (quartar), 143.49 (quartar), 143.67 (quyriat0.05 CO)
At (emt) = 3263, 3029, 1639, 1554, 1491, 1449, 1375, 890,

128 °C

m/z = 330.3 [M+H] 681.5 [2M+Nal], ber.: 329.18

Reinheit 95.7% (215 nm),R 13.1 min, Methode Gem6

2-Brom-N-(2-methylphenyl)acetamid (99)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
R
H-NMR

BC-NMR

H Laborkurzel AWS4 5
N
\H/\Br Summenformel  C9H10BrNO
0 Molare Masse 228.09

Allgemeine Vorschrift Aa
1 ml (2.31 g, 11.4 mmol) 2-Bromessigsaurebromid
1 ml(1 g, 9.3 mmolp-Toluidin
1.797 g (7.88 mmol, 85%) blassgelber,moldser Feststoff
0.57 (Petrolether/Ethylacetat = 3:1)
400.13 MHz, CDGt 6 (ppm) = 2.30 (s, 3 H, i8s), 4.06 (s, 2 H, €,Br), 7.06 - 7.33 (m, 3 H), 7.82
(d,J=8.08 Hz, 1 H), 8.16 (br.s., 1 HHY
100.61 MHz, CDGt § (ppm) = 17.51 €H3), 29.73 CH,Br), 122.52, 125.76, 126.80, 129.27
(quartar), 130.54, 134.83 (quartar), 163.8D)

Die analytischen Daten entsprechen der Litet&fur
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2-(3,4-Dihydrochinolin-1(2H)-yl)-N-(2-methylphenyl)acetamid (100)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
R
'H-NMR

BC-NMR

FT-IR

Smp.
ESI-MS
LC

Laborkiirzel AWS4_19
N Summenformel  gH,>N,O
ﬁ\ﬂ) Molare Masse 280.36

o

Es werden 0.3 g (1.3 mmol) 2-Brdw(2-methylphenyl)acetamid9g) in 1 ml THF geldst und
0.35 g (2.6 mmol) 1,2,3,4-Tetrahydrochinolin zudegye Nach zweistlindigen, schwachen Reflu-
xierens wird die Uberschissige Base durch Zugabed val TFA ausgefallt. Der Niederschlag wird
abfiltriert, mit 5 ml Ethylacetat nachgewaschen wedworfen. Das Filtrat wird mit 10 ml Ethyl-
acetat verdinnt und 2x gegen 10 ml gesattigte INatrydrogencarbonatlésung ausgeschiittelt. Die
organische Phase wird Uber Natriumsulfat getrockmet i. Vak. von Losemittel befreit. Der
erhaltene Rickstand wird mittels SC (Cyclohexan/ittetat = 4:1) aufgereinigt.

190 mg (0.68 mmol, 52%) dunkelroter Fefftst
0.31 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)
400.13 MHz, CDGt 8 (ppm) = 2.04 (s, 3 H, i&), 2.07 - 2.15 (m, 2 H, NC}{€H,CH,), 2.88 (t,
J=6.40 Hz, 2 H, NChKLCH,CH,), 3.40 - 3.46 (m, 2 H, N&,CH,CH,), 3.95 (s, 2 H, COR,), 6.60
(d, J=8.28 Hz, 1 H), 6.76 (tdI=7.34, 1.13 Hz, 1 H), 7.00 - 7.16 (m, 4 H), 7.2126 (m, 1 H), 8.04
(dd,J=8.16, 0.88 Hz, 1 H), 8.52 (br. s., 1 HHN

100.61 MHz, CDG! é (ppm) = 17.22¢CH3), 22.93 (NCHCH,CH,), 27.66 (NCHCH,CH,), 51.55
(NCH,CH,CH,), 58.38 (C@H,), 112.48, 118.76, 121.71, 123.53 (quartar), 124.836.90,
127.47, 127.80 (quartér), 129.51, 130.36, 135.8@rtgr), 144.75 (quartar), 168.18Q)
At (cmit) = 3352, 2925, 1685, 1604, 1583, 1493, 1451, 13303, 1237, 1193, 1114, 1039, 966,
767,742

Zersetzung ab 130 °C

m/z = 281.2 [M+H], ber.: 280.16

Reinheit 99.4% (254 nm), R 13.0 min, Methode Gem6
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2-Brom-N-(2,6-dimethylphenyl)acetamid (101)

Struktur H Laborkurzel AWS4_6
N
\H/\Br Summenformel  @H1,BrNO
O Molare Masse 242.11

Vorschrift ~ Allgemeine Vorschrift Aa
1 ml (2.31 g, 11.4 mmol) 2-Bromessigsaurebromid
1.15 ml (1.13 g, 9.3 mmol) 2,6-Dimethylanilin

Ausbeute  1.81 g (7.5 mmol, 80%) farblose, nadelfgeniristalle

Ry 0.49 (Petrolether/Ethylacetat = 3:1)

H-NMR 400.13 MHz, CDG 6 (ppm) = 2.22 (s, 6 H, 2x1d3), 4.03 (s, 2 H, €,Br), 7.01 - 7.21 (m, 3 H),
7.83 (br.s.,,1H, N)

3C.NMR  100.61 MHz, CDG! & (ppm) = 18.17 (2XCH3), 28.93 (&,Br), 127.73 (Pos. 4 Anilin), 128.24 (2
C, Pos. 3 & 5 Anilin), 132.90 (quartéar, Pos. 1 Anil 135.31 (quartar, 2 C, Pos. 2 & 6 Anilin),
164.11 CO)

Das'H-NMR-Spektrum entspricht der Literatt?.

2-(3,4-Dihydrochinolin-1(2H)-yl)-N-(2,6-dimethylphenyl)acetamid Hydrochlorid (102)

Struktur Laborkurzel AWS4 20
TJ\rI Summenformel C19H23CIN20

~

ﬁf H Molare Masse ~ 330.85
Cr
o

Vorschrift  Die Reaktion wird analog Verbindut§0 durchgefihrt.
238 mg (0.98 mmol) 2-Bror-(2,6-dimethylphenyl)acetamid Q1)
262 mg (1.97 mmol) 1,2,3,4-Tetrahydrochinolin
Nach SC wird das Produkt als viskoser Rickstandlem Man I6st in Methanol, setzt 1 ml
methanolische HCI (4 M) zu und erhalt nach Entfardes Losemittels i. Vak. das Produkt als sein
Tetrahydrochinolinium-Salz.

Ausbeute 121 mg (0.37 mmol, 37%) roter Feststoff

R; (Base) 0.23 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)

'H-NMR  400.13 MHz, DMSQdg: & (ppm) = 1.88 - 2.00 (m, 2 H, NGBH,CH,), 2.11 (s, 6 H, 2x B3), 2.71
(t, J=6.27 Hz, 2 H, NCHCH,CH,), 3.40 - 3.47 (m, 2 H, NG,CH,CH,), 3.99 - 4.06 (m, 2 H,
COCH,, Rotationsisomerie), 6.50 - 6.57 (m, 1 H), 6.8613 (m, 6 H), 9.16 - 9.36 (m, 1 HH\
Rotationsisomerie)

BC.NMR  100.61 MHz, DMSQds: & (ppm) = 18.20 CH,), 18.22 CHs), 21.22 (NCHCH,CH,), 21.63
(NCH,CH,CH,, Rotationsisomer), 27.18 (NGEH,CH,), 27.41 (NCHCH,CH,, Rotationsisomer),
50.25 (NCH,CH,CH,), 50.47 (NCH,CH,CH,, Rotationsisomer), 54.58 (@Bbl,), 54.95 (CQ@H,,
Rotationsisomer), 106.75 (quartar), 110.75 , 112.476.16 , 122.13 (quartar), 122.43 (quartar),
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125.05 (quartar), 126.47, 126.51, 126.69, 127.83,.684, 127.90, 128.76, 128.98, 130.80, 134.91
(quartar), 134.98 (quartar), 135.35 (quartéar), 385quartar), 144.54 (quartér), 145.20 (quartér),
168.16 CO), 168.61 CO, Rotationsisomer)

FT-IR At (emt) = 2958, 1682, 1591, 1528, 1471, 1376, 1230, 764,
Smp Zersetzung ab 130 °C

ESI-MS m/z = 295.3 [M+H], ber.: 294.17

LC Reinheit 91.6% (300 nm),;R 12.8 min, Methode Gem6

Das Hydrochlorid102 zeigt im **C-NMR-Spektrum nahezu vollstandig verdoppelten Sigmtz (34 statt 19
Kohlenstoffkerne). Die Protonierung am basischeitkStoff kann zwar zu einem auf der NMR-Zeitskala
beobachtbaren Asymmetriezentrum fiihren, jedoch wenn dadurch Diasterecisomere entstehen. In diesem
ansonsten achiralen Molekll kann dieser Effekt tidihsache des beobachteten doppelten Signalsatirs s
Vermutlich fiihrt eine Rotationsisomerie zu den mlgghen Signalen, eingeschrénkte Drehbarkeitnisgesamten

Acetamid-Spacer wegen der sterisch anspruchsvbil@ethylphenyl- und Tetrahydrochinolin-Gruppe deakb

2-Brompropanséaurechlorid (103)

Struktur 0] Laborkurzel AWS4 22
* Cl Summenformel  C3H4BrCIlO
Br Molare Masse 171.42

Vorschrift  In einen Rundkolben werden unter Argofibg (32.7 mmol) 2-Brompropionsaure, 2.5 ml (4.1 g
34 mmol) Thionylchlorid und ein Tropfen DMF gegebé&is setzt geringflgige Gas- und deutliche
Warmeentwicklung ein. Nach 30 Minuten erhitzt man¥0 Minuten zum Sieden. Die klare, leicht

gelbliche Losung wird ohne Aufarbeitung weitervendet und den Folgeanséatzen zugegeben.

2-Brom-N-(2-methylphenyl)propanamid (104)

Struktur H Br Laborkurzel AWS4 23
N\H)*\ Summenformel  gH,BrNO
0] Molare Masse 242.11

Vorschrift ~ Allgemeine Vorschrift Aa
1.0 g (5.8 mmol) 2-Brompropansaurechlorid
0.624 g (5.83 mmoly-Toluidin
Der erhaltene Feststoff wird aus Cyclohexan/Ethan®ll umkristallisiert.
Ausbeute 768 mg (3.17 mmol, 55%) beiger Feststoff
Ry 0.59 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)
H-NMR 400.13 MHz, CDG & (ppm) = 2.01 (dJ=7.03 Hz, 3 H, CHE5), 2.32 (s, 3 H, €5 Anilin), 4.62
(q,J=7.03 Hz, 1 H, €ICH,), 7.07 - 7.26 (m, 3 H), 7.84 (d78.03 Hz, 1 H), 8.07 (br. s., L HHN
B¥C.NMR  100.61 MHz, CDG! & (ppm) = 17.59 CHs Anilin), 23.41 (CHCH3), 46.16 CHCH,), 122.46,
125.64, 126.86, 129.17 (quartar), 130.55, 135.0&argr), 167.19G0)
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2-(3,4-Dihydrochinolin-1(2H)-yl)-N-(2-methylphenyl)propanamid (105)

Struktur Laborkurzel AWS4 25
N Summenformel  @H,.N,O
ﬂ\[H*\ Molare Masse 294.39

0]

Vorschrift In 1 ml THF werden 0.20 g (0.83 mmol)B2em-N-(2-methylphenyl)propanamidl(4) gelost,
dann werden 104 pl (110 mg, 0.827 mmol) 1,2,3,4ahgdrochinolin sowie 148 pl (107 mg,
0.828 mmol) Hiinig-Base zugegeben. Man erhitzt ilma@lauf 110 °C lber 4 Stunden, das wenige
THF wird, ohne in den Ansatz zuruickzutropfen, dhaérin den Ruckflusskihler getrieben. Nach
Abkihlen auf Raumtemperatur erhalt man einen logelfneien, schwarzen, viskosen Ruckstand.
Dieser wird in 10 ml Ethylacetat aufgenommen undndk 5 ml 10%iger Citronensaurelésung
gewaschen und die organische Phase Uber Natrilahggdfrocknet. Das Lésemittel wird i. Vak.
entfernt und der erhaltene Riickstand saulenchrarabisch (Cyclohexan/Ethylacetat = 4:1) auf-
gereinigt. Die anfangs beige Substanz hat sich aam Jahr (RT, Lichtzutritt) rétlich verfarbt.

Ausbeute 219 mg (0.744 mmol, 89%) beiger Feststoff

Ry 0.57 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)

H-NMR 400.13 MHz, CDG 6 (ppm) = 1.56 (d,J=7.15 Hz, 3 H, CHE5), 1.99 - 2.16 (m, 2 H,
NCH,CH,CHy,), 2.06 (s, 3 H, €3 Anilin), 2.81 - 2.94 (m, 2 H, NC¥CH,CH,), 3.26 - 3.40 (m, 2 H,
NCH,CH,CH,), 4.42 (qJ=7.11 Hz, 1 H, €ICHj3), 6.67 - 6.80 (m, 2 H), 6.98 - 7.17 (m, 4 H), 7:18
7.26 (m, 1 H), 8.03 (d}=8.03 Hz, 1 H), 8.53 (br. s., 1L HHN

3C.NMR  100.61 MHz, CDGl & (ppm) = 11.97 (CE8Hs), 17.40 CH; Anilin), 22.88 (NCHCH,CH,), 27.94
(NCH,CH,CH,), 46.17 (NCH,CH,CH,), 60.00 CHCH,), 113.14, 118.50, 121.55, 124.54 (quartar),
124.56, 126.86, 127.16, 127.66 (quartar), 129.80,34, 135.71 (quartar), 144.05 (quartar), 170.98

(CO)
FT-IR At (cmt) = 3244, 1652, 1587, 1526, 1455, 1370, 1287, 1288,
Smp 75 °C
ESI-MS m/z = 295.2 [M+H], ber.: 294.17
LC Reinheit 99.0% (254 nm),.R 13.9 min, Methode Gem6

2-Brom-N-(2,6-dimethylphenyl)propanamid (106)

Struktur Br Laborkrzel AWS4 24

H
N\H)*\ Summenformel C11H14BrNO

(@) Molare Masse 256.14

Vorschrift ~ Allgemeine Vorschrift Aa
1.02 g (ca. 6.0 mmol) 2-Brompropanséaurechlorid
0.720 g (5.95 mmol) 2,6-Dimethylanilin

Der erhaltene Feststoff wird aus Cyclohexan/Ethan®ll umkristallisiert.



Ausbeute
R
'H-NMR
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488 mg (1.91 mmol, 32%) hellgraue, langst&linadein
0.44 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)
400.13 MHz, CDGt & (ppm) = 2.02 (dJ=7.03 Hz, 3 H, CHEl), 2.25 (s, 6 H, 2x B5), 4.62 (q,
J=7.11 Hz, 1 H, GICHy), 7.06 - 7.18 (m, 3 H), 7.65 (br. s., 1 HN

N-[(1R)-1-Naphth-1-ylethyl]benzolsulfonamid (107)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
R
'H-NMR

BC-NMR

FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC

Laborkirzel AWSA3
o Summenformel  gH;7;NO,S
O\\g Molare Masse 311.40

N
PR

In 5 ml Ethylacetat werden 100 pl (78 ,n@77 mmol) Triethylamin und 50 pl (53.4 mg,
0.312 mmol) (R)-1-Naphth-1-ylethanamin vorgelegt. Unter Ruhremeftiert man 39.8 pL
(55.1 mg, 0.312 mmol) Benzolsulfonsaurechlorid hinwobei sich nach 2 Minuten eine Triibung
einstellt. Nach 3 Stunden wird zur Aufarbeitung meiteren 5 ml Ethylacetat verdinnt,
anschlieBend 4x mit 5 ml 10% Kaliumhydrogensulfailly gewaschen und daraufhin die
organische Phase mit Druckluft abgeblasen. Der Iterfa Rilckstand wird aus
Methanol/Wasser/Ameisenséure = 90:9:1 umkristalisiund anschlieBend im evakuierten
Exsikkator Giber Schwefelsdure getrocknet.

63 mg (0.20 mmol, 65%) beiger Feststoff

0.32 (Ethylacetat/Cyclohexan = 1:3)

400.13 MHz, DMSGdg: 6 (ppm) = 1.33 (dJ=6.90 Hz, 3 H, CHE3), 5.13 - 5.25 (m, 1 H,
CHCHy), 7.32-7.55 (m, 7 H), 7.64 - 7.71 (m, 2 H), 7(d4J=8.16 Hz, 1 H), 7.85 - 7.92 (m, 1 H),
8.02-8.09 (m, 1 H), 8.40 (d77.91 Hz, 1 H, SeNH)

100.61 MHz, DMSQds: & (ppm) = 22.95 (CEHj), 48.95 CHCH,;), 122.66, 123.35, 125.24,
125.47, 126.12, 126.21 (2 C), 127.28, 128.59, B§2/C), 129.58 (quartar), 131.99 (quartar),
133.17 (quartar), 139.01 (quartar), 141.52 (quprtar
At (cm?) = 3260, 1427, 1327, 1154, 1092, 1071, 1014, 882, 801, 781, 760, 719, 688

138 °C

m/z = 334.1 [M+N4d] ber.: 311.10

Reinheit 99.1% (254 nm),.R 11.8 min, Methode Gem6
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4-Methyl-N-[(1R)-1-naphth-1-ylethyl]benzolsulfonamid (108)

Struktur Laborkirzel AWSA4
OO Summenformel  @H;gNO,S

O
O\\g Molare Masse 325.42

Vorschrift 100 pl (78 mg, 0.77 mmol) Triethylamin
50 pl (53.4 mg, 0.312 mmol) ®-1-Naphth-1-ylethanamin
59.5 mg (0.312 mmol) p-Toluolsulfonsaurechlorid
Synthese erfolgt analog dem vorherig beschriebdwmeolsulfonsaurederivat. Zur Umkristalli-
sation wird ein Gemisch aus Methanol/Aceton/Wassé#:2 verwendet.

Ausbeute 52 mg (0.16 mmol, 51%) hellbraune, kiis&lPlattchen

Ry 0.35 (Ethylacetat/Cyclohexan = 1:3)

H-NMR 400.13 MHz, DMSQOdg: § (ppm) = 1.32 (dJ=6.90 Hz, 3 H, CHE5), 2.32 (s, 3 H, Phenylid),
5.14 (gqd,J=7.15, 6.90 Hz, 1 H, BCH,), 7.21 (d,J=8.16 Hz, 2 H), 7.38 (1}=7.65 Hz, 1 H), 7.45 -
7.54 (m, 3 H), 7.57 (d]=8.28 Hz, 2 H), 7.76 (dI=8.16 Hz, 1 H), 7.85 - 7.93 (m, 1 H), 8.00 - 8.08
(m, 1 H), 8.29 (dJ=7.91 Hz, 1 H, SENH)

BC.NMR  100.61 MHz, DMSQds: 5 (ppm) = 20.86 (TosyGHs), 22.89 (CHCH,), 48.93 CHCH,), 122.68,
123.39, 125.27, 125.44, 126.09, 126.31 (2 C, Po& & Benzolsulfonamid), 127.22, 128.57,
129.21 (2 C, Pos. 3 & 5 Benzolsulfonamid), 129.0aftar), 133.20 (quartéar), 138.66 (quartar),
139.15 (quartér), 142.17 (quartar, Pos. 4 BenZoisamid)

FT-IR At (Cm'l) = 3289, 1422, 1319, 1153, 1092, 1065, 952, 789, 6
Smp. 141 °C

ESI-MS m/z = 324.1 [M-H] 348.2 [M+Na], ber.: 325.11

LC Reinheit 99.3% (254 nm),.R 12.8 min, Methode Gem6

Acetanilid (109)

Struktur Laborkurzel AWS3 0

O
HN—/< Summenformel  gHgNO

Molare Masse 135.16

Vorschrift ~ Allgemeine Vorschrift Ab
Variation: Losungsmittel 50 ml Ethylacetat, Trocketiel Magnesiumsulfat
5.0 ml (5.1 g, 55 mmol) Anilin, frisch destilliert
7.8 ml (8.6 g, 110 mmol) Acetylchlorid
Ausbeute  7.35 g (54.4 mmol, 98.9%) weiler Feststoff
H-NMR 400.13 MHz, CDG § (ppm) = 2.17 (s, 3 H, ), 7.11 (t,J=7.40 Hz, 1 H, Pos. 4 Phenyl), 7.32 (t,
J=7.84 Hz, 2 H, Pos. 3 & 5 Phenyl), 7.51 Jd7.78 Hz, 3 H, Pos. 1 & 6 PhenylH)
Das’H-NMR-Spektrum entspricht der Literatti?.
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4-(Acetylamino)benzolsulfonsaurechlorid (110)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
'H-NMR

0] Laborkurzel AWS3 00
HN4< Summenformel  gHgCINO;S
Molare Masse 233.67

In einem mittels Eisbad gekihlten Kolb&arden unter Argon 3.0 g (22 mm®}Phenylacetamid
(109 vorgelegt und unter Rihren 6 ml (10.5 g, 90 mn@&ijorsulfonsdure langsam zugegeben,
entweichendes Gas wird in eine Waschflasche mititggser Natriumhydrogencarbonatlésung
geleitet. Nach 30 Minuten lasst man auf Raumtentperauftauen und heizt anschlieRend im
Olbad iiber 4 Stunden auf 65 °C. Nach Abkiihlen @uf4® °C wird in 100ml gestoRenes Eis
gegossen, wahrend mittels Glasstab gerihrt unddggébiKlumpen zerteilt werden. Die Suspension
wird zugig abfiltriert, das Filtrat verworfen uneédFilterrickstand mit 50 ml Ethylacetat geldst.
Das so erhaltene organische Filtrat wird Gber Natsiulfat getrocknet und i. Vak. von Losemittel
befreit.

3.50 g (14.9 mmol, 68%) beiger Feststoff

400.13 MHz, CDGt 6 (ppm) = 2.27 (s, 3 H,183), 7.48 (br. s., 1 H, N), 7.75 - 7.81 (m, 2 H, Pos.
3 & 5 Benzolsulfonséure), 7.98 - 8.03 (m, 2 H, Fo& 2 Benzolsulfonséure)

N-(4-{[(1R)-1-Naphth-1-ylethyl]sulfamoyl}phenyl)acetamid (11}

Struktur

Vorschrift

Ausbeute

Laborkirzel AWSAL
OO Summenformel  gH,>N,O5S

(0]
Ol Molare Masse 368.45

o
Z
E/
W
/
Tz

Zu 0.5 ml Dichlormethan werden 50 pl %3ng, 0.312 mmol) ®)-1-Naphth-1-ylethanamin
sowie 48 pl (37.4 mg, 0.34 mmol) Triethylamin pipmt und anschlielend unter Rihren eine
Lésung von 73.1 mg (0.31 mmol) 4-(Acetylamino)bdsationsaurechlorid 10 in 1 ml THF
zugetropft. Im Anschluss werden weitere 100 ul thgilamin zugegeben, an der Eintropfstelle
bilden sich dabei weil3e Schlieren. Man lasst tUbsehibei RT ruhren. Zur Aufarbeitung wird mit
10 ml Diethylether versetzt und die organische PHas mit 2 ml 10%iger Citronensaurelésung
extrahiert. Die organische Phase wird Uber Magmesilfat getrocknet und i. Vak. von
Lésungsmittel befreit. Der Ruckstand wird saulenamatographisch aufgereinigt (Ethylacetat/
Petrolether = 2:1). Man erhalt einen weilRen Feffister nach Umkristallisation aus Methanol/
Wasser und anschlieRender Trocknung im evakui&ksikkator Gber Schwefelséure feinkristallin
anfallt.

66 mg (0.18 mmol, 57%) farblose Kristalle
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Ry 0.16 (Ethylacetat/Cyclohexan = 1:1)

H-NMR 400.13 MHz, DMSQdg: 8 (ppm) = 1.31 (dJ=6.78 Hz, 3 H, CHE), 2.07 (s, 3 H, 865CO), 5.15
(qd, J=7.17, 6.96 Hz, 1 H, ECH,), 7.39 (t,J=7.65 Hz, 1 H), 7.47 - 7.55 (m, 3 H), 7.62 (s, 4 H,
Pos. 2-3-5-6 Benzolsulfonamid), 7.76 §&8.03 Hz, 1 H), 7.87 - 7.92 (m, 1 H), 8.03 - 8.09 (L
H), 8.24 (d,J=7.91 Hz, 1 H, SNH), 10.22 (s, 1 H, CON)

3C.NMR  100.61 MHz, DMSGdg: 6 (ppm) = 22.89 (C8H3), 24.10 CH5CO), 48.89 CHCH,), 118.27 (2 C,
Pos. 2 & 6 Phenylacetamid), 122.71, 123.36, 128.28,47, 126.12, 127.26, 127.42 (2 C, Pos. 3 &
5 Phenylacetamid), 128.60, 129.60 (quartér), 138R@rtar), 135.22 (quartar), 139.24 (quartar),
142.46 (quartar), 168.8C0)

FT-IR At (cmit) = 3207, 1681, 1587, 1528, 1434, 1399, 1313, 12526, 1079, 958, 799, 778
Smp. 208 °C

ESI-MS m/z = 367.1 [M-H] 391.3 [M+Na], ber.: 368.12

LC Reinheit > 99% (254 nm),;R 9.8 min, Methode Gem®6

N-(4-{[(19)-1-Naphth-1-ylethyl]sulfamoyl}phenyl)acetamid (112

Struktur Laborkirzel AWSA2
OO Summenformel  gH>N>O5S

(0]
(ONI 1 Molare Masse 368.45

Vorschrift  Die Reaktion erfolgt analog Verbinduhgyl
50 pl (53.4 mg, 0.312 mmol) §-1-Naphth-1-ylethanamin
73.1 mg (0.31 mmol) 4-(Acetylamino)benzolsulfonsiinorid (10
Es wurde versucht die Aufarbeitung zu verbesseswikd hierzu der Ansatz mit 5 ml Diethylether
versetzt und mit 20%iger Natronlauge extrahierts Balfonamid hatte sich dabei als Salz in der
Wasserphase loésen sollen. Nach Ansauern der Whasserpvar jedoch kein Sulfonamid mit
Diethylether extrahierbar. Daher wird die ersteeffphase wie bei Verbindurid 1 aufgearbeitet.
Der offensichtliche Ausbeuteverlust kdnnte durol Biktraktion mit Natronlauge entstanden sein,
sodass die wassrige Phase entweder nach Ansaugmiralder verhdltnisméaRig grolen Menge
Wasser das Sulfonamid nicht mehr an die Etherphiagab, oder das Sulfonamid hydrolysierte.

Ausbeute 18 mg (0.049 mmol, 16%) farblose Kristalle

Ry 0.16 (Ethylacetat/Cyclohexan = 1:1)

'H-NMR 400.13 MHz, MeOD? (ppm) = 1.53 (dJ=7.03 Hz, 3 H, CHE), 2.16 (s, 3 H, €5CO), 5.31 (q,
J=6.82 Hz, 1 H, GICHy), 7.20 - 7.37 (m, 1 H), 7.39 - 7.58 (m, 7 H), 7(693J=8.28 Hz, 1 H), 7.80
-7.85(m, 1 H), 8.01-8.05(m, 1 H)

¥C-NMR  100.61 MHz, MeOD3 (ppm) = 23.82 (CKH3), 24.11 CH;CO), 50.84 CHCH,), 120.07 (2 C,
Pos. 2 & 6 Phenylacetamid), 123.83, 124.80, 126.28,65, 127.27, 128.84, 128.97 (2 C, Pos. 3 &
5 Phenylacetamid), 129.94, 131.74 (quartér), 13%gB@rtar), 137.15 (quartar), 140.00 (quartar),



FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC
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143.60 (quartar), 171.9€0)

At (Cm'l) = 3205, 1669, 1588, 1527, 1435, 1314, 1257, 11@80, 958, 799, 778, 727
208 °C

m/z = 367.1 [M-H] 391.3 [M+Na], ber.: 368.12

Reinheit 98.9% (254 nm),;R 9.8 min, Methode Gem6

Die Unterschiede zu Verbindurdgd 1 (NMR-Spektren) resultieren vom unterschiedlichésemittel.

N-(2-Methyl-4-{[(1R)-1-naphth-1-ylethyl]sulfamoyl}phenyl)acetamid (113

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
Ry
"H-NMR

13C-NMR

FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC

Laborkirzel AWSA7
OO Summenformel  gH,,N,O5S

0]
O\\g Molare Masse 382.48

In 5 ml Ethylacetat werden 100 pl (78,n0g77 mmol) Triethylamin und 50 pl (53.4 mg, 0.312
mmol) (IR)-1-Naphth-1-ylethanamin pipettiert. Unter Rihrebtgnan 77.3 mg (0.312 mmol) 4-
(Acetylamino)-3-methylbenzolsulfonsédurechlori@ll hinzu, das sich im Ethylacetat sofort mit
einem Film dberzieht und zusammenklumpt. Der Ansatmd 2,5 Stunden mit Ultraschall
behandelt, wonach man eine milchige Suspensionlteiédr Aufarbeitung verdinnt man mit
weiteren 5 ml Ethylacetat und extrahiert 4x mit bI%iger Kaliumhydrogensulfatldsung, dann
mit 5 ml Wasser. Die organische Phase wird i. iadn LOsemittel befreit und der erhaltene
Ruckstand 2x aus Methanol umkristalllisiert.

36 mg (0.094 mmol, 30%) gelber Feststoff

0.18 (Ethylacetat/Cyclohexan/Ameisensaure = 101)0.

400.13 MHz, MeOD3$ (ppm) = 1.52 (dJ=6.90 Hz, 3 H, CHE3), 1.96 (s, 3 H, 83 Pos. 2
Phenylacetamid), 2.16 (s, 3 HHECO), 5.30 (qJ=6.90 Hz, 1 H, GICHy), 7.20 - 7.27 (m, 2 H),
7.36 (dd,J=7.22, 0.82 Hz, 1 H), 7.38 - 7.51 (m, 4 H), 7.64J<8.28 Hz, 1 H), 7.77 - 7.83 (m, 1
H), 8.01 (d,J=8.28 Hz, 1 H)

100.61 MHz, MeOD?% (ppm) = 18.02, 23.46, 23.93, 50.81, 123.79, 1241825.52, 126.02,
126.45, 126.65, 127.31, 128.86, 129.98, 130.28,.7B3Xquartér), 132.90 (quartar), 135.30
(quartar), 138.93 (quartar), 139.89 (quartar), 8@@quartar), 172.0900)

At (cm?) = 3352, 3250, 2976, 1683, 1579, 1515, 1440, 18082, 1116, 782

Zersetzung ab 170 °C

m/z = 381.2 [M-H] 383.2 [M+HT, 405.3 [M+Na], ber.: 382.14

Reinheit 98.9% (254 nm),;R 9.6 min, Methode Gem6
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6-Methyl-2H-1,4-benzoxazin-3(#)-on (114)
Struktur Laborkurzel AWDS10
Summenformel  gHgNO,

HN Molare Masse 163.17

0)
0

Vorschrift  In 50 ml Ethylacetat werden 3.0 g (24nnol) 2-Amino-4-methylphenol in der Siedehitze glo
Dazu werden nach Abkihlen auf 50 °C 4.4 ml (3.25mmol) DIPEA gegeben und 2.13 ml (4.92
g, 24.4 mmol) Bromoacetylbromid zugetropft, anseRéind wird 6 Stunden refluxiert. Man lasst
abkuhlen und filtriert die als Hydrobromid auslkaitisierte Base ab. Das Filtrat wird i. Vak. von
Losemittel befreit und der erhaltene Rickstandimem Gemisch aus Aceton/Wasser = 1:1 auf-
genommen. Man gibt 2.1 g (25 mmol) Natriumhydrogehonat hinzu und refluxiert 4 Stunden.
Beim Abkuhlen kristallisiert das Produkt aus. Matmiért ab, wascht 4x mit 5 ml Wasser nach und
trocknet den Filterriickstand im evakuierten Exsikéber Schwefelséaure.

Ausbeute  3.362 g (20.62 mmol, 85%) hellbraunenkiéstalliner Feststoff

Ry 0.68 (Ethylacetat)

H-NMR 400.13 MHz, CDGt 8 (ppm) = 2.29 (s, 3 H, ig,), 4.60 (s, 2 H, €,0), 6.66 (dJ=1.13 Hz, 1 H),
6.76 - 6.80 (m, 1 H), 6.86 (d+8.28 Hz, 1 H), 9.08 (br.s., 1 HHN

ESI-MS m/z = 164.2 [M+Hj, ber.: 163.06

Das’H-NMR-Spektrum entspricht der Literatt?.

6-Methyl-3-oxo0-3,4-dihydro-2H-1,4-benzoxazin-7-sulfonséurechlorid (115)

Struktur 9 o Laborkrzel AWS3 4
S:C] Summenformel  @HgCINO,S
Molare Masse 261.68
HN
(0]
O

Vorschrift  In einem auf -65 °C (Trockeneis/Isopropg abgekiihlten Rundkolben werden unter Argon @80
(4.9 mmol) 6-Methyl-B-1,4-benzoxazin-3@)-on vorgelegt und 1.6 ml (2.8 g, 24 mmol)
Chlorsulfonsaure langsam zugetropft. Man beobadbietite Gasentwicklung unter gleichzeitiger
Schwarzfarbung des Ansatzes. Nach 30 Minuten winfl Raumtemperatur aufgetaut und
anschlieRend im Olbad uber 2 Stunden auf 60 °CtzérHDaraufhin lasst man bis ca. 40 °C
abkuhlen und gief3t auf 25 g gestol3enes Eis, versétb0 ml Ethylacetat und rahrt 30 Sekunden
kraftig mittels Glasstab. Nach Uberfithren in eirf@aheidetrichter werden ohne zu Schiitteln die
Wasserphase und die braunliche Zwischenphase ahgetrDie schwarze organische Phase
trocknet man Gber Natriumsulfat, filtriert und emtft das Losungsmittel im Vakuum.

Ausbeute  1.143 g (4.37 mmol, 89%) schwarzer, Kliiséa Feststoff

H-NMR 400.13 MHz, DMSOds: & (ppm) = 2.40 (s, 3 H, 3), 4.50 (s, 2 H, 6,), 6.64 (s, 1 H), 7.25 (s, 1
H), 10.66 (s, 1 H)

In der NMR-Probe hat das Sulfonsaurechlorid mit d@estwasser des DMSO-d6 reagiert, daHNMR-Spektrum

das Restwassersignal fehlt. Daher ist das angegekmektrum moglicherweise das der Sulfonsaure.
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6-Methyl-N-[(1R)-1-naphth-1-ylethyl]-3-0x0-3,4-dihydro-H-1,4-benzoxazin-7-sulfonamid (116)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
Ry
'H-NMR

BC-NMR

FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC

Laborkirzel AWSAS
OO Summenformel  gH>N>O,S

O
O\\g Molare Masse 396.46

0)

100 pl (78 mg, 0.77 mmol) Triethylamin
50 pl (53.4 mg, 0.312 mmol) ®-1-Naphth-1-ylethanamin
150 mg (0.573 mmol) 6-Methyl-3-ox0-3,4-dihydro-2H#+benzoxazin-7-sulfonsdurechlorid
Synthese erfolgt analog dem vorherig beschrieb&azolsulfonsdurederivadtl 3 jedoch mussten
dem Ansatz 2 ml DMF zugesetzt werden, da sich ad&svarze Sulfonsdurechlorid nicht in
Ethylacetat |6ste. Nachdem die organische Phasaggh&n und von Ldsemittel befreit wurde (s.
oben), wird der erhaltene Riickstand mittels SCereigigt (Petrolether/Ethylacetat = 1:1).

32 mg (0.081 mmol, 26%) hellbrauner Fefftst
0.31 (Ethylacetat/Cyclohexan = 1:1)

400.13 MHz, DMSQds: 6 (ppm) = 1.43 (d,J=6.90 Hz, 3 H, CHEj3), 2.34 (s, 3 H, 63
Benzolsulfonamid), 4.34 (d=15.31 Hz, 1 H, O@H), 4.50 (d,J=15.31 Hz, 1 H, OCH), 5.12
(qd, J=7.34, 7.09 Hz, 1 H, BCHg), 6.49 (s, 1 H, Pos. 5 Benzoxazin), 7.02 (s, 1Pds. 8
Benzoxazin), 7.36 (J=7.72 Hz, 1 H), 7.43 - 7.56 (m, 3 H), 7.72 {&8.16 Hz, 1 H), 7.80 - 7.88
(m, 1 H), 7.98 - 8.04 (m, 1 H), 8.35 #:8.28 Hz, 1 H, SO2N), 10.78 (s, 1 H, CON)

100.61 MHz, DMSQds: & (ppm) = 19.17 CH; Benzoxazin), 23.10 (CEH3), 48.61 CHCH,),
66.48 (CCH,), 116.42 (Pos. 8 Benzoxazin), 118.33 (Pos. 5 Bawn), 122.56, 123.43, 125.13,
125.36, 125.97, 127.15, 128.40, 129.59 (quartéd?p.96 (quartdr), 130.61 (quartar), 132.76
(quartar), 133.03 (quartar), 138.88 (quartar), 88%quartér), 164.7100)

At (cm?) = 3270, 1694, 1597, 1500, 1389, 1290, 1145, 1018,

Zersetzung ab 210 °C

m/z = 395.2 [M-H] 419.2 [M+Na] ber.: 396.11

Reinheit 94.4% (300 nm),;R 9.9 min, Methode Gem6
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2-[(1R)-1-Naphth-1-ylethyl]-2,3-dihydro-1H-isoindol (117)
Struktur Laborkirzel AWSU1b
OO Summenformel  C20H19N
Molare Masse 273.37
s

Vorschrift ~ Allgemeine Vorschrift F (Isoindolin-Syimése)
56 ul (60 mg, 0.35 mmol) R)-1-Naphth-1-ylethanamin
200 pl (145 mg, 1.44 mmol) Triethylamin
93 mg (0.35 mmol) 1,2-Bis(brommethyl)benzol
Die Saulenchromatographie erfolgt mit FlieBmittetrBlether/Ethylacetat = 4:1.
Ausbeute 85 mg (0.31 mmol, 89%) rétliches, viskdSgsnach 6 Monaten schwarz, laut LC-UV aber noch
nicht merklich zersetzt (Lagerung bei RT und Licitit)
Ry 0.33 (Petrolether/Ethylacetat = 6:1)
H-NMR 400.13 MHz, CDGt & (ppm) = 1.64 (dJ=6.53 Hz, 3 H, CHE3), 3.85 - 4.10 (m, 4 H, 2x &),
4.46 (q,J=6.53 Hz, 1 H, €ICHy), 7.13 - 7.22 (m, 4 H, B Pos. 4-5-6-7 Isoindol), 7.45 - 7.53 (m, 3
H), 7.74 (dJ=7.03 Hz, 1 H), 7.79 (d)=8.16 Hz, 1 H), 7.86 - 7.93 (m, 1 H), 8.49 - 8.6% ( H)
FT-IR At (cmit) = 3046, 2971, 2763, 1680, 1595, 1509, 1463, 18895, 1183, 1137, 861, 801, 776, 741

2-[(1R)-1-Naphth-1-ylethyl]-2,3-dihydro-1H-isoindol Hydrochlorid (118)
Struktur Laborkurzel AWSU1
OO Summenformel  gH,,CIN
@:Jr Molare Masse 309.83
N
H

Cr

Vorschrift 33 mg (0.12 mmol) Isoindolibl7 werden mit 1 ml methanolischer HCI (4 M) versetat i. Vak.
von Losemittel befreit.

Ausbeute 37 mg (0.12 mmol, 100%) farblos-kristaltifreststoff

'H-NMR  400.13 MHz, DMSQdg: 5 (ppm) = 1.82 (dJ=6.53 Hz, 3 H, CHEl,),
4.20 (ddd J=33.63, 14.31, 7.53 Hz, 2 H, N{3 Isoindol), 5.01 (ddd}=60.92, 13.68, 6.21 Hz, 2 H,
NCH, Isoindol), 5.76 - 5.90 (m, 1 H,HCH,), 7.23 (d,J=7.40 Hz, 1 H, Pos. 4 bzw. 7 Isoindol),
7.30 (t,J=7.40 Hz, 1 H, Pos. 5 bzw. 6 Isoindol), 7.37J&7.40 Hz, 1 H, Pos. 5 bzw. 6 Isoindol),
7.46 (d,J=7.65 Hz, 1 H, Pos. 4 bzw. 7 Isoindol), 7.56 - 7(#5 3 H, Pos. 3-6-7 Naphthyl), 8.02 -
8.08 (m, 2 H, Pos. 5 & 8 Naphthyl), 8.33 {&7.15 Hz, 1 H, Pos. 2 Naphthyl), 8.39 {¢8.41 Hz,
1 H, Pos. 4 Naphthyl), 12.43 (br. s., 1 HN

C-NMR  100.61 MHz, DMSQts: § (ppm) = 19.92 (CIBH3), 57.34 CH,N), 57.71 CH,N), 59.16 CHCH),
122.52 (Pos. 4 bzw. 7 Isoindol), 122.70 (Pos. 4htlag), 122.89 (Pos. 4 bzw. 7 Isoindol), 125.50
(Pos. 2 Naphthyl), 125.77, 126.24, 127.09 (Pos.aphthyl), 128.22 (Pos. 5 bzw. 6 Isoindolin),
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128.42 (Pos. 5 bzw. 6 Isoindolin), 129.02 (Pos.dero8 Naphthyl), 129.33 (Pos. 5 oder 8
Naphthyl), 130.37 (quartar, Pos. 4a Naphthyl), 3833quartar, Pos. 8a Naphthyl), 133.96 (quartar,
Pos. 1 Naphthyl), 134.28 (quartar, Isoindol), 134 uartar, Isoindol)

At (cmit) = 2979, 2448, 2380, 1599, 1513, 1487, 1416, 18397, 1253, 1184, 1125, 1079, 1004,
795, 775, 741

Zersetzung ab 240 °C

m/z = 274.2 [M+H], ber.: 273.15

Reinheit 94.3% (254 nm),:R 10.4 min, Methode Gem7

2-[(19)-1-Naphth-1-ylethyl]-2,3-dihydro-1H-isoindol Hydrochlorid (119)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
R; (Base)
H-NMR

BC-NMR

FT-IR

Smp.
ESI-MS
LC

Laborkurzel AWSU1S
Summenformel  gH,,CIN
©E>+ ) Molare Masse 309.83
NI
H

Ccr

Allgemeine Vorschrift F (Isoindolin-Symse)
115.5 pl (123.2 mg, 0.719 mmol)3j21-Naphth-1-ylethanamin
200 pl (145 mg, 1.44 mmol) Triethylamin
190 mg (0.72 mmol) 1,2-Bis(brommethyl)benzol
Das nach der SC erhaltene rotliche Ol wird mit raetiischer HCI versetzt und i. Vak. von
Lésemittel befreit. Man erhalt einen braunlich efigbten Feststoff. Nachdem NMR-Spektren und
Chromatogramme nur geringfiigige Verunreinigung eejgscheint die farbgebende Komponente
in nur sehr geringer Menge anwesend zu sein.

203 mg (0.655 mmol, 91%) brauner Feststoff

0.66 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)\Wrert stark abhéngig von aufgetragener Substanzeneng
400.13 MHz, DMSOdg: & (ppm) = 1.81 (dJ=6.65 Hz, 3 H), 4.12 - 4.33 (m, 2 H), 5.02 (ddd,
J=56.62, 13.77, 6.27 Hz, 2 H), 5.77 - 5.91 (m, 1 H).9 - 7.27 (mJ=7.40 Hz, 1 H), 7.31 (1]=7.34
Hz, 1 H), 7.38 (tJ=7.53 Hz, 1 H), 7.44 - 7.49 (Md=7.40 Hz, 1 H), 7.59 - 7.71 (m, 3 H), 8.05 (d,
J=8.16 Hz, 2 H), 8.20 - 8.29 (m, 1 H), 8.40 J&8.41 Hz, 1 H), 12.04 (br. s., 1 H)

100.61 MHz, DMSQdg: & (ppm) = 19.92, 57.34, 57.71, 59.16, 122.52, 122122.89, 125.50,
125.77, 126.24, 127.09, 128.22, 128.42, 129.02,3829.30.37 (quartar), 133.51 (quartar), 133.96
(quartar), 134.28 (quartar), 134.55 (quartar)
At (Cm'l) = 2871, 2548, 2459, 2381, 1599, 1513, 1487, 14494, 1380, 1337, 1253, 1184, 1124,
1079, 1024, 1003, 858, 796, 775, 741

Zersetzung ab 236 °C

m/z = 274.2 [M+H], ber.: 273.15
Reinheit 98.5% (254 nm),.R 10.3 min, Methode Gem?7
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2-(Naphth-1-ylmethyl)-2,3-dihydro-1H-isoindol Hydrochlorid (120)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
R; (Base)
H-NMR

BC-NMR

FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC

Laborkirzel AWSU4
Summenformel  GH;5CIN
@:Jr Molare Masse 295.81
NJ
H

Cr

Die allgemeine Vorschrift F wird wie fpénd beschrieben in abgewandelter Form durchgefihrt
In 5 ml Ethylacetat werden 132 mg (0.500 mmol) Ri&brommethyl)benzol und 73 pl (79 mg,
0.50 mmol) 1-Naphthyl-1-ylmethanamin gel6st, 212 (a@0 mmol) Natriumcarbonat zugegeben
und eine Stunde bei Raumtemperatur geruhrt. Reeakamtrolle mittels DC (FlieBmittel
Cyclohexan/Ethylacetat = 1:1) lasst noch deutlidge Bdukte erkennen (Amin mit{R= O,
Startlinie), daher wird fir 10 Minuten zum Siederitzt. Zur Aufarbeitung wird mit 15 ml
Ethylacetat verdinnt, 2x mit 10% Natriumcarbonatiitgs und 1x mit gesattigter Natrium-
chloridldsung extrahiert. Die organische Phase \iilsdr Natriumsulfat getrocknet und i. Vak. von
Losemittel befreit. Man erhélt ein schwach gelbésdas im DC keine Verunreinigung erkennen
lasst. Durch Zugabe von 2 ml methanolischer HQWj4wird die Lésung allméhlich dunkler, nach
Abrotieren des Methanols erhalt man das schwarzitegefarbte Hydrochlorid des Produkts.

120 mg (0.406 mmol, 81%) schwarzblauetstdt

0.59 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)
400.13 MHz, DMSQdg: § (ppm) = 4.54 - 4.78 (m, 4 H, 2xG Isoindol), 5.14 (dJ=5.52 Hz, 2 H,
NCH»>-Naphthyl), 7.26 - 7.45 (m, 4 H,HCPos. 4-5-6-7 Isoindol), 7.56 - 7.73 (m, 3 H), 7-9®13
(m, 3 H), 8.43 (dJ=8.28 Hz, 1 H), 11.88 (br. s., 1 HHY

100.61 MHz, DMSQdq: 6 (ppm) = 53.02CH,-Naphthyl), 57.73 (2 C, 2€H, Isoindol), 122.82 (2
C), 123.84, 125.45, 126.31, 126.97, 127.30 (quart®8.31 (2 C), 128.75, 130.11, 130.24, 131.48
(quartar), 133.44 (quartar), 134.37 (quartar, 2 C)
At (Cm'l) = 3400, 3046, 2515, 2364, 2354, 1597, 1513, 12088, 1026, 777, 748

Zersetzung ab 150 °C

m/z = 260.1 [M+H] ber.: 259.14

Reinheit 86.9% (254 nm),;R 2.6 min, Methode Gem3
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4-Methyl-2-[(1S)-1-naphth-1-ylethyl]-1H-isoindol-1,3(2)-dion (121)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
R
'H-NMR

ESI-MS
LC

Laborkirzel AWSU9
OO Summenformel  gH;7;NO,

Molare Masse 315.37

0
N7

0]

Die Synthese erfolgt zunachst nach Vbritvon Oliveira et al**?: (s. auch Kap. 3.9.2)

In 10 ml Isopropanol werden 114 mg (0.703 mmol) 8thylphthalsaureanhydrid und 113 ul
(120 mg, 0.703 mmol) @-1-Naphth-1-ylethanamin geldst und zum Rickfludstzt. Da nach 4
Stunden im DC keine weitere Substanz detektiediawird zum Binden von Reaktionswasser eine
Spatelspitze Molsieb (gepulvert, Porengréf3e 0.4 gegeben und tGber Nacht weiterrefluxiert. Am
nachsten Tag wird das Lésungsmittel i. Vak entfemt das RohprodukH-NMR-spektrometrisch
untersucht. Das Spektrum zeigt bei 5.06 und 5.28 ppei Septetts, die auf eine Bildung von
Isopropylestern mit dem 3-Methylphthalsdureanhydridweisen. AnschlieBende Untersuchung
mit LC-MS bestétigt dies und zeigt neben zwei tlmren isomeren Monoisopropylestern auch
zwei trennbare Monoamide. Die Imid-Synthese nactsdtuift von Oliveira et al. konnte demnach
nicht bestatigt werden. Die weitere Umsetzung ge$tlidaher wie folgt:

Das Gemisch wird im Rundkolben in 10 ml Eisessifgamommen und mittels Heiluftfon die
Essigsaure abgedampft. Dann werden erneut 1 - Eiselssig zugegeben und der Vorgang 2x
wiederholt. Reaktionskontrolle mittels LC-MS zeidas entstandene Imid und regeneriertes
3-Methylphthalsdureanhydrid an, Nebenreaktionen r odersetzung haben demnach nicht
stattgefunden. Das Imid wird sdulenchromatographissaliert (Petrolether/ Ethylacetat = 3:1).

60 mg (0.19 mmol, 27%, Ausbeuteverlustid@iedeverzug), farblose Kristalle
0.34 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)
400.13 MHz, CDG} & (ppm) = 2.04 (dJ=7.15 Hz, 3 H, CHE), 2.64 (s, 3 H, €5), 6.32 (q,
J=7.11 Hz, 1 H, €EICHy), 7.39 (dJ=7.65 Hz, 1 H), 7.43 - 7.59 (m, 4 H), 7.62 §&7.28 Hz, 1 H),
7.78 - 7.91 (m, 2 H), 8.02 (d77.15 Hz, 1 H), 8.22 (dI=8.66 Hz, 1 H)

m/z = 316.2 [M+H], 338.2 [M+Na], ber.: 315.13

R =17.9 min, Methode Gemb5
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4-Methyl-2-[(1S)-1-naphth-1-ylethyl]-2,3-dihydro-1H-isoindol Hydrochlorid (122)

Struktur Laborkurzel AWSU17
OO Summenformel  gH,,CIN
. Molare Masse 323.86
N\H"/
Ccr
Vorschrift ~ Allgemeine Vorschrift G
60 mg (0.19 mmol) 4-Methyl-2-[@-1-naphth-1-ylethyl]-H-isoindol-1,3(2)-dion (121)
30 mg (0.79 mmol) Lithiumaluminiumhydrid
Man tberfiihrt das nach der SC erhaltene klare ®iathanolischer HCl in sein Hydrochlorid.
Ausbeute 18 mg (56 umol, 29%) beiger Feststoff
R; (Base) 0.66 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1), abltingn Auftragemenge, Tailing
H-NMR  400.13 MHz, MeOD3 (ppm) = 1.96 (d, J=6.78 Hz, 3 H, CH), 2.21 (br. s., 3 H, By), 4.22 -
5.16 (M, 4 H, 2x @), 5.77 (q, J=6.69 Hz, 1 H,HICH,), 7.11 (br. s., 1 H), 7.16 (d, J=7.53 Hz, 1
H), 7.26 (t, J=7.53 Hz, 1 H), 7.58 - 7.65 (m, 1 AB5 - 7.74 (m, 2 H), 7.94 - 7.99 (m, 1 H), 7.99 -
8.08 (m, 2 H), 8.29 (d, J=8.66 Hz, 1 H)
BC.NMR  100.61 MHz, MeOD3 (ppm) = 18.78CHs), 20.38 (CHCH3), 58.48 CH,), 59.63 CH,), 61.48 (br.
s., CHCHy), 121.26, 123.17, 126.05, 126.97, 127.83, 1281%%).54, 130.59, 131.05, 131.48,
132.11 (quartéar), 133.73 (quartar), 134.21 (quprtéB4.50 (quartar), 134.67 (quartar), 135.63

(quartar)

FT-IR At (Cm'l) = 3048, 2980, 2457, 2377, 1917, 1599, 1514, 14845, 1380, 1330, 1251, 1119, 1070,
994,942, 801, 774

Smp. 247 °C (mit Zersetzung)

ESI-MS m/z = 288.1 [M+Hj, ber.: 287.17

LC Reinheit > 99% (280 nm),;R 11.5 min, Methode Gem?7

4-Methyl-2-[(1R)-1-naphth-1-ylethyl]-1H-isoindol-1,3(2)-dion (123)

Struktur Laborkirzel AWSU18
Summenformel  gH;7;NO,
Molare Masse 315.37
N

0)

Vorschrift Es werden 130 mg (0.80 mmol) 3-Methyhdisaureanhydrid und 136 mg (0.794 mmoRR)¢1-
Naphth-1-ylethanamin in einen 50 ml Rundkolben eimggen und mittels HeiRluftfon zusammen-
geschmolzen, dabei schlagen sich Tropfchen an déreliwand nieder und die Schmelze verféarbt
sich von klar nach blassrot. Nach Erkalten auf Raumperatur werden die Tropfen mit 2 ml
Essigsaure zurlckgespult. Man verkocht die Essigséind macht eine erste Reaktionskontrolle
mittels LC-MS, die Messung zeigt dabei noch die $4a832.2 [M-H] der Amid-Zwischenstufe
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mit freier Carboxylgruppe (ber.: 333.14) an. Mareaérholt daher dreimal den Vorgang der
Zugabe und des Verkochens von Essigsaure. Dietetd&ablassrote Schmelze wird in 10 ml
Ethylacetat aufgenommen und die organische Phasdniml Wasser, dann 10 ml gesattigter
Natriumchloridlésung gewaschen. Nach Trocknen Ne#riumsulfat wird das Lésemittel i. Vak.
entfernt. Das erhaltene Rohprodukt bedarf keinetenan Aufreinigung.

Ausbeute 230 mg (0.73 mmol, 92%) glasartig erggrdurchsichtiger Feststoff

H-NMR 400.13 MHz, CDGt 8 (ppm) = 2.09 (dJ=7.15 Hz, 3 H, CHE), 2.64 (s, 3 H, €5), 6.38 (q,
J=7.07 Hz, 1 H, GICHy), 7.31 (d,J=7.65 Hz, 1 H), 7.40 - 7.53 (m, 2 H), 7.55 - 7.6% B8 H), 7.86
(t, J=8.72 Hz, 2 H), 8.08 (dI=7.15 Hz, 1 H), 8.30 (d]=8.53 Hz, 1 H)

ESI-MS m/z = 316.1 [M+H] 338.1 [M+Na], ber.: 315.13

4-Methyl-2-[(1R)-1-naphth-1-ylethyl]-2,3-dihydro-1H-isoindol Hydrochlorid (124)

Struktur Laborkirzel AWSU19
Summenformel  gH,,CIN
Molare Masse 323.86

Cr

Vorschrift ~ Allgemeine Vorschrift G
230 mg (0.73 mmol) 4-Methyl-2-[@)-1-naphth-1-ylethyl]-H-isoindol-1,3(H)-dion (123
200 mg (5 mmol) Lithiumaluminiumhydrid
Man tiberfiihrt das nach der SC erhaltene klare ®©iathanolischer HCl in sein Hydrochlorid.

Ausbeute 84 mg (0.17 mmol, 23%) beiger Feststoff

R; (Base) 0.75 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1), abltingn Auftragemenge, Tailing

'H-NMR  400.13 MHz, MeOD5 (ppm) = 1.94 (dJ=6.65 Hz, 3 H 46%, CHBE), 1.97 (d,J=6.65 Hz, 3 H
54%, CHQH;, Isomer), 2.03 (s, 3 H 46%Hg), 2.39 (s, 3 H 54%, &;, Isomer), 4.24 - 4.42 (m, 2
H, CH,N), 4.90 - 5.26 (m, 2 H, B,N), 5.82 (q,J=6.65 Hz, 1 H, GICHs), 6.91 - 7.37 (m, 3 H, Pos.
5-6-7 Isoindol), 7.56 - 7.74 (m, 3 H), 7.96 - 8(b@ 3 H), 8.32 (tJ=8.03 Hz, 1 H)

BC.NMR  100.61 MHz, MeODS8 (ppm) = 18.63CH3), 18.89 CHs, Isomer), 20.44 (CBH,), 58.45, 58.74,
59.71, 59.79 (4CH,N, Isomere), 61.59GHCH,), 121.28, 123.34, 126.19, 126.97, 127.81, 128.89,
130.45, 130.62, 131.06, 131.49, 132.25 (quartd8R.76 (quartar), 134.10 (quartar) , 134.33
(quartar), 134.44 (quartar), 134.52 (quartar),. 1734quartér), 134.99 (quartéar), 135.77 (quartar)

FT-IR At (cm'l) = 3048, 2979, 2457, 2358, 1908, 1600, 1515, 14381, 1330, 1250, 1111, 1071, 993,
891, 801, 774

Smp. 247 °C mit Zersetzung

ESI-MS m/z = 288.1 [M+H] ber.: 287.17

LC Reinheit > 99% (280 nm),;R 11.6 min, Methode Gem?7

Der Signalsatz in detH- und **C-NMR-Spektren ist jeweils nahezu verdoppelt: Dudé Protonierung am Stick-
stoff wird ein auf der NMR-Zeitskala detektierbaRseudochiralititszentrum erzeugt, sodass durchekishende

Asymmetriezentrum ein Diastereomerenpaar gebildret \(s. dazu auch Kap. 3.9.2 und die Literatty
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1-(2-Bromethyl)-2-(brommethyl)benzol (125)

Struktur Laborkirzel AWCrl1

©C/B\r Summenformel  C9H10Br2
Br

Molare Masse 277.98

Vorschrift  In 10 ml 33% HBr/Essigsaure werden 4¢2(B1.3 mmol) Isochroman 3 Stunden unter Rickfluss
gekocht. Zur Aufarbeitung wird auf 50 ml Wasser gggen und 3x mit 50 ml Petrolether
extrahiert. Die organische Phase wird Uber Magmesilfat getrocknet und i. Vak. von Losemittel
befreit. Es bleiben 8.1 g Riickstand, der sdulemohtographisch mit Cyclohexan als FlieBmittel
aufgereinigt wird. Man poolt zunéchst die saubdfeaktionen und erhalt 860 mg weil3en Feststoff.
Die laut DC verunreinigten, folgenden Fraktionerrdes gepoolt, i. Vak. von Lésemittel befreit
und der Riickstand in siedendem Ethanol gelést. Mdafiihlen wird ein Feststoffpartikel der
sauberen Fraktion als Impfkristall zugegeben. Amhsten Tag filtriert man den entstandenen
Niederschlag ab, trocknet im Vakuum und erhalt ereid.05 g Produkt.

Ausbeute  4.91 g (17.7 mmol, 57%) weilRer Feststoff

Ry 0.63 (Cyclohexan/Ethylacetat = 6:1), 0.31 (Cychk#r®

H-NMR 400.13 MHz, CDG 8 (ppm) = 3.32 (tJ=7.72 Hz, 2 H, €,CH,Br), 3.65 (t,J=7.72 Hz, 2 H,
CH,CH,Br), 4.57 (s, 2 H, €,Br), 7.20 - 7.41 (m, 4 H)

Das’H-NMR-Spektrum entspricht der LiterattiP.

2-[(1R)-1-Naphth-1-ylethyl]-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin(126)
Struktur Laborkiirzel AWCIr2
OO Summenformel  gH,N
Molare Masse 287.40
99

Vorschrift ~ Allgemeine Vorschrift F (Isoindolin-Symése)
349 mg (1.26 mmol) 1-(2-Bromethyl)-2-(brommethyizel (125
201 pl (215 mg, 1.26 mmol) B-1-Naphth-1-ylethanamin
500 pl (363 mg, 3.59 mmol) Triethylamin
Saulenchromatographie mit Petrolether/Ethylace®tl=
Ausbeute 217 mg (0.755 mmol, 60%) rétliches Olhmadlonaten schwarz (Lagerung bei RT, Lichtzutritt)
Ry 0.30 (Cyclohexan/Ethylacetat = 6:1)
H-NMR 400.13 MHz, CDGt 6 (ppm) = 1.66 (dJ=6.65 Hz, 3 H, CHE), 2.66 - 3.04 (m, 4 H, §,CH,N),
3.73 (d,J=14.93 Hz, 1 H, @HN), 4.05 (d,J=14.93 Hz, 1 H, CHN), 4.37 (q,J=6.53 Hz, 1 H,
CHCHa), 6.99 - 7.10 (m, 1 H), 7.09 - 7.22 (m, 3 H), 7:4R60 (m, 3 H), 7.77 (d=7.03 Hz, 1 H),
7.83 (d,J=8.16 Hz, 1 H), 7.89 - 7.98 (m, 1 H), 8.44 - 8.59 (L H)
B¥C.NMR  100.61 MHz, CDG! & (ppm) = 19.46 (CEBHs), 29.28 CH,CH,N), 48.42 (CHZH,N), 53.70
(CH.N), 61.22 CHCHy), 123.97, 124.68, 125.34, 125.53 (2 C), 125.6®.02 126.78, 127.43,
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128.54, 128.76, 131.56 (quartar), 134.06 (quartéBy.65 (quartar), 134.99 (quartédr), 140.46
(quartar)

At (emit) = 2972, 2796, 1672, 1595, 1508, 1453, 1372, 12880, 1105, 1085, 934, 800, 777, 741
m/z = 288.1 [M+Hj, ber.: 287.17

Reinheit > 99% (254 nm),;R 11.3 min, Methode Gem?7

4-Fluor-2-[(1R)-1-naphth-1-ylethyl]-1H-isoindol-1,3(Z)-dion (127)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
Rs
'H-NMR

Reinheit

Laborkirzel AWSU25
OO Summenformel  @H1.FNO,

0
Molare Masse 319.33

S

N

0]

Es werden 331 mg (1.93 mmol)Rjil-Naphth-1-ylethanamin in 5 ml Dichlormethan gtlénd
321 mg (1.93 mmol) 3-Fluorphthalsaureanhydrid zegeg. Das Lésemittel wird langsam mittels
HeiRluftfon abgedampft, zum erhaltenen Rickstandnb Essigsdure gegeben und wieder
abgedampft. Nun werden 5 ml Xylol als hochsiedendésemittel zugegeben (Optimierungs-
versuch). Man destilliert vom Xylol mittels Dessitionsbriicke bei Raumtemperatur ab.

688 mg (unter Beriicks. des Xylolriickstandsl-NMR: 1.76 mmol Produkt, 91%) farbloses Ol
0.33 (Petrolether/Ethylacetat = 6:1)

400.13 MHz, CDG 6 (ppm) = 2.04 (dJ=7.15 Hz, 3 H, CHE3), 6.33 (q,J=7.15 Hz, 1 H,
CHCH;), 6.96 - 7.03 (m, 1 H), 7.09 - 7.23 (m, 1 H), 7(82=8.47 Hz, 1 H), 7.44 - 7.61 (m, 3 H),
7.81-7.89 (m, 2 H), 8.02 (d77.15 Hz, 1 H), 8.20 (d]=8.53 Hz, 1 H)

Das Produkt ist mib-/m-Xylol verunreinigt (unvollstandige Verflichtigungber Nacht bei
10 mbar, RT). ImtH-NMR-Spektrum werden bei 2.32 und 2.33 ppm zweiS8ietts fiiro- undm-
Xylol mit einer Gesamtflache der zwei Peaks vorl4@sultierend von 6H, 2*CHl beobachtet.
Dies entspricht (Produktstoffmenge x, Stoffmengeh&knis x/y = 1/0.667 und Gleichung
319.3g/mol * x + 106.2 g/mol * y = 688 mg) nachdei des linearen Gleichungssystems
1.76 mmol Produkt in 688 mg Substanz mit Losemittel

4-Fluor-2-[(1R)-1-naphth-1-ylethyl]-2,3-dihydro-1H-isoindol Hydrochlorid (128)

Struktur

Vorschrift

Laborkirzel AWSU26
F Summenformel  gHsCIFN
Molare Masse 327.12
Cr

Allgemeine Vorschrift G
688 mg (ca 1.76 mmol, s. 0.) 4-Fluor-2#ji1-naphth-1-ylethyl]-H-isoindol-1,3(2)-dion (127)
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FT-IR
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LC
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300 mg (7.9 mmol) Lithiumaluminiumhydrid
Man erhalt 554 mg Rohprodukt, das saulenchromapihigeh (Petrolether/Ethylacetat = 6:1)
aufgereinigt wird. Das tertidare Amin eluiert beirdg&C als erstes und ist folglich Uberraschend
lipophil. Durch Zugabe von methanolischer HCI tbrf man in das Hydrochlorid. Die zunachst
farblose Verbindung verfarbt sich innerhalb von érdten blaugrau (Lagerung: RT, Lichtzutritt).
46 mg (0.14 mmol, 8%) weil3er Feststoff
0.66 (Petrolether/Ethylacetat = 6:1),(@yclohexan/Ethylacetat = 3:1)
400.13 MHz, MeOD? (ppm) = 1.96 (dJ=6.78 Hz, 3 H, CHEl5), 4.41 (br. s., 2 H, B,;N), 5.02
(d,J=11.80 Hz, 1 H, @&HN), 5.11 - 5.39 (m, 1 H, CHN), 5.83 (q,J=6.73 Hz, 1 H, GICH), 6.98
- 7.55 (m, 3 H, Pos. 5-6-7 Isoindol), 7.59 - 7.1, @ H), 7.91 (dJ=7.40 Hz, 1 H), 8.05 (dd,
J=10.67, 8.53 Hz, 2 H), 8.31 (&:8.53 Hz, 1 H)
100.61 MHz, Acetomls mit D,O: & (ppm) = 20.18 (CEHs), 55.65 CH,), 58.91 CH,), 61.10
(CHCHy), 115.98 (dJ=19.07 Hz, KECF, Pos. 5 Isoindol), 119.84 (#3.67 Hz), 122.98, 126.04,
126.11, 126.76 (quartar), 127.27, 128.25, 130.(8).77, 131.43 (quartér, Pos. 1 Naphthyl),
132.29, 133.79 (quartér), 134.80 (quartar), 138qlartar)
At (cmt) = 3049, 2368, 1904, 1714, 1598, 1514, 1482, 18885, 1252, 1083, 998, 970, 795, 775
Zersetzung ab 260 °C
m/z = 292.1 [M+H], ber.: 291.14
Reinheit > 99% (280 nm),;R 11.8 min, Methode Gem?7

Das*C-NMR-Spektrum musste aufgrund zu geringer Léskihdes Produkts in einem Acetdg/ D,O-Gemisch

aufgenommen werden. Aufgrund zu niedriger Signefisitdt konnte der direkt an Fluor gebundene arisofat

Kohlenstoffkern nicht beobachtet werden.

1,2-Bis(brommethyl)-3-chlorbenzol (129)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
R
'H-NMR

Cl Laborkirzel AWSUS5
Br Summenformel  ¢H;Br,ClI
Molare Masse 298.40

Br

Allgemeine Vorschrift E
4.80 g (34.2 mmol) 1-Chlor-2,3-dimethylbenzol
12.77 g (71.7 mmolN-Bromsuccinimid
Reflux erfolgt Uber 4 Stunden. Saulenchromatogeapfit FlieRmittel Petrolether.
9.04 g (30.3 mmol, 89%) rétliches Ol
0.50 (Cyclohexan)
400.13 MHz, CDG 6 (ppm) = 4.63 (s, 2 H), 4.82 (s, 2 H), 7.22 - 7(@v 1 H), 7.28 - 7.32 (m, 1
H), 7.39 (ddJ=7.65, 1.63 Hz, 1 H)

Das'H-NMR-Spektrum entspricht der LiterattiP’.



- 224 -

4-Chlor-2-[(1R)-1-naphth-1-ylethyl]-2,3-dihydro-1H-isoindol (130)

Struktur Laborkurzel AWSU14
OO Summenformel  gH;5CIN
Cl Molare Masse 307.82
a3

Vorschrift ~ Allgemeine Vorschrift F (Isoindolin-Symése)
310 mg (1.04 mmol) 1,2-Bis(brommethyl)-3-chlorbeln@d®9)
133 pl (142 mg, 0.83 mmol) R)-1-Naphth-1-ylethanamin
500 pl (363 mg, 3.59 mmol) Triethylamin
Es werden 321 mg Rohprodukt der Base als rétli€iesrhalten und anschlieRend saulenchroma-
tographisch (Gradient Petrolether/Ethylacetat 9achn6:1) aufgereinigt. Die Verbindung ist
demnach tberraschend lipophil und zeigt wenig Rieteran Kieselgel.

Ausbeute 189 mg (0.614 mmol, 74%) rétliches Ol

Ry 0.52 (Cyclohexan/Ethylacetat = 6:1)

'H-NMR  400.13 MHz, CDGt 6 (ppm) = 1.66 (dJ=6.65 Hz, 3 H, CHEl3), 3.89 - 4.26 (M, 4 H, 2x 1),
4.49 (q,J=6.06 Hz, 1 H, GICHy), 7.04 (d,J=7.03 Hz, 1 H), 7.09 - 7.21 (m, 2 H), 7.44 - 7.59 @
H), 7.74 (d,J=7.03 Hz, 1 H), 7.81 (d]=8.16 Hz, 1 H), 7.86 - 7.96 (m, 1 H), 8.52 {&6.40 Hz, 1
H)

3C.NMR  100.61 MHz, CDGl & (ppm) = 22.33 (C8Hs), 57.17 CH,), 58.71 CH,), 62.07 (br. s.CHCHj),
120.53, 123.65 (br. s.), 124.94, 125.39, 125.73, 7, 126.78, 127.55, 128.32, 128.71 (quartar),
128.91, 131.03 (quartar), 134.11 (quartar), 138B1s., quartar), 140.47 (br. s., quartar), 142.24
(br. s., quartar)

FT-IR At (cm'l) = 3048, 2972, 2770, 1688, 1580, 1509, 1453, 133880, 1240, 1171, 1146, 1073, 905,
860, 800, 772, 695

ESI-MS m/z = 308.1 [M+H], ber.: 307.11

LC Reinheit 97.8% (280 nm), R 13.2 min, Methode Gem7

4-Methoxy-1,2-dimethylbenzol (131)

Struktur Laborkirzel AWSU11
/O\Oi Summenformel  gH.,0
Molare Masse 136.19
Vorschrift ~ Unter Argon werden in 10 ml DMF (p.aeglggert Uber Molsieb) 416 mg (60%ig, 10.4 mmol)
pulvrige Natriumhydridsuspension vorgelegt und un®ihren eine Ldsung von 856 mg
(7.01 mmol) 3,4-Dimethylphenol in 2 ml DMF langsangetropft. Die Wasserstoffentwicklung ist

aufgrund Schaumbildung gut zu beobachten. SobaddRi#iaktion beendet ist, werden 561 pl
(1.278 g, 9.0 mmol) Methyliodid zupipettiert undeiibNacht bei Raumtemperatur weitergerihrt.
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Zur Aufarbeitung gief3t man in 50 ml Wasser und ahiert 2x mit 30 ml Ethylacetat. Um DMF-
Reste zu entfernen, wird die vereinigte organigehase anschlieend 3x mit 30 ml Wasser und 1x
mit 30 ml gesattigter Natriumchloridlésung gewasth&an trocknet Uber Natriumsulfat und
entfernt das Lésemittel am Rotationsverdampfer. esetzung erfolgte quantitativ, eine weitere
Aufreinigung ist nicht nétig.

Ausbeute 950 mg (6.98 mmol, 99%) farbloses Ol mijemehm aromatischem Geruch

Ry 0.76 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)

H-NMR 400.13 MHz, CDGE 6 (ppm) = 2.21 (s, 3 H, i), 2.26 (s, 3 H, E5), 3.79 (s, 3 H, 0O85), 6.66
(dd, J=8.22, 2.70 Hz, 1 H, Pos. 6 Methoxybenzol), 6.73JP.63 Hz, 1 H, Pos. 2 Methoxy-
benzol), 7.05 (dJ=8.16 Hz, 1 H, Pos. 5 Methoxybenzol)

Das’H-NMR-Spektrum entspricht der LiterattiP.

1,2-Bis(brommethyl)-4-methoxybenzol (132)

Struktur o Laborkirzel AWSU12
- Br Summenformel  §H;Br,0
Molare Masse 293.98
Br

Vorschrift ~ Allgemeine Vorschrift E

950 mg (6.98 mmol) 1-Methoxy-3,4-dimethylbenzbB{)

2.487 g (13.97 mmol)N-Bromsuccinimid

Reflux erfolgt Uber 3 Stunden. Nach Ausschittelmdea 2.09 g Rickstand erhalten, die nach der
ersten SC (Gradient Petrolether nach Petrolethep&tetat = 6:1) zu 1.49 g Rohprodukt und nach
der zweiten SC zu 0.80 g Produkt aufgereinigt wardea jeweils nur die laut DC saubersten
Fraktionen gepoolt wurden, ist der AusbeuteverlmstR3geblich vom grofRzigigen Verwerfen
verunreinigter Produktfraktionen bestimmt.

Ausbeute  0.80 g (2.7 mmol, 39%) rotes, viskoses Ol

Ry 0.58 (Cyclohexan/Ethylacetat = 6:1)

H-NMR 400.13 MHz, CDG 8 (ppm) = 3.83 (s, 3 H, Od»), 4.63 (s, 2 H, €,Br), 4.67 (s, 2 H, €,Br),
6.84 (dd,J=8.47, 2.70 Hz, 1 H, Pos. 6 Methoxybenzol), 6.91 Je2.64 Hz, 1 H, Pos. 2
Methoxybenzol), 7.30 (dl=8.41 Hz, 1 H, Pos. 5 Methoxybenzol)

Das'H-NMR-Spektrum entspricht der Literattt.
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5-Methoxy-2-[(1R)-1-naphth-1-ylethyl]-2,3-dihydro-1H-isoindol (133)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
R
H-NMR

FT-IR

ESI-MS
LC

Laborkirzel AWSU15

Summenformel  gH,;NO

Molare Masse 303.40
N

—0

In 25 ml Acetonitril werden 343 mg (1.1Wimol) 1,2-Bis(brommethyl)-4-methoxybenzdl3Q)
geldést und 187 pl (200 mg, 1.17 mmol)Rfdl-Naphth-1-ylethanamin zupipettiert. Zum Ansatz
werden 1.0 g (7.2 mmol) Kaliumcarbonat gegebennddrer vier Stunden zum Reflux erhitzt, der
Ansatz verfarbt sich dabei schwarz. Danach wirdAfgetonitril i. Vak. entfernt, der Ruckstand in
20 ml Ethylacetat aufgenommen und 3x mit 10%igetriNismcarbonatlésung gewaschen. Die
organische Phase wird Uber Natriumsulfat getrockndti. Vak. von Losemittel befreit. Es werden
340 mg Rohprodukt erhalten, die saulenchromatogsaph (Petrolether/Ethylacetat = 5:1)
aufgereinigt werden.

118 mg (0.389 mmol, 33%) dunkelrotes,ogsk Ol
0.56 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1), 0.82 (Cychkahw@Ethylacetat = 1:1)
400.13 MHz, CDG} & (ppm) = 1.65 (dJ=6.53 Hz, 3 H, CHEl3), 3.78 (s, 3 H, OHy), 3.83 - 4.09
(m, 4 H, 2x &1), 4.47 (9.J=5.94 Hz, 1 H, €ICHj), 6.70 - 6.79 (m, 2 H), 7.07 (d+8.16 Hz, 1 H),
7.45-7.57 (m, 3 H), 7.72 - 7.84 (m, 2 H), 7.8695 (m, 1 H), 8.53 (dI=4.39 Hz, 1 H)
At (cm'l) = 2924, 2853, 1681, 1615, 1595, 1493, 1454, 13362, 1204, 1134, 1104, 1028, 801,
777,739

m/z = 304.1 [M+H], ber.: 303.16

Reinheit 99.1% (280 nm), R 11.2 min, Methode Gem?7

2-[(1R)-1-Naphth-1-ylethyl]-2,3-dihydro-1H-isoindol-5-ol Hydrochlorid (134)

Struktur

Vorschrift

Laborkirzel AWSU16
Summenformel  gH,>CINO
/©E>+ Molare Masse 325.83
N
H
HO

Cr
In 20 ml 33% HBr/Essigsaure werden 65 (@g®1 mmol) 5-Methoxy-2-[(R)-1-naphth-1-ylethyl]-
2,3-dihydro-H-isoindol (L33 Uber 24 Stunden zum Reflux erhitzt. Zur Aufarbeg wird die
Essigsaure bei Normaldruck bis auf ca. 1 ml abltlestj diese Ldésung neutralisiert man mit
halbgesattigter Natriumhydrogencarbonatlésung,aiért mit 50 ml Ethylacetat und wéascht die
organische Phase 2x mit 10 gesattigter Natriumihtisung. Man trocknet Gber Natriumsulfat und
entfernt das Losemittel i. Vak, der erhaltene Rtahkd wird saulenchromatographisch

(Petrolether/Ethylacetat = 2:1) aufgereinigt. Esdea 36 mg (0.12 mmol) der Phenolbase als
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FT-IR
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LC
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gelbliches Ol erhalten, man tberfiihrt mit methasubier HCI in ihr Hydrochlorid.

41 mg (0.12 mmol, 57%) farblose, durchigielKristalle

0.32 (Cyclohexan/Ethylacetat = 1:1)

400.13 MHz, MeOD? (ppm) = 1.91 (dJ=6.78 Hz, 3 H, CHEl), 4.20 - 4.78 (m, 4 H, 2x &),
5.72 (q,J=6.11 Hz, 1 H, €ICH3), 6.74 (br. s., 1 H, Pos. 4 Isoindol), 6.78 (#8.28, 1.88 Hz, 1 H,
Pos. 6 Isoindol), 7.02 - 7.21 (m, 1 H, Pos. 7 Idolj 7.58 - 7.73 (m, 3 H), 7.84 (d57.15 Hz, 1
H), 8.03 (t,J=7.65 Hz, 2 H), 8.30 (d]=8.53 Hz, 1 H)

100.61 MHz, MeOD3 (ppm) = 20.29CHs), 59.14 CH,), 59.41 CH,), 110.71, 117.43, 123.26 (2
C), 124.99, 126.92, 127.85, 128.89 (2 C), 130.6%..83, 132.27 (quartar), 135.84 (quartar),
160.02 (quartarC-OH)
Aufgrund zu niedriger Signalintensitat wurden niahé Kohlenstoff-Kerne beobachtet.
At (emt) = 2981, 2574, 1619, 1500, 1458, 1288, 778

Farbt sich ab 180 °C dunkelgelb, Zersetzunzgéo’C

m/z = 290.1 [M+H], ber.: 289.15

Reinheit 96.8% (280 nm),;R 10.0 min, Methode Gem?7

1,2-Bis(brommethyl)-3-nitrobenzol (135)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute

R¢
IH-NMR

NO, Laborkurzel AWSU7
Br Summenformel  ¢H;Br,NO,
Molare Masse 308.95

Br

Allgemeine Vorschrift E
3.10 g (20.5 mmol) 1,2-Dimethyl-3-nitrobenzol
7.48 g (42.0 mmolIN-Bromsuccinimid
Reflux uber 4 Stunden. Es werden zunachst 6.9 giRdikt erhalten, aus dem nach zweimaliger
Saulenchromatographie (Petrolether/Ethylacetatl¥ lediglich 400 mg Reinstoff isoliert werden
konnten. Dies entspricht einer Ausbeute von 6%,talisdchliche Ausbeute bei der Reaktion ist
allerdings hoéher, das Problem besteht in der Awifgeing: In den meisten Fraktionen koeluieren
ebenso bromierte Nebenprodukte.

400 mg Produkt aus sauberster Frakti@® ¢hmol, 6%) als beiges Ol, im Kiihlschrank kristall
0.44 (Petrolether/Ethylacetat = 6:1)

400.13 MHz, CDG 6 (ppm) = 4.70 (s, 2 H), 4.87 (s, 2 H), 7.48X%,7.97 Hz, 1 H), 7.65 (dd,
J=7.72,1.32 Hz, 1 H), 7.89 (d&:8.16, 1.25 Hz, 1 H)

Das’H-NMR-Spektrum entspricht der Literattif.
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2-[(1R)-1-Naphth-1-ylethyl]-4-nitro-2,3-dihydro-1H-isoindol (136)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
Ry
H-NMR

ESI-MS
LC

Laborkirzel AWSU21
Summenformel  gH1gN,O,
O,N N Molare Masse 318.37

Abgewandelte Vorschrift F, Optimierungssuch ohne Triethylamin, Kaliumcarbonat als Base
457 mg (1.48 mmol) 1,2-Bis(brommethyl)-3-nitrobeh@s35)
253 mg (1.48 mmol) ®)-1-Naphth-1-ylethanamin
1.0 g (7.2 mmol) Kaliumcarbonat
Die Reaktion erfordert zur vollstindigen Umsetza@gStunden Reaktionszeit (Reaktionskontrolle
mittels DC). Es wird saulenchromatographisch (Retiner/Ethylacetat = 6:1) aufgereinigt, das
Produkt eluiert dabei laut DC als vierte Substanz.

301 mg (0.945 mmol, 64%) rotes Ol
0.32 (Petrolether/Ethylacetat = 6:1), 0.62 (Cyeldm/Ethylacetat = 3:1)
400.13 MHz, CDGt 6 (ppm) = 1.68 (br. s., 3 H, CHG), 4.01 (br. s., 2 H, B;), 4.40 (d,J=16.44
Hz, 1 H, GdH), 4.47 - 4.58 (m, 1 H, BCH;), 4.63 (d,J=15.94 Hz, 1 H, CHl), 7.33 - 7.59 (m, 5
H), 7.66 - 7.75 (m, 1 H), 7.81 (d8.66 Hz, 1 H), 7.88 - 7.95 (m, 1 H), 8.05 {&,7.91 Hz, 1 H),
8.50 (br. s., 1 H)

m/z = 319.1 [M+H], ber.: 318.14

Reinheit > 99% (280 nm),;R 12.4 min, Methode Gem?7

2-[(1R)-1-Naphth-1-ylethyl]-2,3-dihydro-1H-isoindol-4-amin (137)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
'H-NMR

Laborkirzel AWSU22
Summenformel C20H20N2
H,N Molare Masse 288.39

a3

Allgemeine Vorschrift H

301 mg (0.945 mmol) 2-[@-1-Naphth-1-ylethyl]-4-nitro-2,3-dihydroH-isoindol (L36)

700 mg (3.1 mmol) Zinn(ll)-chlorid-Dihydrat

124 mg (0.43 mmol, 45%) braunlicher Feftst

400.13 MHz, CDG} & (ppm) = 1.67 (dJ=6.53 Hz, 3 H, CHEl,), 3.52 (br. s., 2 H, N,), 3.86 (s, 2
H, CH, Pos. 3 Isoindol), 3.96 (d=12.80 Hz, 1 H, €H Pos. 1 Isoindol), 4.13 (d=13.18 Hz, 1 H,
CHH Pos. 1 Isoindol), 4.50 (§=6.53 Hz, 1 H, GICHs), 6.52 (dd,J=7.84, 0.56 Hz, 1 H, Pos. 5

Isoindol), 6.64 (dJ=7.28 Hz, 1 H, Pos. 7 Isoindol), 7.04J%7.65 Hz, 1 H, Pos. 6 Isoindol), 7.43 -
7.59 (m, 3 H), 7.72 - 7.85 (m, 2 H), 7.86 - 7.95 {nH), 8.56 (dJ=5.52 Hz, 1 H)
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FT-IR
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ESI-MS
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100.61 MHz, CDGt é (ppm) = 22.41 (CEBH,), 55.48 CH, Pos. 3 Isoindol), 58.54CH, Pos. 1
Isoindol), 62.33 (br. sCHCHj3), 112.57 (Pos. 7 Isoindol), 113.24 (Pos. 5 Isoind@3.76, 124.80
(quartar), 125.07, 125.36, 125.70, 125.73, 12714%3.07 (Pos. 6 lIsoindol), 128.84, 131.04
(quartar), 134.04 (quartar), 140.70 (quartar), 84Qquartéar), 141.15 (quartar)

At (emt) = 3347, 2972, 1623, 1509, 1483, 1397, 1326, 1808, 776

Zersetzung ab 103 °C

m/z = 289.1 [M+H], ber.: 288.16

Reinheit 97.9% (280 nm),;R 9.8 min, Methode Gem7

1,2-Bis(brommethyl)-4-nitrobenzol (138)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute

Ry
IH-NMR

Reinheit

Laborkirzel AWSUS8
Br Summenformel  g4,Br,NO,
Molare Masse 308.95

O,N

Br

Allgemeine Vorschrift E
1.54 g (10.2 mmol) 1,2-Dimethyl-4-nitrobenzol
3.63 g (20.4 mmolN-Bromsuccinimid
Die Zugabe vorN-Bromsuccinimid erfolgt aufgeteilt auf zwei Porteamn wovon die zweite nach
einer Stunde Reflux zugegeben wird. Nach 4 Stunwleth das Sieden unter Reflux beendet, da
dann im DC kein Edukt mehr beobachtet wird. Die Wstkllisation aus Ethanol ist nicht
gelungen, das Produktgemisch 0lte bei jedem Verguder Kélte aus. Zur Aufreinigung wird die
Saulenchromatographie (Gradient von Petroletheh retrolether/Ethylacetat = 6:1) 3x durch-
gefihrt, die verwendete Fraktion ergab schliel3§¢B mg Produktgemisch (Reinheit geschatzt auf
57mol% laut‘H-NMR-Spektrum), die anderen Fraktionen waren daeh stéarker mit tiber- und
unterbromierten Nebenprodukten verunreinigt.

375 mg Produktgemisch (unter Beriicksiohtigder Reinheit lautH-NMR: 0.87 mmol, 8%)
hellgelbe Kristalle
0.64 (Petrolether/Ethylacetat = 6:1)
400.13 MHz, CDGE 6 (ppm) = 4.67 (s, 2 H), 4.68 (s, 2 H), 7.57 §d8.41 Hz, 1 H), 8.15 - 8.19
(m, 1 H), 8.26 (dJ=2.38 Hz, 1 H)

57mol% bezogen auf PeakflachenverhalmisH-NMR-Spektrum zwischen 4.68 ppm (Produkt,
2H, Flach 2.00) und 2.54-2.57 ppm (zwei monobrotai&ebenprodukte, 2x 3H, Flache 1.17 und
1.12, ergibt (2/2)/(1+(1.17/3)+(1.12/3) = 0.57mo)%phtsprechend 0.87 mmol Produkt in 375 mg
Produktgemisch.

Das'H-NMR-Spektrum entspricht der Literatt?.
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2-[(1R)-1-Naphth-1-ylethyl]-5-nitro-2,3-dihydro-1H-isoindol (139)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
R
'H-NMR

ESI-MS
LC

Laborkirzel AWSU23
Summenformel  gH1gN,O,
Molare Masse 318.37

N

O,N

Abgewandelte Vorschrift F, Optimierungssuch ohne Triethylamin, Kaliumcarbonat als Base
375 mg (unsauber, entsprechend 0.87 mmol) 1,2-Bis{imethyl)-4-nitrobenzoll38)
208 mg (1.21 mmol) ®)-1-Naphth-1-ylethanamin
1.0 g (7.2 mmol) Kaliumcarbonat
Die Reaktion erfordert zur vollstindigen Umsetza@gStunden Reaktionszeit (Reaktionskontrolle
mittels DC). Es wird saulenchromatographisch (Retiner/Ethylacetat = 6:1) aufgereinigt, das
Produkt eluiert dabei laut DC als dritte Substanz.

100 mg (0.31 mmol, 36%) gelbes, viskodes O
0.40 (Petrolether/Ethylacetat = 6:1), 0.68 (Cyeldm/Ethylacetat = 3:1)
400.13 MHz, CDG 6 (ppm) = 1.67 (br. s., 3 H, CHE), 3.93 - 4.17 (m, 4 H, 2xI&,), 4.49 (br.
S., 1 H, GCHy), 7.29 (d,J=8.53 Hz, 1 H), 7.46 - 7.57 (m, 3 H), 7.65 - 7.7, (L H), 7.82 (d,
J=7.91 Hz, 1 H), 7.86 - 7.97 (m, 1 H), 8.02 (br.1sH), 8.10 (dJ=8.16 Hz, 1 H), 8.49 (br. s., 1 H)
m/z = 319.1 [M+H], ber.: 318.14

Reinheit > 99% (280 nm),;R 12.1 min, Methode Gem?7

2-[(1R)-1-Naphth-1-ylethyl]-2,3-dihydro-1H-isoindol-5-amin (140)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
'H-NMR

Laborkirzel AWSU24
Summenformel C20H20N2
Molare Masse 288.39

N

H,N

Allgemeine Vorschrift H
97.7 mg (0.307 mmol) 2-[@)-1-Naphth-1-ylethyl]-5-nitro-2,3-dihydroH-isoindol (L39)
300 mg (1.3 mmol) Zinn(Il)-chlorid-Dihydrat

76 mg (0.26 mmol, 86%) hellbrauner Fefftsto
400.13 MHz, CDGt & (ppm) = 1.64 (dJ=6.53 Hz, 3 H, CHE&l5), 3.58 (br. s., 2 H, N,), 3.78 -
4.04 (m, 4 H, 2x €,), 4.38 - 4.53 (m, 1 H, BCH,), 6.51 (br. s., 1 H, Pos. 4 Isoindol), 6.53 (dd,
J=7.91, 2.13 Hz, 1 H, Pos. 6 Isoindol), 6.95Jd7.91 Hz, 1 H, Pos. 7 Isoindol), 7.45 - 7.55 (m, 3
H), 7.71-7.84 (m, 2 H), 7.86 - 7.94 (m, 1 H),B(8,J=4.52 Hz, 1 H)
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C-NMR  100.61 MHz, CDGl & (ppm) = 22.45 (CEBHs), 57.64 CH, Pos. 1 Isoindol), 58.24CH, Pos. 3
Isoindol), 62.27 CHCHy), 109.17 (Pos. 4 Isoindol), 113.79 (Pos. 6 Isoindb22.85 (Pos. 7
Isoindol), 123.72, 125.05, 125.31, 125.67, 125.7R7.39, 128.84, 130.07 (quartar, Pos. 7a
Isoindol), 131.05 (quartar), 134.03 (quartar), Y40(quartar, Pos. 1 Naphthyl), 141.28 (quartar,
Pos. 3a Isoindol), 145.41 (quart®\IH, Pos. 5 Isoindol)

FT-IR At (emt) = 3340, 2970, 1618, 1497, 1451, 1356, 1211, 1869, 777
Smp. Zersetzung ab 84 °C

ESI-MS m/z = 289.2 [M+H], ber.: 288.16

LC Reinheit 88.5% (280 nm),;R 4.5 min, Methode Gem7

2,3-Bis(brommethyl)-1-methoxy-4-nitrobenzol (141)

Struktur >0  Br Laborkiirzel AWSU27
Summenformel  gHgBr,NO;

Br Molare Masse 338.98

NO,

Vorschrift ~ Allgemeine Vorschrift E
3.00 g (16.6 mmol) 1-Methoxy-2,3-dimethyl-4-nitroizel
5.9 g (33.15 mmolN-Bromsuccinimid
Reflux erfolgt tiber 24 Stunden. Es werden 5.55bttiches Ol als Rohprodukt erhalten. Nach
Umkristallisation aus Petrolether/Ethylacetat = fallen 1.339 g Produkt als hellgelbe Kristalle an.
Die Mutterlauge wird i. Vak. von Losemittel befreiind der Rulckstand aus Ethylacetat
umkristallisiert, wodurch weitere 601 mg Produkiadten werden konnten.

Ausbeute  1.94 g (5.72 mmol, 34%) hellgelbe Kristall

H-NMR 400.13 MHz, CDG 8 (ppm) = 4.03 (s, 3 H, Od»), 4.76 (s, 2 H, €,Br), 4.94 (s, 2 H, €,Br),
6.97 (d,J=9.29 Hz, 1 H, Pos. 6 Methoxybenzol), 8.10X0.16 Hz, 1 H, Pos. 5 Methoxybenzol)

4-Methoxy-2-[(1R)-1-naphth-1-ylethyl]-7-nitro-2,3-dihydro-1H-isoindol (142)

Struktur Laborkirzel AWSU28
Summenformel  gH,N,O4
Molare Masse 348.40
N

NO,

Vorschrift ~ Abgewandelte Vorschrift F, Optimierungssuch ohne Triethylamin, Kaliumcarbonat als Base
578 mg (1.71 mmol) 2,3-Bis(brommethyl)-1-methoxypittobenzol (41)
292 mg (1.71 mmol) ®)-1-Naphth-1-ylethanamin



Ausbeute
Ry
'H-NMR

FT-IR
ESI-MS
LC
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2.5 g (18 mmol) Kaliumcarbonat
Die vollstandige Umsetzung (laut DC bis kein Edukéhr vorhanden) erfordert 30 stiindiges
Erhitzen unter Reflux. Nach Entfernen des ToluatsRotationsverdampfer wird in Dichlormethan
aufgenommen und wie in Allgemeiner Vorschrift F ddeseben weiter verfahren. Der erhaltene
Ruckstand wird saulenchromatographisch (PetroléEkieylacetat = 4:1) aufgereinigt.

326 mg (0.935 mmol, 55%) rotes Ol
0.51 (Cyclohexan/Petrolether = 3:1)
400.13 MHz, CDC: § (ppm) = 1.67 (dJ=6.53 Hz, 3 H, CHE), 3.87 (s, 3 H, 085), 3.89 - 4.04
(m, 2 H, H,), 4.42 (dJ=16.06 Hz, 1 H, €H), 4.48 - 4.57 (m, 1 H, BCH,), 4.62 (d,J=16.19 Hz,

1 H, CHH), 6.79 (d,J=9.03 Hz, 1 H, Pos. 5 Isoindol), 7.43 - 7.56 (nH)3 7.70 (d,J=6.90 Hz, 1
H), 7.80 (d,J=8.28 Hz, 1 H), 7.86 - 7.96 (m, 1 H), 8.13 §&9.03 Hz, 1 H, Pos. 6 Isoindol), 8.50
(d,J=5.52 Hz, 1 H)
At (emt) = 2971, 1591, 1510, 1484, 1335, 1273, 1067, 802,

m/z = 349.1 [M+H] ber.: 348.15

Reinheit > 99% (280 nm),;R 13.3 min, Methode Gem?7

7-Methoxy-2-[(1R)-1-naphth-1-ylethyl]-2,3-dihydro-1H-isoindol-4-amin (143)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
R¢
"H-NMR

ESI-MS
LC

Laborkirzel AWSU29
Summenformel  gH,,N,O
—0 Molare Masse 318.41
N

NH,

Abgewandelte Vorschrift H, Optimierungssuch in Ethanol mit geringer Salzsaurekonzeptmati
182 mg (0.522 mmol) 4-Methoxy-2-[R)-1-naphth-1-ylethyl]-7-nitro-2,3-dihydroH-isoindol
(142
400 mg (1.8 mmol) Zinn(I)-chlorid-Dihydrat
20 ml Ethanol als Lésemittel, unter Zusatz von Xomnz. Salzsaure
Reflux erfolgt Uber 4 Stunden. Die Aufreinigungatgt mittels S&ulenchromatographie (Petrol-
ether/Ethylacetat/Triethylamin = 1:1:0.05)

120.3 mg (0.3778 mmol, 72%) dunkelbragies
0.23 (Petrolether/Ethylacetat/Triethylamin = 1:0%)
400.13 MHz, CDGt & (ppm) = 1.67 (br. s., 3 H, CH®G), 2.94 (br. s., 2 H, N,), 3.73 (s, 3 H,
OCHa), 3.77 - 4.23 (m, 4 H, 2x&), 4.53 (br. s., 1 H, BCH,), 6.51 (d,J=8.41 Hz, 1 H), 6.59 (d,
J=8.41 Hz, 1 H), 7.45 - 7.55 (m, 3 H), 7.66 - 7.8 8 H), 8.51 (br. s., 1 H)

m/z = 319.2 [M+H], ber.: 318.17

Reinheit 98.5% (254 nm),;R 9.8 min, Methode Gem7
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7-Amino-2-[(1R)-1-naphth-1-ylethyl]-2,3-dihydro-1H-isoindol-4-ol (144)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
'H-NMR

BC-NMR

FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC

Laborkirzel AWSU30
Summenformel  gH,>N,O
HO N Molare Masse 304.39

NH,

In 30 ml 48%iger Bromwasserstoffsaurerdem 110 mg (0.345 mmol) 7-Methoxy-2-R)t1-
naphth-1-ylethyl]-2,3-dihydroH-isoindol-4-amin {43 Uber 2 Stunden zum Sieden erhitzt, dabei
ist eine Farb&nderung von anfangs hellrosa nach hgembachtbar. Beim Abkuhlen auf Raum-
temperatur fallt das Hydrobromid gallertig aus, nstellt daher Uber 3 Stunden ins Eisfach (-
30 °C), filtriert den Niederschlag Uber ein Faltkaf ab, wascht den Rickstand 3x mit kaltem
Wasser und verwirft das Filtrat. Der Filterriickstamird durch abwechselnde Zugabe von 5%iger
Natriumcarbonatlésung und Methanol durch den Fiespilt. Dieses Filtrat wird mit gesattigter
Natriumhydrogencarbonat neutralisiert (pH = 7) wmdschlieBend 2x mit 50 ml Ethylacetat
extrahiert. Nach Vereinigung der organischen Phasieth iber Natriumsulfat getrocknet und i.
Vak. von Ldsemittel befreit. AnschlieRend ist edachtrocknung bei 10 mbar tGber 4 Tage nétig,
um Ethylacetatreste aus der anfangs 6ligen Substaantfernen.

89 mg (0.29 mmol, 84%) beiger Feststaithr6 Monaten dunkelrot (Lagerung: RT, Lichtzutritt
400.13 MHz, CDGt 6 (ppm) = 1.64 (dJ=6.65 Hz, 3 H, CHE), 3.80 - 3.99 (m, 3 H), 4.07 - 4.19
(m, 1 H), 4.44 (br. s., 3 H,i, & OH), 4.55 (q,J=6.36 Hz, 1 H, GICH,), 6.33 (d,J=8.28 Hz, 1 H),
6.42 (d,J=8.28 Hz, 1 H), 7.42 - 7.54 (m, 3 H), 7.72 - 7.&2 @ H), 7.84 - 7.92 (m, 1 H), 8.45 (d,
J=4.77 Hz, 1 H)

100.61 MHz, CDGt & (ppm) = 22.11 (CiEH,), 55.65 CH,), 55.99 CH,), 61.75 (br. s.CHCHj),
115.34, 115.42, 123.49, 125.06, 125.42, 125.73,8828 26.65 (quartér), 126.76 (quartar), 127.65,
128.90, 131.01 (quartér), 133.86 (quartéar), 134qo@rtar), 139.88 (quartar), 143.89 (quartar)

At (cmit) = 3048, 2976, 1596, 1497, 1372, 1287, 1240, 11814, 954, 908, 860, 801, 777, 729

Zersetzung ab 127 °C
m/z = 305.2 [M+H], ber.: 304.16
Reinheit gesamt > 99% (280 nm),#R10.0 min, Methode 5% B
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2-[(1R)-1-Naphth-1-ylethyl]-7-nitro-2,3-dihydro-1H-isoindol-4-ol (145)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
R
'H-NMR

BC-NMR

FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC

Laborkirzel AWSU31
Summenformel  @H1gN,O5
HO N Molare Masse 334.37

NO,

Zu 30 ml 48%iger Bromwasserstoffsdurerdes 291 mg (0.84 mmol) 4-Methoxy-2-fE1-
naphth-1-ylethyl]-7-nitro-2,3-dihydroH-isoindol (143 gegeben und zum Reflux erhitzt. Da sich
das Edukt auch im Sieden nicht unter Salzbildursg, liverden 20 ml Essigsdure als Kosolvens
zugegeben. Man refluxiert 2 Tage, bis laut Loop-MdlIstandige Umsetzung erfolgt ist. Zur
Aufarbeitung wird unter Atmospharendruck bis aufa@tl ml Lésung abdestilliert, anschlie3end
mit halbgesattigter Natriumhydrogencarbonatlésuisgpi = 6 neutralisiert und die Nitrophenol-
base mit 30 ml Ethylacetat extrahiert. Die orgames®hase wird mit 5 ml geséattigter Natrium-
chloridldsung gewaschen und i. Vak. von Losemibefreit. Der erhaltene rote Rickstand wird
saulenchromatographisch (Petrolether/Ethylace@at Faufgereinigt.

54 mg (0.16 mmol, 19%) roter Feststoff
0.16 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1)
400.13 MHz, CDGt 8 (ppm) = 1.75 (dJ=6.65 Hz, 3 H, CHE3), 4.05 - 4.27 (m, 2 H, &), 4.61
(d, J=16.06 Hz, 1 H, €H), 4.84 (d,J=16.06 Hz, 1 H, CH)), 4.88 - 5.01 (m, 1 H, BCHj), 6.46
(d,J=8.91 Hz, 1 H, Pos. 5 Isoindol), 7.39 - 7.61 (nM4)37.75 (d,J=9.03 Hz, 1 H, Pos. 6 Isoindol),
7.78 - 7.93 (m, 3 H), 8.19 (d77.03 Hz, 1 H)

100.61 MHz, CDG! § (ppm) = 20.86 (CEH3), 55.23 CH,), 59.66 CH,), 61.08 (br. s.CH),
115.62, 122.23, 125.01, 125.34 (quartar), 125.88,96, 126.43, 126.77, 129.00, 129.31, 130.71
(quartar), 134.01 (quartar), 135.08 (quarter), 18%br. s., quartar), 136.00 (br. s., quartar),.639
(quartar COH Pos. 4 Isoindol)
At (emt) = 1480, 1294, 1024, 906, 800, 776, 756, 725

122 °C

m/z = 335.0 [M+H], ber.: 334.13

Reinheit 97.6% (300 nm),;R 1.7 min, Methode Gem6
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(1R)-N-(2-Methylbenzyl)-1-naphth-1-ylethanamin Hydrochlorid (146)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
R; (Base)
H-NMR

BC-NMR

FT-IR
Smp.
ESI-MS
LC

Laborkirzel AWAmM5
Summenformel  gH,,CIN
+ Molare Masse 311.85

N

/ \

H H
Ccr
Abgewandelte Vorschrift F, Optimierungssuch ohne Triethylamin, Kaliumcarbonat als Base
84 pl (115.4 mg, 0.624 mmol) 1-(Brommethyl)-2-métienzol
100 pl (96 mg, 0.56 mmol) R-1-Naphth-1-ylethanamin
0.5 g (3.6 mmol) Kaliumcarbonat
Reflux erfolgt tber 12 Stunden. Der erhaltene Ri&id wird sdulenchromatographisch (Petrol-
ether/Ethylacetat = 5:1) aufgereinigt. Man Uberfiihit methanolischer HCI ins Hydrochlorid der
Base.
132 mg (0.423 mmol, 76%) weilRer Feststoff
0.5 (Cyclohexan/Ethylacetat = 3:1), stétkdamgig von Auftragemenge
400.13 MHz, MeOD3 (ppm) = 1.87 (dJ=6.78 Hz, 3 H, CHE&5), 2.09 (s, 3 H, €5), 3.99 (d,
J=13.43 Hz, 1 H, @HN), 4.25 (d,J=13.30 Hz, 1 H, CHIN), 5.51 (q,J=6.78 Hz, 1 H, EICHy),
7.19 - 7.34 (m, 3 H), 7.40 (dd=7.40, 1.38 Hz, 1 H), 7.58 - 7.69 (m, 3 H), 7.84,(@7.22, 0.82
Hz, 1 H), 7.99 - 8.06 (m, 2 H), 8.15 @8.53 Hz, 1 H)
100.61 MHz, MeOD3 (ppm) = 19.15 CH3), 20.38 (CHCH3), 48.17 CH.N), 54.45 CHCHy),
123.13, 125.31, 126.79, 127.82, 127.98, 128.78,583030.89 (quartér), 131.06, 131.40, 131.81,
132.34, 132.53 (quartar), 134.15 (quartar), 13%qr@rtar), 139.04 (quartar)
At (cmt) = 2702, 2048, 1445, 1253, 1150, 1095, 805, 768, 743
279 °C (mit Zersetzung)
m/z = 276.2 [M+H], ber.: 275.17
Reinheit > 99% (280 nm),;R 12.7 min, Methode Gem?7

1-Benzhydrylpiperazin (147)

Struktur

Vorschrift

Laborkirzel AWTo02
O Summenformel  GHyN,
Molare Masse 252.35
T
HN

Unter Stickstoff werden in 15 ml Tolubl394 g (16.19 mmol) Piperazin bei 80 °C gel6shdsam
wird eine Lésung von 1.0 g (4.05 mmol) Diphenylbroathan in 5 ml Toluol unter Rihren
zugetropft. Nach 15 Minuten bildet sich eine weflispension, es wird noch weitere 2 Stunden bei
80 °C geruhrt. Zur Aufarbeitung lasst man auf Rampgeratur abkihlen, verdinnt mit 10 ml

Diethylether und extrahiert 4x mit 10 ml Wassere irganische Phase wird Uber Natriumsulfat
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getrocknet und i. Vak von Lésungsmittel befreit.r @ehaltene Rickstand (1.1 g) wird in 10 ml
Ethylacetat suspendiert, dann filtriert man vom aldgten Feststoff ab (dialkyliertes Piperazin).
Das Filtrat wird i. Vak von Losungsmittel befreitdidas Produkt unter Stickstoff aufbewabhrt.

Ausbeute 667 mg (2.64 mmol, 65%) farbloses, viské3le

'H-NMR 400.13 MHz, CDG & (ppm) = 2.36 (br. s., 4 H), 2.89 (4.89 Hz, 4 H), 4.22 (s, 1 H,K&
Diphenyl), 7.14 - 7.22 (m, 2 H), 7.23 - 7.32 (nKi% 7.38 - 7.48 (m, 4 H)

Das'H-NMR-Spektrum entspricht der Literattff’.

1-Benzylpiperazin (148)

Struktur Laborkirzel AWTo05
Summenformel  GHygN>
Molare Masse 176.26

N

HN

Vorschrift  In 40 ml Toluol werden 8.6 g (100 mméliperazin bei 80 °C geldst (Stickstoffatmosphakjter
Ruhren wird eine Losung von 4.254 g (25 mmol) Bédmmid in 4 ml Toluol zugetropft, es bildet
sich sofort weiler Niederschlag, man lasst nochten&i30 Minuten bei 80 °C rihren. Zur
Aufarbeitung wird die organische Phase 5x mit 10Wasser gewaschen, sodass kein Piperazin
mehr im DC erkennbar ist (Kaliumpermanganat-Taudhb®ie organische Phase wird uber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel imkMum entfernt. Man erhalt 3.84 g 6ligen
Ruckstand, der laut MS deutlich mit,N’-Dibenzylpiperazin verunreinigt ist. Daher wird ein
Kugelrohrdestillation durchgefuhrt, bei 155 °C (¢8-20 mbar) geht das-Benzylpiperazin Uber
und friert in der mit Trockeneis gekiihlten Kugelifvaus.

Ausbeute  3.017 g (17.1 mmol, 69%) farbloses Ol

H-NMR  400.13 MHz, CDGt 6 (ppm) = 1.62 (br. s., 1 H, ), 2.40 (br. s., 4 H), 2.86 (1=4.89 Hz, 4 H),
3.48 (s, 2 H, E,-Phenyl), 7.19 - 7.36 (m, 5 H)

C-NMR  100.61 MHz, CDGl & (ppm) = 45.98 (2 C), 54.40 (2 C), 63.38H,-Phenyl), 126.82, 128.01 (2
C), 129.04 (2 C), 137.95 (quartar)

ESI-MS m/z = 177.1 [M+H], ber.: 176.13

Die NMR-Spektren entsprechen der Liter&fak

tert-Butyl (2-aminoethyl)carbamat (149)

Struktur H Laborkirzel AWTO06

N (0]
HNT T]/ \’< Summenformel  @H;N,O,
© Molare Masse 160.21

Vorschrift ~ Zu 30 ml THF werden 6.7 ml (6.0 g, 100nai) Ethylendiamin gegeben und unter Rihren be& 0 °©
eine Losung von 7.4 g (33 mmol) Boc-Anhydrid in 30 THF Gber 30 Minuten zugetropft. Die
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Reaktion wird eine weitere Stunde bei 0 °C gerudann lasst man tUber Nacht auftauen. Das
Lésungsmittel wird i. Vak. entfernt und die erhakeblig-weil3e Suspension mittels Hochvakuum
zu einem weilRen Feststoff getrocknet. Die Aufrainigy geschieht durch Kugelrohrdestilllation, der
Feststoff schmilzt bei etwa 120 °C und ab 160 & fcmbar) geht ein klare Flissigkeit Gber.

Ausbeute 3.0 g (18.7 mmol, 56%) farbloses, visk@3asit siillichem Geruch

H-NMR  400.13 MHz, CDG} & (ppm) = 1.45 (s, 9 H, C(€)s), 1.46 (br. s., 2 H, N,), 2.79 (t,J=5.87 Hz,
2 H, CH,NH,), 3.17 (qJ=5.61 Hz, 2 H, ®,CH,NH,), 5.19 (br. s., 1 H, NCO)

C-NMR  100.61 MHz, CDGl & (ppm) = 28.27 (3xCHs), 41.73 CH,), 43.27 CH,), 78.97 (quartér,
C(CHg)3), 156.14 CO)

Die analytischen Daten entsprechen der Litet&¢r

tert-Butyl (2-(dibenzylamino)ethyl)carbamat (150)

Struktur Laborkirzel AWTO09
Summenformel  gH,gN,O,
Molare Masse 340.46

H
N/\/NT()(O\K

Vorschrift In 3 ml THF werden 0.505 g (3.15 mmd}Boc-ethylendiamin 149 gelést und 0.75g (7.43
mmol) Triethylamin zugegeben (Stickstoffatmosphgareinter Rihren werden 1.07 g (6.3 mmol)
Benzylbromid hinzugegeben, nach 5 Minuten fallt fgimkristalliner weiRer Nieder-schlag aus.
Nach weiteren 10 Minuten ist der Ansatz vollstandigtarrt, Reaktionskontrolle mit Loop-MS
zeigt noch Edukt an, es werden daher 10 ml THF geigen und fir 1 Stunde zum Ruckfluss
erhitzt, laut Loop-MS erfolgte vollstandige Umseatgu Das Losungsmittel wird i. Vak. entfernt,
der Rickstand mit 10 ml Ethylacetat versetzt undmx10 ml 10%iger Ammoniumchloridlésung
und daraufhin mit 10 ml gesattigter Natriumchlodsling gewaschen. Die organische Phase wird
Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losemittéik. entfernt.

Ausbeute 1.2 g (3.5 mmol, 90%) farbloses, viskddes

H-NMR  400.13 MHz, CDG} 6 (ppm) = 1.42 (s, 9 H, C(&)3), 2.53 (t,J=5.87 Hz, 2 H, E,), 3.19 (g, 2 H,
CH,), 3.57 (s, 4 H, N(B,-Phenyl}), 4.75 (br. s., 1 H, NCO), 7.18 - 7.37 (m, 10 H)

C-NMR  100.61 MHz, CDGt § (ppm) = 28.37 (3:CH3), 37.98 CH,), 52.74 CH,), 58.27 (2xCH,-Phenyl),
78.84 (quartarC(CHs)s), 126.98 (2 C), 128.24 (4 C), 128.81 (4 C), 139@%artar, 2 C), 155.90
(CO)

ESI-MS m/z = 341.2 [M+H] ber.: 340.22
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N*,N*-Dibenzylethan-1,2-diamin (151)

Struktur Laborkirzel AWTo12
Summenformel  GHigN>

NH Molare Masse 240.34
N /\/ 2

Vorschrift  In 5 min-Propanol werden 1.0 g (2.94 mmadyt-Butyl (2-(dibenzylamino)ethyl)carbamat50)
geldést und 2 ml methanolische HCI (4 M) zugegelmamn auf 60 °C erhitzt. Nach 30 Minuten
wird auf Raumtemperatur abgekihlt und das gebil@eate durch Zugabe von 50 ml Ethylacetat
ausgefallt. Man dekantiert vom L&sungsmittel alipt ¢i0 ml Ethylacetat zu und setzt die Base
durch Zugabe von 5 ml 10%iger Kalilauge unter RiiHrei. Die organische Phase wird mit 10 ml
gesattigter Natriumchloridlésung gewaschen, Ubetribdasulfat getrocknet und i. Vak. von
Lésungsmittel befreit.

Ausbeute 604 mg (2.67 mmol, 91%) weil3er, kristalliReststoff

H-NMR 400.13 MHz, CDG 6 (ppm) = 2.65 (t)=5.87 Hz, 2 H, €l,), 2.77 (1,J=6.06 Hz, 2 H, El,), 3.59
(s, 4 H, N(GH,-Phenyl}), 4.57 (br. s., 2 H, N,), 7.18 - 7.38 (m, 10 H)

3C.NMR  100.61 MHz, CDGl & (ppm) = 38.45 CH,NH,), 53.73 CH,CH,NH,), 58.54 (2 C, NCH,-
Phenyl}), 127.14 (2 C), 128.37 (4 C), 128.93 (4 C), 13§quiartar, 2 C)

ESI-MS m/z = 241.1 [M+Hj, ber.: 240.16

Das'H-NMR-Spektrum entspricht dem der Literat(ff.

L-Serinpropylester (152)

Struktur o Laborkurzel AWTo7
H2N\_)J\O/\/ Summenformel  gH:3NO;
:\ Molare Masse 147.17

OH

Vorschrift  Es werden 45 g (428 mmol) L-Serin in #0n-Propanol suspendiert und tUber einen Tropftrichter
120 ml (196 g, 1.65 mol) Thionylchlorid unter Ruhreorsichtig zugetropft. Es entwickelt sich
eine lebhafte Gasentwicklung, wobei das Thionylddiso langsam zuzutropfen ist, dass das
n-Propanol schwach siedet. Nach vollstandiger Zugaibé auf dem Olbad fiir weitere 5 Stunden
die Temperatur auf 65 °C gehalten, die Lésungristtande der Reaktion klar. Reaktionskontrolle
mittels Loop-MS zeigt mit [M+HJ= 148.1 nur die Produktmasse, es liegt kein Edwdtimvor. Der
Ansatz wird am Rotationsverdamfer von Losungsmititeit, man erhalt das L-Serinpropylester
Hydrochlorid als weil3-kristallinen Feststoff. Um g vonn-Propanol zu entfernen, wird der
Feststoff in 100 ml Wasser bei 70 °C geldst und ldisemittel erneut i. Vak. entfernt. Nun liegt
die Verbindung als wasserhaltiges Ol vor, das min® konz. Ammoniaklésung versetzt und 4x

mit je 50 ml Dichlormethan extrahiert wird. Die earigte organische Phase wird mit 20 ml
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gesattigter Natriumchloridlésung gewaschen, Ubetribdasulfat getrocknet und i. Vak. von
Lésungsmittel befreit. Die Substanz wird sofort t@eierarbeitet, da sie laut Aussage von
Mitgliedern des AK Yudin instabil ist (Esterspalt)n

Ausbeute  52.88 g (359 mmol, 84%) gelblich-viska®és

ESI-MS m/z = 148.1 [M+Hj ber.: 147.01

(S)-Propyl aziridin-2-carboxylat (153)

(|) Laborkirzel AWTo8
“\\J\O/\/ Summenformel  gH;NO,
Molare Masse 129.16

Struktur
HN\7

Vorschrift Der gesamte Ansatz von VerbindutfeR (52.88 g, 0.36 mol L-Serinpropylester) wird in 560
Dichlormethan gel6st (1 Liter Rundkolben) und ati@abgekihlt. Es werden 113 g (0.43 mol)
Triphenylphosphin tber einen Pulvertrichter zugegel®ann spilt man den Kolben mit Stickstoff
und tropft Gber 30 Minuten mittels Spritze 84.8(®il.3 g, 0.43 mol) Diisopropyl-azodicarboxylat
durch ein Septum zu (Stickstoffzufuhr und Druckaeisfy!). Der zunachst hellrosa gefarbte Ansatz
wird Uber Nacht bei Raumtempteratur hellbraun ums Zum zweiten Tag dunkelbraun. Zur
Aufarbeitung wird der Ansatz bis auf die HalfteMak. eingeengt, dann 300 ml Diethylether
zugegeben und das ausgefallene Triphenylphosphirabfiltriert. Das Filtrat wird Gber Nacht im
Eisfach (-20 °C) aufbewahrt und am néachsten Tagtewes, auskristallisiertes Triphenyl-
phosphinoxid abfiltriert. Dieses etherische Filtwitd i. Vak. von Losungsmittel befreit. Man
erhélt 97.3 g braunen, viskosen Riickstand, ausheriadas Aziridin mittels Kugelrohr-destillation
isoliert wird (Hauptlauf etwa 10 mbar, 50-100 °C).

Ausbeute  18.32 g (0.14 mol, 39%) farbloses, dissfties Ol mit markantem Geruch

H-NMR 400.13 MHz, CDG 6 (ppm) = 0.97 (tJ=7.40 Hz, 3 H, @3), 1.35 (br. s., 1 H, N), 1.70 (sxt,
J=7.40, 7.09 Hz, 2 H, B,CH), 1.87 (ddJ=5.46, 1.44 Hz, 1 H, Azi-BH), 2.01 (ddJ=3.01, 1.51
Hz, 1 H, Azi-CH), 2.54 (dd,J=5.40, 3.01 Hz, 1 H, Azi-B-COOPropyl), 4.05 - 4.21 (m, 2 H,
OCH,)

ESI-MS m/z = 130.1 [M+H] ber.: 129.08

Das'H-NMR-Spektrum entspricht der Literattif’.

Dimer von (S)-Aziridin-2-carboxaldehyd (154)

Struktur % Laborkurzel AWTo08
N
/)..,,< i Summenformel  gH;0N,0,
O
oH Molare Masse 142.16

Vorschrift  In einem flamm-getrocknetem Kolben weardeter Stickstoff 3 g (23.3 mmolp¢Propyl aziridin-

2-carboxylat {53 in 30 ml abs. Toluol (entnommen aus Grubbs-diyesd-system, Toronto)
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geldst. Man kuhlt im Trockeneis/Aceton-Kéltebad ai8 °C und tropft 20 ml (1.5 M, 30 mmol)
DIBAL-H Ldsung (Toluol) unter Rihren so langsam ziass die Temperatur nicht Gber -70 °C
steigt (Zeitdauer 2 Stunden). Die Reaktion kannr sgiit am Temperaturanstieg kontrolliert
werden, bis 16 ml DIBAL-H fiihrte jeder Tropfen zinem Anstieg um 2 °C. Nach weiteren 5
Stunden bei -72 °C quencht man vorsichtig mit 3Mathanol und lasst auf Raumptemperatur
auftauen. Da nach 3 Stunden noch kein Aluminiumaakgefallen ist, wird 1 ml einer Losung von
2 g KH,PQ, und 3 g KPQ, in 20 ml Wasser zugegeben, um Aluminium als Phaisph fallen.
Man filtriert ab und wéscht den Riickstand griindhaih 100 ml Methanol. Das Filtrat wird i. Vak.
von Losemittel befreit und das erhaltene viskose sAulenchromatographisch (Ethylacetat/
Acetonitril/Methanol/Wasser = 70 / 5 /| 2.5 / 2.5)fgereinigt. Die Substanz ist im Eisfach
aufzubewahren und baldméglichst umzusetzen.

Ausbeute  0.71 g (5 mmol, 43%) wachsartige, farbfgiestanz

Ry 0.15 (Ethylacetat/Acetonitril/Methanol/Wasser =/®)/ 2.5 / 2.5)

H-NMR 400.13 MHz, CDG}t 8 (ppm) = 1.26 (dJ=3.51 Hz, 1 H), 1.63 - 1.74 (m, 2 H), 1.77 {&5.26 Hz,
1 H), 1.87 (dJ=6.63 Hz, 1 H), 2.42 - 2.50 (m, 1 H), 2.63 (dd5.36, 3.41 Hz, 1 H), 4.93 (br.s., 1
H), 5.28 (br. s., 1 H)

Das'H-NMR-Spektrum entspricht der Literattif’.

(9)-1-(Aziridin-2-yImethyl)-4-benzhydrylpiperazin (155)

Struktur Q Laborkirzel AWTO03
Summenformel H,sN
N/—\N QJ 25IN3
— Molare Masse 307.43
__/

Vorschrift ~ Allgemeine Vorschrift J
308 mg (2.17 mmol) Dimer vorsf-Aziridin-2-carboxaldehyd1(54)
547 mg (2.17 mmol) 1-Benzhydrylpiperaziti{)
150 mg (2.39 mmol) Natriumcyanoborhydrid
633 mg (4.64 mmol) Zinkchlorid
Elutionsmittel der Sdulenchromatographie: Gradiemt Dichlormethan/Methanol = 8:1 zu 4:1
Ausbeute 117 mg (0.38 mmol, 18%) farbloses, viskd3e
Ry 0.24 (Dichlormethan/Methanol = 9:1)
H-NMR 400.13 MHz, CDGt 8 (ppm) = 1.37 (dJ=3.51 Hz, 1 H, Azi-GiH), 1.79 (d,J=5.77 Hz, 1 H, Azi-
CHH), 2.06 - 2.19 (mJ=5.77, 5.65, 5.65, 3.64 Hz, 1 H, AzHXCH,), 2.29 - 2.82 (m, 11 H,
Piperazin (8H), Piperazint€;-Azi (2H) und NH), 4.25 (s, 1 H, €-Diphenyl) 7.14 - 7.21 (m, 2 H),
7.24-7.30(m, 4 H), 7.37 - 7.45 (m, 4 H)
3C.NMR  100.61 MHz, CDG! & (ppm) = 23.89 (AzicH,), 27.75 (AziCH), 51.75 (2 C, Piperazin-i0H,),),
53.86 (2 C, Piperazin-IlH,),), 62.85 (PiperazittH,-(Azi)), 76.20 CH-Diphenyl), 126.90 (2 C),
127.93 (2 C), 127.95 (2 C), 128.45 (4 C), 142.Aafthar), 142.73 (quartar)
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At (le) = 3059, 3025, 2933, 2807, 1598, 1491, 1450, 13303, 1136, 1076, 1006, 909, 849,
729, 704

m/z = 308.2 [M+H], ber.: 307.20

Reinheit 87.0% (254 nm),;R 1.0 min, Methode 5Bshort

(9)-1-(Aziridin-2-yImethyl)-4-benzylpiperazin (156)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
Rs
'H-NMR

BC-NMR

FT-IR
ESI-MS
LC

Laborkirzel AWTo018
Summenformel H»1N
/—\ Q 21'N3
—N N Molare Masse 231.34
__/

Allgemeine Vorschrift J
200 mg (1.41 mmol) Dimer vors)(-Aziridin-2-carboxaldehyd1(54)
248 mg (1.41 mmol) 1-Benzylpiperazit4®
98 mg (1.55 mmol) Natriumcyanoborhydrid
411 mg (3.02 mmol) Zinkchlorid
Elutionsmittel der Sdulenchromatographie: Gradiemt Dichlormethan/Methanol = 8:1 zu 4:1
56 mg (0.24 mmol, 17%) farbloses Ol
0.14 (Dichlormethan/Methanol = 9:1)
400.13 MHz, CDGt 8 (ppm) = 1.39 (br. s., 1 H, AzitdH), 1.81 (br. s., 1 H, Azi-CH), 2.13 (br.
s., 1 H, Azi-GH-CH,), 2.27 - 2.43 (m, 2 H, Piperazindz-Azi), 2.42 - 2.73 (m, 8 H, Piperazin),
3.51 (br. s., 2 H, Phenyl#g;), 7.20 - 7.34 (m, 5 H, Phenyl)
100.61 MHz, CDG! é (ppm) = 23.94 (AzicH,), 27.84 (br. s., AzEH), 52.85 (2 C, Piperazin-
N(CH,),), 53.50 (2 C, Piperazin-lH.),), 62.50 (br. s., Piperazi@H,-(Azi)), 62.96 (PhenylEH,-
Piperazin), 126.94, 128.11 (2 C), 129.10 (2 C),.98{quartéar)
At (cmt) = 3266, 2937, 2810, 1495, 1455, 1332, 1296, 118@7, 930, 824, 740, 697
m/z = 232.2 [M+H], ber.: 231.17
Reinheit > 99% (254 nm),;R 0.7 min, Methode 5Bshort
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(S)-N*-(Aziridin-2-ylmethyl)- N°> N*-dibenzylethan-1,2-diamin (157)

Struktur

Vorschrift

Ausbeute
R
'H-NMR

BC-NMR

FT-IR

ESI-MS
Reinheit

Laborkurzel AWTo019 F7
Summenformel  @H,sN;

"~ N Molare Masse 295.42
W N/\/

Allgemeine Vorschrift J
200 mg (1.41 mmol) Dimer vors(-Aziridin-2-carboxaldehyd1(54)
339 mg (1.41 mmolN*,N*-Dibenzylethan-1,2-diaminl61)
98 mg (1.55 mmol) Natriumcyanoborhydrid
411 mg (3.02 mmol) Zinkchlorid

Elutionsmittel der Saulenchromatographie: Gradim Dichlormethan/Methanol = 8:1 zu 4:1.
Die Isolierung als Reinprodukt ist aufgrund derlschten Trennleistung an Kieselgel nicht
gelungen.

110 mg (0.37 mmol, 26%) blassgelbes Ol
0.18 (Dichlormethan/Methanol = 8:1)
400.13 MHz, CDG 6 (ppm) = 1.74 - 1.88 (m, 1H, AziHdH), 2.01 - 2.16 (m, 1 H, Azi-CH),
2.40 - 2.59 (m, Azi-CH-8,, Ethylendiamin-El,), 2.63 (br. s., 1 H, Azi-B-CH,), 2.74 - 3.01 (m,
Ethylendiamin-®&1,), 3.45 - 3.77 (m, 4 H, 2x Phenylky), 7.17 - 7.41 (m, 10 H)

100.61 MHz, CDGt 6§ (ppm) = 23.12 (AziEH,), 30.66 (AziCH), 49.93 CH, Ethylendiamin),
52.17 CH, Ethylendiamin), 53.26 (Azi-CHZH,-Ethylendiamin), 58.72 (Phen@H,), 58.91
(PhenylCH,), 126.84, 126.88, 128.14 (4 C), 128.62 (2 C), 1282 C), 139.49 (quartar), 139.54
(quartar)
At (cmit) = 3026, 2806, 1601, 1494, 1451, 1365, 1237, 11020, 1027, 971, 906, 849, 814, 734,
697

m/z = 296.3 [M+H], ber.: 295.20

Keine Auftrennung (LC) mit Methode 5Bshdrei UV-detektierbaren Konzentrationen. Bei
geringerer Injektion erfolgt eine Auftrennung inPgaks, Integration des +TIC fuhrt zu 51% der
Produktmasse 296.3, wobei in den anderen Peakskégnigungen mit den Massen 349.3, 320.3
und 297.3 enthalten sind. Auf Basis des +TIC wuddenit eine Reinheit von ca. 50-55%

abgeschatzt, vorausgesetzt die Substanzen begleehe Massenempfindlichkeit.
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Strukturformelverzeichnis der getesteten Substanzen

Synthetisierte Substanzen, getestet auf Inhibitioder SARS-CoV-Papain-like-Protease
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Kommerziell erworbene Substanzen, getestet auf Inbition der SARS-CoV-Papain-like-Protease
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Kommerziell erworbene Substanzen, getestet auf Inhition des HIV-1 Vif-vermittelten A3G-Abbaus
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