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Einleitung

1 Einleitung

Im Verlauf der Geschichte traten immer wieder durch verschiedenste Ausloser
schwere Epidemien auf, denen sehr viele Lebewesen zum Opfer fielen. Jedoch
konnten viele Krankheiten erfolgreich therapiert, eingeddmmt oder sogar ausgerottet
werden. In der heutigen Zeit zahlen die erworbene Immunschwachekrankheit AIDS
und die Bildung von Tumoren durch entartetes Zellwachstum, bezeichnet als Krebs,

zu den bedrohlichsten Krankheiten.

AIDS wird durch das Humane Immundefizienzvirus (HIV) ausgel6st und hat sich seit
der ersten Diagnose im Jahre 1981 zu einer der bedrohlichsten Infektionskrankheiten
der Welt entwickelt. Weltweit waren Ende 2011 laut UNAIDS (Joint United Nations
Programme on HIV/AIDS) ungeféahr 34.0 Millionen Menschen mit dem HI-Virus
infiziert (vgl. Abb. 1, S. 2). Jahrlich sterben etwa 1.6-1.9 Mio. Menschen an den
Folgen von AIDS.™ Diese Zahlen machen die Notwendigkeit einer weitergehenden
Entwicklung effizienter Strategien im Kampf gegen das HI-Virus deutlich. In den
letzten Jahrzehnten haben antiretrovirale Therapien immens zur Verlangerung der
Lebenserwartung HIV-positiver Patienten beigetragen. Bei diesen Therapieansatzen

tritt jedoch immer haufiger das Problem der Resistenzbildung auf.

Krebserkrankungen unterscheiden sich grundlegend von AIDS und werden in den
meisten Fallen durch chemische Substanzen und UV-Strahlung verursacht. Das
Ausldsen einer Tumorbildung durch Viren bildet eine Ausnahme, so z. B. der durch
humane Papillomaviren hervorgerufene Gebarmutterhalskrebs (lat. Zervixkarzinom).
Die unter dem Oberbegriff Krebs zusammengefassten Erkrankungen waren 2008 fir
7.6 Millionen Tote weltweit verantwortlich.’? Nicht nur anhand der Zahl der Todesfalle
ist deutlich erkennbar, dass Krebs ebenfalls eine grol3e Gefahr fur die Menschheit
darstellt. Es sind in den letzten Jahrzenten diverse Therapieansatze und
diagnostische Mdglichkeiten identifiziert und entwickelt worden. Jedoch ist oft keine

vollstandige Heilung mdglich, so dass hier ebenfalls weitere Forschung notwendig ist.

Diese Arbeit umfasst vor allem Studien zu einem neuartigen Therapieansatz gegen
das HI-Virus, der die Vermeidung von Resistenzen und Therapie gegen resistente
Viren zum Ziel hat. Im Folgenden wird deshalb der Replikationszyklus des HI-Virus
mit besonderem Augenmerk auf die involvierten zellularen Faktoren diskutiert und
dabei auf mogliche Ansatzpunkte eingegangen. Als weiteres Projekt beschaftigt sich

diese Arbeit mit Untersuchungen zur Carcinogenese durch aromatische Amine.
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Kenntnisstand

2 Kenntnisstand

2.1 Epidemiologie der Immunerkrankung AIDS

Zwei Jahre nach der ersten AIDS Diagnose wurde 1983 von Montagnier et al. und
Gallo et al. erstmalig das fir diese Immunkrankheit verantwortliche Virus isoliert, das
als HIV bezeichnet wird.®* Der im Jahre 1986 identifizierte, zweite Typ des
HI-Virus®® wurde als HIV-2 und der zuvor isolierte als HIV-1 bezeichnet.

Die dokumentierte Ausbreitung von HIV begann zunadchst in den USA und
Zentralafrika. Mittlerweile ist dieses Virus weltweit und vor allem in Landern der
Dritten Welt vertreten. International betrachtet stabilisiert sich die Anzahl der
Erkrankten, so ist seit 2001 die Zahl der Neuinfektionen bis 2011 um etwa 20% auf

ca. 2.5 Mio. Menschen gesunken (s. Abb. 1).

40

Millionen

1990 201

Millionen

0
1990 2011

Abb. 1: A) Zahl der weltweit HIV-Infizierten, B) Zahl der weltweiten HIV-Neuinfektionen pro Jahr"

Auch in afrikanischen Staaten zeigt sich eine Stabilisierung und teilweise ein Abfall
des hohen prozentualen Anteils an HIV-Infizierten durch die sinkende Zahl an
Neuinfektionen. In einigen Landern in Ost-Europa und Zentralasien hingegen ist ein
gegensatzlicher Trend zu beobachten, der auf die politischen Zustande sowie

unzureichenden Zugang zu antiviralen Wirkstoffen zurtickzufiihren ist.™



Kenntnisstand

2.1.1 Der Replikationszyklus und Therapiemdglichkeiten von HIV-1

Das HI-Virus zahlt zur Familie der Retroviren, welche das eigene Enzym Reverse
Transkriptase (RT) benutzen, um die virale RNA in provirale cDNA umzuschreiben.
Uber die aus dem Vorlauferglykoprotein gp160 gebildeten Hullproteine gp41 und
gpl120 erfolgt der Angriff des HI-Virus hauptsachlich auf Zellen, die den CDA4-
Rezeptor auf ihrer Oberflache tragen. Bei den CD4-positiven Zellen handelt es sich
fast ausschlieBlich um Zellen des Immunsystems, z.B. T-Helferzellen. Da das
Immunsystem durch massives Absterben dieser Zellen immens geschwéacht wird,
werden schlie3lich normalerweise ungefahrliche Infektionen zur Lebensgefahr.

Der Replikationszyklus des HI-Virus ist inzwischen sehr weit aufgeklart und bietet
mehrere Ansatze zur Therapie (vgl. Abb. 2).

Virus—cell fusion Helper T-lymphocyte
Virus T Reverse
adsorption &Q RNA transcription >
Viral envelope 4 RNA°éo DNA°E > DNA &
proteins (gp160) Uncoating Reverse
f transcriptase
CCR5 Chromosomal
. DNA
ge=- el A7\
Y =5 (CXCR4
A : Integrase
Integration
1 | (latency)
o0 © Transcription
Regulated by ogo i /
i
RNA/
Rev
0 0 lati
3 80 Translation
Viral
\./ proteins
Vif ahis
Assembly l ; ~ é
°
0022
¢
——
Budding
HIV protease

Abb. 2: Schematische Darstellung der Ziele fuir Therapeutika im HIV-1 Replikationszyklus. In griin
sind die zur Zeit adressierten Targets, in Gelb jene in fortgeschrittener klinischer Entwicklung und in
Rot die zukiinftig denkbaren Ziele fiir neue Medikamente dargestellt (mod.)."®
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Kenntnisstand

Die Inhibierung der viralen Enzyme RT und der Protease sowie der Fusion des Virus
mit der Wirtszelle stellen die klassischen Behandlungswege dar.’ Der erste
Durchbruch im Kampf gegen HIV gelang 1987 nach der Zulassung von Zidovudin®
(3-Azido-2',3"-didesoxythymidin, AZT) zur Behandlung von AIDS.® Hierbei handelt
es sich um ein Nucleosidanalogon, dessen entsprechendes Triphosphat als Inhibitor
der Reversen Transkriptase fungiert, da es keine 3‘-Hydroxygruppe tragt und somit
nach Einbau in den proviralen cDNA-Strang zu einem Kettenabbruch fuhrt. Die RT
besitzt keine proof reading Funktion und kann deswegen, anders als die humane
DNA Polymerase, den Einbau dieser sogenannten NRTIs (Nucleosidische Reverse

Transkriptase Inhibitoren) nicht korrigieren.

Jedoch liegt im Fehlen der Korrekturfunktion auch ein grol3er ,Vorteil* fur das
HI-Virus, da die Fehlerhaufigkeit der RT und damit die Mutationsrate mit
ca. 3 Mutationen pro Virus in einem Replikationszyklus extrem hoch ist.”) Aus dieser
Mutationsrate resultiert die Bildung von Resistenzen des HI-Virus gegen die
eingesetzten Medikamente. Bereits zwei Jahre nach Markteinfihrung konnten aus
Patienten, die Uber einen langeren Zeitraum mit Zidovudin® behandelt worden waren,

resistente Viren gegen diesen Wirkstoff isoliert werden.™®

Als Verbesserung der Monotherapie und zur Vermeidung von Resistenzen wurde
1996 die Kombinationstherapie HAART (highly active anti-retroviral therapy)
eingefihrt. Hierbei werden mindestens drei Wirkstoffe gemeinsam verabreicht, davon
zwei NRTIs und ein dritter Wirkstoff, z.B. ein nicht-nucleosidischer Reverse
Transkriptase Inhibitor (NNRTI) oder ein Protease Inhibitor (PI).®! Mit dieser
Therapieform und der steten Weiterentwicklung neuer Wirkstoffe gegen die
genannten viralen Targets konnten die Lebensqualitat und Lebenserwartung der
Patienten deutlich gesteigert werden.*” Die Viruslast kann mittels HAART so stark
gesenkt werden, dass sie mit HIV-Tests oft nicht mehr nachgewiesen werden kann
(< 50 Kopien/mL).™? Jedoch ist es falsch in diesen Fallen von einer Heilung zu
sprechen, da sich im Korper latente Reservoirs befinden, z. B. in ruhenden T-Zellen
oder im Gehirn.** Aus diesen Reservoirs kann die Infektion jederzeit wieder
ausbrechen. Erschwerend kommt hinzu, dass unter HAART multiresistente HI-Viren

entstehen kénnen und schwerwiegende Nebenwirkungen auftreten konnen .68
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Ein aktueller Ansatz wurde im Jahre 2007 von Sarkar et al. vertffentlicht. Hier wurde
Uber die Entwicklung einer Rekombinase berichtet, die in der Lage ist, die integrierte
provirale HIV-1 DNA wieder aus dem Genom der Wirtszelle zu schneiden.™ Aktuell
wird diskutiert, ob antiretrovirale Therapie als Pravention zur Verminderung der
Ansteckungsgefahr angewendet werden soll.?°?2  Normalerweise wird die
antiretrovirale Therapie begonnen, wenn die Menge an Immunzellen unter eine
kritische Grenze gefallen ist. Sehr problematisch bei diesem praventiven Ansatz sind
die Kontrolle der Einnahme und die aus unregelméfRiger Einnahme entstehenden
Resistenzen, die Nebenwirkungen durch langere Anwendung und der weltweit sehr

ungleiche Zugang zu HIV-Medikamenten.

Neben den bereits beschriebenen viralen Enzymen bendgtigt das HI-Virus genau wie
andere Viren diverse zellulare Cofaktoren fur die erfolgreiche Replikation und Bildung
neuer Virionen (vgl. Abb. 2, S. 3).[23] Generell bieten diese als Angriffsziel in der
Therapie den Vorteil, dass Resistenzen durch z. B. die hohe Mutationsrate des Virus
umgangen werden koénnen. Hier besteht die Herausforderung darin, die Selektivitat
zwischen der Cytotoxizitat und der beabsichtigten Wirkung sicherzustellen. Im
Folgenden wird auf den Mechanismus des Transports viraler mRNA und der
ungespleildten RNA zur Bildung neuer Viruspartikel naher eingegangen, da in diesem

Zusammenhang ein neues, potenzielles Therapieziel gegen HIV-1 identifiziert wurde.

2.1.2 Transport viraler RNAs aus dem Zellkern - virale Helfer

Nach der Transkription der viralen RNA durch die RT gelangt die provirale DNA in
den Nucleus. AnschlieBend kommt es zur Integration der retroviralen DNA in das
Genom der Wirtszelle. Wird der Replikationsmechanismus der Wirtszelle aktiv,
kommt es durch die wirtseigene RNA-Polymerase zur Transkription der proviralen
DNA in die entsprechende mMRNA. Die gespleiBten mRNAs werden zur
Proteinsynthese auf den zelleigenen Wegen ins Cytoplasma ,transportiert* und
anschlieBend in die viralen Proteine translatiert. Diese Phase wird als ,frihe

Phase® bezeichnet.
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Early Phase (noflow Rev)
nucleus cytoplasm
L .|
-9 kb I ®
4kb| —. #*
T+ | splieinglegradation I

2| — a—_— —_— e o —
I T " Rev, Tat, Net
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Abb. 3: Gespleildte virale mRNAs gelangen aus dem Zellkern ins Cytoplasma zur Translation der
viralen Proteine!®”

Unter diesen Proteinen befindet sich auch das virale Regulationsprotein Rev
(vgl. Abb. 4). In der frihen Phase ist kein Rev vorhanden, es akkumuliert erst tber
die Zeit im Cytoplasma. Uber ein nuclear localization signal am N-Terminus wird Rev
in den Zellkern transportiert und 16st dort den Ubergang zur ,spaten Phase* aus.®
Das HI-Virus bendtigt Rev, um ungespleil3te, intron-haltige virale RNA aus dem
Zellkern ins Cytoplasma zu transportieren und so neue Virionen bilden zu kbnnen.

Dartiber hinaus wird diskutiert, ob Rev auch in den SpleiRvorgang eingreift.*®

Late Phase (high Rev)
nucleus cytoplasm
- -

-0 kb [ l !RRE Gag, Pol ’HHE
-Akb| —.. _?_ T - _!

J 13pl|:lng I “re,_.e="" Enw, Vif, Vpr, Vpu
-zhb[- -‘-" e T B

’_I_—_-_:JR,THLNEI

Abb. 4: Ungespleil3te oder nicht vollstandig gespleil3te virale MRNAs (I:]elangen durch Erkennung des
RRE von Rev ins Cytoplasma (mod.)??*

Nach dem Ubergang zur spaten Phase initiiert Rev im Zellkern das Zusammenspiel
weiterer Faktoren und fuhrt dann durch Wechselwirkungen mit dem Rev Response
Element (RRE) auf unvollstéandig gesplei3ten viralen mRNAs zu deren Transport ins
Cytoplasma und zur dortigen Akkumulation dieser RNAs (s. Abb. 4). Das RRE ist
eine ca. 250 Nucleotide lange, hoch geordnete Region innerhalb eines env Introns
auf den viralen mRNAs und bildet eine stem-loop Struktur.?”?® Rev oligomerisiert mit
dem RRE unter Bildung eines Ribonucleoprotein-Komplexes (RNP-Komplex)
bestehend aus 8-10 Rev Molekiilen und der mRNA.?°!
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2.2 Transport viraler RNAs aus dem Zellkern - zellulare Helfer

Der Transport intron-haltiger, viraler mRNAs aus dem Nucleus ins Cytoplasma
bendtigt den bereits erwdhnten Komplex aus Rev und dem RRE. Mit einer
leucinreichen Erkennungssequenz am C-Terminus von Rev wird der Export Uber den
zellularen ,CRM1-Weg* initiiert (siehe Abb. 5, S. 7).[3°] Nach erfolgreichem Transport
dissoziiert der Translokationskomplex im Cytoplasma und sowohl CRM1 als auch
Rev gelangen wieder in den Zellkern. Der Kreislauf beginnt erneut und fuhrt zur
Akkumulation der RRE-enthaltenden, viralen RNAs im Cytoplasma.B¥ Bis heute
wurde eine Vielzahl von weiteren Wirtszellproteinen identifiziert, die am Transport
beteiligt sind.

SE68DN or RNAI

Nucleus

Nuclear envelope

|

Cytoplasm

Abb. 5: Schematische Ubersicht tiber die zellularen Cofaktoren des viralen mRNA Transports in der
spaten Phase des Replikationszyklus mit dem in grau dargestellten elF-5A.5%"
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Zu den identifizierten, zellularen Cofaktoren gehort der eukaryotische Initiationsfaktor
5A (elF-5A), auf den im Folgenden ndher eingegangen wird, da dieser fur die HIV-1
Therapie und dartber hinaus ein neuartiges, interessantes Target darstellt (siehe
Kapitel 2.2.3, S. 12).

2.2.1 Der eukaryotische Initiationsfaktor 5A (elF-5A)

Anfangs wurde elF-5A als Initiationsfaktor fur die Proteinsynthese im Allgemeinen
gesehen.®*34 Dagegen sprach, dass der zelluldre ,Knock-Out* von elF-5A keinen
groBen Einfluss auf die Proteinbiosyntheserate hat.®® Bis heute ist die exakte
zellulare Funktion von elF-5A noch nicht vollstdndig aufgeklart und wird weiter
kontrovers diskutiert. Neuere Forschungsergebnisse deuten auf einen Einfluss

dieses Proteins auf die Kettenverlangerung bei der Tanslation hin.F®

Sehr interessant ist, dass die generelle Aktivitdit von elF-5A in S&ugetierzellen
besonders unter zellularem Stress stark zunimmt.*”*® Hierdurch ergibt sich ein
moglicherweise nutzbares therapeutisches Fenster, da so die Differenzierung
zwischen gesunden und kranken bzw. infizierten Zellen moglich sein kénnte. In
hoéheren Eukaryoten wurde aufRerdem gezeigt, dass elF-5A den Transport
spezifischer mMRNAs aus dem Nucleus ins Cytoplasma tber den CRM1/Exportinl-
Weg reguliert.**“% Da das HI-Virus mittels Rev den Transport ungespleilter bzw.
nicht vollstandig gespleil3ter retroviraler MRNAs Uber den CRM1-Weg flr seine
Zwecke benutzt, ist ein funktionsfahiger elF-5A fir eine effektive HIV Replikation
notwendig (s. Abb. 5, S. 7).l

elF-5A ist ein evolutionér hochkonserviertes, 17 kDa grof3es, acidisches Protein und
bis heute das einzige bekannte zellulare Enzym, welches an einer Position die
seltene Aminosaure Hypusin enthalt.”*? Hypusin (N°-(4-Amino-2R-hydroxybutyl)-
lysin) wurde 1971 erstmals von Shiba et al. aus homogenisiertem Rinderhirn isoliert
und charakterisiert.*® zur Aktivierung von elF-5A wird spezifisch das Lysin an
Position 50 durch zwei zellulare Enzyme Uber posttranslationale Modifikation in
Hypusin Uberfihrt (siehe Abb. 6, S.9).
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deoxyhypusine hydroxylase (DOHH)

deoxyhypusine synthase (DHS)

NH, NH,

spermidine + NAD?
HoN A~ NH; HO !

H,N HN HN
P P
NH NH I:IT-T
o) o) o)
o) o) o)
i W W,

lys50 deoxyhypusine50  hypusine50
elF-5A (intermediate)
elF-5A (precursor) elF-5A (active protein)

Abb. 6: Aktivierung von elF-5A

Zuerst Ubertragt die Desoxyhypusinsynthase (DHS) mit NAD"® als Cofaktor die
Aminobutyleinheit eines Spermidins auf die terminale Aminogruppe vom Lysin.
AnschlieRend wird die Hydroxygruppe durch die Desoxyhypusinhydroxylase (DOHH)

eingefihrt.

2.2.2 Die Desoxyhypusinsynthase (DHS)

Von den beiden zur elF-5A Aktivierung bendétigten Enzymen konzentrierte sich die
Forschung zunachst auf die DHS (s. Abb. 7, S. 10), da fur die DOHH bis jetzt noch
keine Rontgenkristallstruktur publiziert worden ist. Jedoch wurden tGber Homologie-
Simulationen erste Strukturhinweise beziiglich der DOHH gewonnen.®

Die DHS hat als Homotetramer ein Gewicht von 164 kDa, besteht aus zwei eng
assoziierten Dimeren und hat bei einem pH-Wert von 9.0 - 9.5 ihre maximale
Aktivitat, welche sich mit sinkendem kontinuierlich verringert und unter pH 7.0

nahezu null ist.#"
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1RQD

Bl chainA
[] chainB
[l chainC
[l chain D

GLY-314

A
ﬁ TRP-327
GLU-323 TYR-176
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Abb. 7: A) Tetramere Kristallstruktur LRQD der humanen DHS, B) Ketten A und B mit NAD und dem
Inhibitor GC7 1 in allen vier Bindungsstellen, C) Detaillierte Ansicht des aktiven Zentrums!*®

Im Jahre 1998 wurde erstmalig eine Roéntgenkristallstruktur der DHS erhalten.!*"!
Sechs Jahre spater wurden neue Kristallstrukturen, die nun auch die aktive Form der
DHS abbildeten, verdffentlicht (LIROZ und 1RQD).*” Durch Co-Kristallisation von
DHS mit N-1-Guanyl-1,7-diaminoheptan (GC7 1) und NAD konnte gezeigt werden,
dass die aktive Form der DHS ein Tetramer mit 4 aktiven Zentren ist, wobei GC7 1
als kompetitiver Inhibitor in den vier aktiven Zentren der DHS anstelle des nattrlichen
Substrates Spermidin bindet (s. Abb. 7 B).

GC7 1 wurde 1993 von Jakus et al. noch vor der ersten Kristallstruktur durch Testen
verschiedener Analoga des natlrlichen Substrats Spermidin als Inhibitor der DHS
identifiziert.®™® Mit einem 1Cso von 0.04 pM ist GC7 ein sehr aktiver Inhibitor, der
jedoch aufgrund seiner Flexibilitat zu sehr unspezifischen Bindungen in vivo
tendiert.®™™ Ein weiterer Inhibitor der DHS ist das Guanylhydrazon CNI-1493 bzw.
Semapimod 2 (s. Abb. 8, S.11). Ursprunglich wurde CNI-1493 2 von Bianchi et al. als
Wirkstoff zur Unterdriickung Lipopolysaccharid-induzierter pro-inflammatorischer

Zytokine beschrieben.®?
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HNQT/NHZ HZN\T,NH
HN . _NH
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Abb. 8: Beispiele fur Inhibitoren der Desoxyhypusinsynthase

Es zeigte sich spater, dass CNI-1493 2 auch ein effizienter Inhibitor der DHS ist
(ICso = 2 uM).¥ Der genaue Wirkmechanismus von CNI-1493 2 ist jedoch noch nicht
bekannt. Von unserem Kooperationspartner R. Hilgenfeld konnte die DHS mit CNI-
1493 2 co-kristallisiert werden und eine Struktur mit einer sehr guten Auflésung von
1.85 A erhalten werden.®* Die Struktur ergab, dass CNI-1493 2 auf der AuRenseite
sehr nah am Eingang zum aktiven Zentrum gebunden ist und moglicherweise den
Zugang von elF-5A blockiert. Alternativ konnte CNI-1493 2 zwei DHS-Tetramere

koordinieren und so die Interaktion zwischen DHS und elF-5A st6ren.

Sehr interessante Arbeiten fur die vorliegende Dissertation wurden 2005 von Hauber
et al. veroffentlicht, die den Bogen von den zellularen Proteinen elF-5A und DHS
zuriick zum HI-Virus spannten.®® Es konnte gezeigt werden, dass eine Inhibition der
DHS durch 0.5 - 1.0 uM CNI-1493 2 Uber die Hemmung der Aktivierung von elF-5A
zu einer effektiven Hemmung der HIV-1 Replikation fuhrte (s. Abb. 9, S. 11). In
Vergleichsexperimenten wurde die DHS mittels RNA Interferenz ausgeschaltet, und
dabei wurde festgestellt, dass es in diesen Zellen ebenfalls zu einer Inhibition der
Virusreplikation kam. Daraus folgt ein weiterer Hinweis darauf, dass eine DHS

Inhibition ein erfolgsversprechender Ansatz zur HIV Therapie sein kénnte.

“Omni-resistant” virus (FE9)

AZT
Lopinavir  we g >585
23

Amprenavir
12 31 .5 p24Ag/IDMSO
251 --p24Ag/CNI-1493

1

%] MTT/DMSO
- MTT/CNI-1493

Nelfinavir,
131

24

- @

Absorbance
(560 nm)

>

g

g
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°©
o

—e

d6 d9 di12 d16  d20 °"d6  d9 d12 d16 d20
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4 14

Abb. 9: Inhibition der HIV-1 Replikation durch CNI-1493 2 (mod.)"!
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Wie in Abb. 9 dargestellt, zeigte CNI-1493 auch bei aus Patienten isolierten,
multiresistenten Virusstammen eine signifikante Inhibition der Virusreplikation. Durch
Untersuchung des Einflusses von CNI-1493 2 auf Apoptose, Zellzyklus und Vitalitat
gesunder Zellen wurde bestatigt, dass bei den eingesetzten Konzentrationen keine
Toxizitat auftrat.

2.2.3 elF-5A als potentielles Therapieziel fur verschiedene Erkrankungen

Basierend auf der Beobachtung, dass unter zellularem Stress eine Hochregulation
der Aktivierung von elF-5A stattfindet,®”! sind neben der Inhibition von HIV-1 in der
Literatur weitere Ergebnisse Uber den potentiellen Einfluss von elF-5A auf
verschiedene andere Krankheiten publiziert.

Es konnte gezeigt werden, dass bei chronischer myeloischer Leukamie in infizierten
Zellen ebenfalls eine verstarkte Aktivierung von elF-5A stattfindet.”® Das
synthetische Guanylhydrazon CNI-1493 2 wurde von Specht et al. an Malaria
infizierten Mausen getestet. Dabei wurde ein deutlicher Rickgang der Parasitenzahl
sowie der Sterblichkeit beobachtet.?”]

Ein weiteres interessantes Krankheitsbild in Zusammenhang mit elF-5A ist Diabetes.
Sowohl Typ 1 als auch Typ 2 sind durch einen zu hohen Glukosespiegel aufgrund
fehlenden Insulins im Blut gekennzeichnet. Diabetes steht in direktem
Zusammenhang mit einer Zerstérung oder Abnahme der insulinproduzierenden
B-Zellen in der Pankreas. Im Jahre 2010 konnten Maier et al. im Mausmodell zeigen,
dass elF-5A ein sehr wichtiger Regulator der Reaktion von B-Zellen auf die
pro-inflammatorischen Zytokine, die zu oben erwahnter Zerstérung der Zellen fihren,
zu sein scheint.®®

Die Vielfaltigkeit der hier erwahnten Krankheiten in Zusammenhang mit elF-5A macht
die Anreize einer Entwicklung und potentiellen Anwendung von Inhibitoren der DHS
deutlich.

2.3  Wirkstoffentwicklung in der Medizinischen Chemie

Im Durchschnitt dauert die Entwicklung eines neuen Medikaments 12 Jahre und
kostet zwischen 500 Mio. und 2 Mrd. USD.P® Aufgrund der Laufzeit eines Patents
von 20 Jahren bleiben so nur noch acht Jahre, damit sich die Investitionen

amortisieren koénnen. Die Suche nach neuen Wirkstoffen ist oft mit der
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sprichwortlichen Suche nach der Nadel im Heuhaufen zu vergleichen. Traditionell
bieten Naturstoffe einen mdglichen Zugang und wurden oft durch Beobachtung einer
Wirkung, z.B. Salicin aus der Weidenpflanze und metabolischer Vorlaufer der
Salicylsaure, oder zufallig, z.B. Penicilin, identifiziert.®®®? Neben Naturstoffen
spielen partial- oder totalsynthetisch hergestellte chemische Substanzen eine
wichtige Rolle.

Hinsichtlich der Anwendung des spateren Arzneistoffes ist gerade in der HIV-
Therapie eine Verabreichungsform notwendig, die dem Patienten eine gleichmaRige
und zuverlassige Einnahme so einfach wie moglich macht. Die orale Einnahme in
Tablettenform ist dafur ideal geeignet. Um eine gewisse Voreinschatzung zur oralen
Bioverflgbarkeit zu geben, hat C. A. Lipinski 1997 folgende empirisch bestimmte
Regeln firr Wirkstoffe aufgestellt;[®®

e <5 Wasserstoffbriickendonatoren

e <10 Wasserstoffbriickenakzeptoren

e Molmasse < 500 g/mol

e logP<5
Zwei Jahre spater wurden diese Regeln von Ghose et al. folgendermal3en
erweitert;®¥
e Molmasse zwischen 160 und 480 g/mol
e logP zwischen - 0.4 und + 5.6

e Gesamtzahl der Atome zwischen 20 und 70

Jedoch fuhren auch diese Regeln nicht zur kategorische korrekten Einteilung, so
dass immer erst experimentelle Tests Sicherheit Uber die Bioverfligbarkeit geben
kénnen. Es zeigte sich zudem, dass viele Stoffe trotz Verletzung der obigen
Faustregeln oral verfugbar sind. Generell kénnen auch Derivate des aktiven
Wirkstoffs verabreicht werden, z. B. Prodrugs.'® Bevor die Bioverfiigbarkeit beurteilt
werden kann, mussen die pharmakologisch aktiven Substanzen identifiziert werden.
Hierzu gibt es verschiedene Ansatze, die sich auch synergistisch kombinieren
lassen: Unter anderem gibt es den sogenannten Screening-Ansatz — ,zufallig“ und
andererseits das gezielte, bioinformatische Design neuer Molekille — ,rational®. Auf

beide Ansétze wird im Folgenden néher eingegangen.
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2.3.1 Hochdurchsatz-Screening

Das High Throughput Screening (HTS) wurde urspriinglich zum schnellen, parallelen
und automatisierten Testen von sehr gro3en Substanzbibliotheken niedermolekularer
Verbindungen gegen ein bestimmtes Target in einem vorher etablierten Assay
entwickelt. Zur Kontrolle des Screenings werden bekannte inaktive und aktive
Verbindungen mitgetestet, aus deren Ergebnissen sich dann Fehler und
Abweichungen im System erkennen lassen. Zeigt eine Substanz wiederholt Aktivitat,
bezeichnet man sie als Hit. Nach der Strukturaufklarung der Hits werden diese
Substanzen néher untersucht und hinsichtlich ihrer Eignung als mogliche Leitstruktur
Uberprift. Die Technik hat sich in den letzten Jahren deutlich weiterentwickelt, so
dass nun neben der Automation und des hohen Durchsatzes auch Assays fur
komplexe Fragestellungen implementiert werden koénnen. Neben zellfreien oder
zellbasierten Assays lassen sich im HTS mittlerweile auch Ph&notyp Analysen z. B.
an Zebrafisch-Embryonen durchfiihren.'®® Bezogen auf die DHS gelang Sommer et
al. im Jahre 2004 die Etablierung eines Screening-Assays von potentiellen
Inhibitoren der DHS.!

Das Hochdurchsatz-Screening setzt grof3e Substanzbibliotheken voraus, welche
Naturstoffe, Molekile aus anderen Forschungsprojekten und neue Substanzen, die
z. B. durch kombinatorische Chemie zuganglich sind, enthalten kénnen.®” In der
kombinatorischen Chemie werden meist festphasengebundene Edukte mit
verschiedenen Reaktanden parallel umgesetzt, was ,schneller* zu einer grof3en
Anzahl von Molekiilen filhrt (siehe Abb. 10).1°®

kombinatorische Synthese

A1 B1 —_— > A1B1 A1 Bz A1 B3
klassische Synthese

A+B — AB
A3 B3 e A3B1 AsB2 AgB3

An + Bn' - > AnBi'

Abb. 10: Prinzip der kombinatorischen Chemie im Vergleich zur klassischen Synthese. Jede Variante
von Substanz A reagiert mit jeder Variante von Substanz B. Aus n+n‘ Reagenzien entstehen n * n*
Produkte.
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Bei einer kombinatorisch hergestellten Bibliothek muss zum Screening neuer Hits auf
eine ausreichende Diversitat der Bibliothek geachtet werden, da die verschiedenen
Reaktanden (A,,B,) ahnliche funktionelle Gruppen aufweisen. Fir die
Leitstrukturoptimierung ist die kombinatorische Chemie gut geeignet, da hier eine
definierte Grundstruktur  vielfaltig ~ substituiert  wird. Auch in der
Flissigphasensynthese werden vermehrt polymergebundene Reagenzien und
Fallungsmittel eingesetzt, um viele parallele Reaktionen effizienter durchfihren zu
konnen.® Gute Kontrollmdglichkeiten (DC, LCMS) kénnen so mit den Vorteilen der
Festphasensynthesen (Reinigung, Isolierung der Produkte) verbunden werden.

2.3.2 Virtuelles Wirkstoffdesign

Im Gegensatz zum experimentellen Hochdurchsatz-Screening bendtigt man beim
virtuellen Wirkstoffdesign genaue Kenntnis des Targets. Dies schrankt die
Anwendbarkeit ein, ist jedoch ein rationalerer Ansatz, da der sprichwortliche
Heuhaufen deutlich kleiner ausfallt und so die ,Nadel“ leichter gefunden werden

kann.

Ist die Kiristallstruktur des Zielproteins bekannt, so kann mit Hilfe von
Computerprogrammen gezielt nach potentiell aktiven Substanzen gesucht werden.
Idealerweise ist in der Struktur ein bekannter Inhibitor co-kristallisiert. Dieser Ansatz
wird als Struktur-basiertes Wirkstoffdesign bezeichnet.’” Die virtuell (in silico)
getesteten Molekiile stammen aus groRen Datenbanken, wie z. B. ZINCI"Y und sind
real existierende oder theoretische Verbindungen. Bevor die ,virtuellen Hits“ gekauft
bzw. synthetisiert und anschliel3end in vitro getestet werden, missen sie hinsichtlich
ihrer Struktur UOberprift werden, z. B. kénnen Bindungen chemisch unmdgliche
Winkel aufweisen oder funktionelle Gruppen falsch protoniert sein. Diese falschen

Ergebnisse der Computerberechnungen hatten in vitro inaktive Molekuile zur Folge.

Beim Fragment-basierten Wirkstoffdesign wird ein kleines Molekiul mit eher
geringerer Bindungsaffinitat als Basis genommen und anschlieRend sukzessive mit
weiteren passenden Fragmenten zu einem vollwertigen Molekidl mit hoher
Bindungsaffinitat zusammengesetzt. Die Fragmente werden untereinander so
kombiniert, dass die potentiellen Interaktionsstellen im aktiven Zentrum mdglichst

effizient adressiert werden (siehe Abb. 11).
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Structure-LED

Typical fragment Fragment-derived lead
M,, 150-250 M,, 300-500
ICcq ~1 MM ICc, ~10 nM

Efficient binding Efficient binding
Low potency High potency

Abb. 11: Fragment-basiertes Wirkstoffdesign (mod.)!"?

Die Bindungsaffinitat der zusammengesetzten Molekile wird anschlieRend in silico
getestet. Auch hier missen die vom Computer présentierten Lésungen intensiv
hinterfragt werden, bevor die Verbindungen chemisch synthetisiert und in vitro
getestet werden. Mit den realen Testergebnissen werden entweder die in silico
Berechnungen optimiert oder es wird bei bereits sehr guten Ergebnissen zur weiteren
Leitstrukturoptimierung Ubergegangen. Generell bieten in silico Screening Methoden
den Vorteil, dass ein deutlich geringerer experimenteller Aufwand nétig ist und somit
die Effizienz erhdéht werden kann. Trotz der Vorteile gibt es auch einige
erwdhnenswerte Nachteile der virtuellen Wirkstoffsuche, so dass oft auf HTS

zuruckgegriffen wird.

Ein groBes Problem ist, dass sich nicht alle Targets kristallisieren lassen, wie
beispielsweise membrangebundene Proteine (z. B. lonenkanale). Bei anderen
interessanten Targets sind noch keine Kristallstrukturen publiziert (z. B. DOHH) oder
nur in schlechter Auflésung verfugbar. In diesen Fallen lassen sich die Methoden des
virtuellen Wirkstoffdesigns nicht erfolgreich anwenden. Auf3erdem kann die
Enzymstruktur im Einkristall ungleich der in Lésung sein. Als Hilfsmittel werden zur
besseren Vorhersage des Verhaltens der Proteine in Lésung zusatzlich molecular

dynamics (MD) Simulationen durchgefiihrt.[”
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2.4  Toxizitat chemischer Verbindungen

Mit den beschriebenen Techniken (HTS oder virtuelles Screening) lassen sich
potentielle Hits bzw. Leitstrukturen fur viele Targets identifizieren. Neben der Affinitat
zum Target spielen die so genannten ADME Eigenschaften (Administration,
Distribution, Metabolism und Excretion) der Verbindung fur die Eignung als
potentieller Arzneistoff eine entscheidende Rolle.'¥ Um Tierversuche so weit wie
moglich zu vermeiden, werden immer bessere zellbasierte Assays zur Simulation der

biochemischen Prozesse entwickelt.[™

Die Gefahr toxischer Effekte ist bei zelleigenen Targets oft grof3er als z. B. bei NRTIs
als Inhibitoren der RT (vgl. Kapitel 2.1.1, S. 4). Das Schmerzmittel 4-Ethoxyacetanilid
(Phenacetin) wurde beispielsweise aufgrund der nierenschédigenden Wirkung in den
80er Jahren vom Markt genommen und durch seinen Metaboliten Paracetamol

(4-Acetaminophenol) ersetzt.["®

Generell kdnnen chemische Substanzen neben direkter Toxizitat auch indirekt
schadigen, wenn sich Metaboliten des Molekils als gesundheitsschadlich erweisen.
Dies trifft teilweise auf die Gruppe der aromatischen Amine zu, deren Stoffwechsel-
produkte zur Entstehung von Krebs fuhren kdonnen (siehe Kap. 2.5.1, S. 18). Im
Folgenden werden die theoretischen Grundlagen des zweiten Themas dieser

Dissertation dargestellt.

2.5 Krebs

Unter Krebs versteht man eine Vielzahl von Erkrankungen mit unkontrolliertem
Zellwachstum. Man unterscheidet hierbei zwischen gutartigen (benignen) und
bosartigen (malignen) Tumoren. Eine Schéatzung der American Cancer Society geht
fur das Jahr 2008 von 560 000 Krebstoten und 1.43 Millionen Neuerkrankungen

allein in den USA aus.["”!

Die Tatsache, dass die entarteten Zellen kérpereigene Zellen sind, macht eine
Therapie sehr schwierig. In den meisten Fallen kann der Tumor operativ entfernt
werden, wenn dieser rechtzeitig erkannt wird. Eine Chemotherapie mit Zytostatika,
die alle sich schnell teilenden Zellen abtdten, und die Bestrahlung der Tumorregion

sind weitere Behandlungsmdoglichkeiten, die aber oft mit starken Nebenwirkungen
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verbunden sind. Neben dem eigenen Wachstum gibt ein Tumor maligne Zellen an

den Blutkreislauf ab, was im ungiinstigsten Fall zu Metastasen fiihren kann.!"®

Als Ausloser von Krebs werden hauptsachlich UV-Strahlung und chemische
Substanzen verantwortlich gemacht. Die carcinogenen Eigenschaften einer Substanz
beruhen meist auf einer mutagenen Wirkung. Diese Art der Toxizitat bezeichnet man
als Genotoxizitat. Zur Untersuchung der Carcinogenitat einer Substanz gibt es
mehrere Mdglichkeiten. Neben umstrittenen Tierversuchen hat sich der nach B. N.
Ames benannte Ames-Test als wichtigster Test etabliert und wird z. B. in der
praklinischen Priifung bei der Wirkstoffentwicklung eingesetzt."® Bei diesem Test
wird die mutagene Wirkung der Substanz auf histidinauxotrophe Bakterienstdmme

untersucht.

2.5.1 Carcinogenese durch aromatische Amine

Die Exposition mit chemischen Substanzen gilt als ein Hauptausléser von Krebs. So
stehen aromatische Amine in Zusammenhang mit der Bildung von z.B.

Harnblasenkarzinomen (s. Abb. 12).5%8

5
4-Aminobiphenyl 2-Aminofluoren 0 Benzidin
OEt

NH, NH2 An
©/NH2
6 9

Anilin 3 5-Dimethylanilin ~ 4-Anisidin Phenacetin

OMe
7 8

Abb. 12: Exemplarisch ausgewahlte aromatische Amine

Trotz der unterschiedlich starken Carcinogenitéat der aromatischen Amine ist der zur
Krebsentstehung fihrende Metabolismus in allen Fallen identisch, wobei der genaue
Mechanismus in vivo noch nicht vollstandig aufgeklart ist. In der Leber kann das
aromatische Amin in einer Cytochrom-P4so-vermittelten Reaktion zum Hydroxylamin
oxidiert werden (siehe Abb. 13, S. 19). Nach anschlielender N-Glucuronidierung
kann das aromatische Amin als wasserloslicher Glucuronsaureester ausgeschieden

werden. Jedoch konnen die aromatischen Amine auch durch unerwiinschte,
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enzymatische Reaktionen zu elektrophilen Aminierungsreagenzien (,ultimale

Carcinogene®) umgewandelt werden.

Gelangt das Hydroxylamin in die Harnblase, kann es zur Bildung des ultimalen
Carcinogens kommen, da es aufgrund des geringen pH-Wertes protoniert wird und
dann unter nicht-enzymatischer Wasserabspaltung das hochreaktive Nitreniumion
liefert. Dieses ultimale Carcinogen kann kovalent an die DNA oder andere
Biomolekile binden. Neben dem nicht-enzymatischen Aktivierungsschritt gibt es je
nach Spezies und Organ eine Reihe von enzymatisch katalysierten Wegen.®*#% je
nach Carcinogen sind die Anzahl, die Struktur und die Menge der mit den DNA-
Basen gebildeten Produkte sowohl in vitro als auch in vivo unterschiedlich, so dass
die angegeben Haufigkeiten relative Zahlen sind und nur Indizien fur bevorzugt
gebildete Addukte darstellen.

H H
g .
X = | ‘R - OAc oder OSO3 « = | DNA-Addukt
A NS
R=H Aryl Nitrenium lon
P4s0
R=0OH

NAT oder ST
R = OAc or OSO4 <:| oder

)

2'-dG Aryl{ NH
Aryl Nitrenium lon N— | . C8-dG
N” > NH,

R'" N

|
’_ ’_ l_ dRib
‘2 dA yc 2'-dG R' = H bzw. Ac
NH, H NH, (0]
N
Aryl, Nng Aryl” \(gN N NH
HN—= ]| | A N*-de
NN A T ‘e

ITI 0 NH
dRib dRib drib ANy

C8-dA C5-dC

Abb. 13: Schematischer Metabolismus aromatischer Amine und Beispiele fir in vitro bzw. in vivo
gefundene Addukte mit der DNA

In vivo bilden die gezeigten C8-Addukte mit einer Haufigkeit von ca. 90% die
Hauptprodukte.® Die N2-Hydrazino-2‘-desoxyguanosin-Addukte spielen mit < 5%
eine mengenmalig untergeordnete Rolle, besitzen aber trotzdem biologische
Relevanz, da sie in vivo persistenter als die C8-Addukte des 2’-Desoxyguanosins zu

sein scheinen.®™ Im Jahre 2007 wurden nach Inkubation von Zellen mit
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3,5-Dimethylanilin 7 in vitro auch C5-2‘-dC-Addukte gefunden (s. Abb. 13).B% zur

chemischen Synthese dieser Addukte ist bis heute keine Syntheseroute bekannt.

Versagen nach der Reaktion der ultimalen Carcinogene mit der DNA die Reparatur-
und Apoptosemechanismen der Zelle, kann es zu Mutationen des Genoms und damit
zur Entartung der Zelle kommen. Um die zur Mutation fuhrenden, biochemischen
Prozesse mdoglichst detailliert zu verstehen, ist eine gezielte chemische Synthese der
in vivo relevanten Addukte notwendig. Mittels festphasengestitzter, chemischer
DNA-Synthese lassen sich die modifizierten Nucleoside anschlie3end gezielt in
Oligonucleotide einbauen und deren Einfluss auf die raumliche Struktur, Stabilitat der
Doppelhelix und Erkennung durch Enzyme z. B. bei der Replikation untersuchen.

2.5.2 Darstellung von N?-Arylamin-Addukten

Nach erfolgreicher Darstellung der C8-Addukte wuchs das Interesse an den
N2-Arylamin-2‘-dG-Addukten. Von N. Bége wurde 2008 eine Syntheseroute zu den
N%-modifizierten 2‘-dG-Addukten 11 entwickelt und auch deren erfolgreiche

Uberfiihrung in die entsprechenden Phosphoramidite 10 gezeigt.’®”!

OCPE OCPE
N X
N X N
N G
¢ H ¢ L H
N
DMTrO N N/)\N’ N\Aryl TBDMSO N N H Aryl

) /L\ OTBDMS
P-N

Nc— © P Buchwald-Hartwig-

Kreuzkupplungsreaktion

o OCPE
N
N
NH 2
¢ L
~
—
HO N N)\NHZ TBDMSO o N™ N7 “pr CN
(6] ————
13 — 12 CPE =
OH OTBDMS

Abb. 14: Retrosynthese der N*-Arylamin-modifizierten Phosphoramidite 10 nach Bége et al.

Schlusselschritt dieser Syntheseroute ist die so genannte Buchwald-Hartwig-
Reaktion, eine C-N-Kreuzkupplungsreaktion, die in diesem Fall mit einem
C2 bromierten 2-dG 12 und dem entsprechenden Arylhydrazin durchgefihrt wird

(s. Abb. 14). Problematisch bei dieser Reaktion ist zwar die Reinigung der
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Substanzen, jedoch konnten die Phosphoramidite 10 isoliert und exemplarisch in
Oligonucleotide eingebaut werden.’®” Nach der Etablierung der Syntheseroute wurde
in meiner Diplomarbeit die Anwendbarkeit der Buchwald-Hartwig-Reaktion durch
Einsatz verschiedener Hydrazine untersucht®®® und erste Assays hinsichtlich des
Einflusses von N2-Hydrazinoaryl-modifizierten Oligonucleotiden auf die Erkennung
durch das EcoRI Restriktionsenzym durchgeftuhrt (s. Abb. 15).

5-dG TAGAATTCTAC)3 Ecorl 5-d(GTAG)3 5-dAATTCTAC)-3
T T T T O T O O —_ > I I
3-dCATCTTAAGATG)5 3-dCATCTTAA)5 3-d(G A TG*)-5'
. . Rt
G = unmodifiziertes bzw. l
modifiziertes Nucleotid 5-d(G'TAG)-3' + 3-d(CATCTTAA)-5'

Abb. 15: Restriktionsabbau der modifizierten Oligonucleotide durch das EcoRI-Enzym™®®

Es konnte gezeigt werden, dass eine N-Arylamin-Modifikation an der dritten Base
neben der palindromischen (GAATTC)-Erkennungssequenz des EcoRI-Enzyms zu
einer Verlangerung der Halbwertszeit des Restriktionsabbaus von 2.6 auf bis zu
4.5 Stunden fithrt.®® Eine Modifikation innerhalb der Erkennungssequenz fiihrte zu

keinem Verdau des DNA-Stranges.

2.5.3 Polymerase-Tests mit den Arylamin-modifizierten Oligonucleotiden

Die Arylamin-Addukte kénnen je nach Amin und Bindungsstelle einen grol3en
Einfluss auf die Struktur der DNA haben, z. B. hinsichtlich des n-stackings zwischen
den Nucleobasen.® Hinsichtlich der Carcinogenese durch aromatische Amine ist ihr
Einfluss auf Polymerasen ein wichtiger Punkt. Da die C8-Arylamin-modifizierten

n,[90,91

Addukte schon langer synthetisch zuganglich ware ' wurden an ihnen bereits

Untersuchungen in Primer-Verlangerung-Assays mit verschiedenen Polymerasen
durchgefiihrt (ein Beispiel siehe Abb. 16).

A 5-CGT TGG TCC TGA AGG AGG ATAGGT T- 3°
3-GCAACC AGG ACT TCC TCC TAT CCAAXT AAA-5~

B human DNA polymerase B

- -
251 & R0 GBege Eleie Gees. aeeSe Geet-
dNTP: - ACGTN ACGTN ACGTN ACGTN ACGTN ACGTN
X: G G(4-abp) G(anis) A A(4-abp) Alanis)

Abb. 16: A) Sequenz der Oligonucleotide (X = C8-Arylamin-modifiziertes Nucleotid), B% PAGE-Gele
zur Analyse der Primer-Verlangerung durch die humane DNA Polymerase B2
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Die humane DNA Polymerase (3 ist in die DNA-Reparatur involviert und ermdglichte
in den Tests einen nahezu vollstandige Korrektur, da in allen Fallen erkennbar das
kanonische Nucleotid eingebaut wurde. Jedoch ist anhand der Gele auch zu
erkennen, dass die Polymerase bei der fortlaufenden Kettenverlangerung eher
stehen blieb, vor allem bei den 4-Aminobiphenyl-modifizierten Nucleobasen (s. Abb.
16).°% Das bedeutet, dass es trotz erfolgreichem Einbau des richtigen Nucleosids zu
Folgefehlern bei der Kettenverlangerung oder gar zu einem Stopp der Replikation

kommen kann.

Ein weiterer zu untersuchender Punkt ist, ob Arylamin-modifizierte Nucleosid-
triphosphate als Substrate von Polymerasen erkannt werden und nach ihrem Einbau
in die DNA Schaden hervorrufen kénnen. Zur Untersuchung dieser Fragestellung ist
die chemische Synthese Arylamin-modifizierter Nucleosid-Triphosphate nétig, damit
diese als Substrate in Primer-Verlangerungsexperimenten eingesetzt werden
konnen. Die entsprechenden Triphosphate konnten bislang jedoch noch nicht

erfolgreich synthetisiert werden.
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3 Aufgabenstellung

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in drei Abschnitte. Die ersten beiden Projekte
stellen den Hauptteil dieser Arbeit dar und standen vor dem Hintergrund, neue
Inhibitoren der Desoxyhypusinsynthase (DHS) zu identifizieren. Vor dem Hintergrund
der Carcinogenese durch aromatische Amine stand der dritte Teil. Hier sollten
Nucleosidaddukte aromatischer Amine chemisch synthetisiert und nach Einbau in
Oligonucleotide untersucht werden.

Da die DHS als potentielles Target gegen HIV-1 identifiziert wurde (s. S. 11),* lag
das Hauptaugenmerk des ersten Teils dieser Arbeit auf der Entwicklung neuer,
verbesserter active-site Inhibitoren der DHS und damit auf der Synthese neuer,
potentieller Leitstrukturen fir Wirkstoffe gegen HIV-1. In Kooperation mit der
Arbeitsgruppe um M. Rarey sollte hierzu ein rationaler Ansatz angewendet werden:
Basierend auf den Strukturinformationen aus der Kristallstruktur der DHS und dem
bekannten Inhibitor der DHS GC7 1 sollte eine Kombination aus Struktur- und
Fragment-basiertem Wirkstoffdesign angewendet werden, um neue, DHS bindende

Molektle zu identifizieren.

Die in silico gefundenen, ,aktiven® Molekuile sollten zuerst nach ihrer synthetischen
Zuganglichkeit bewertet und danach Uber geeignete Syntheserouten dargestellt
werden. AnschlieRend sollten die synthetisierten Substanzen in vitro von der
Arbeitsgruppe um J. Hauber getestet werden. Anhand der Testergebnisse sollte das
virtuelle Screening optimiert und auf diese Weise weiter verbesserte Inhibitoren
identifiziert werden. AnschlieBend sollten zur Darstellung der ausgewéhlten

Verbindungen erneut effiziente Syntheserouten entwickelt und durchgefihrt werden.

Neben der Entwicklung neuer active-site Inhibitoren war das Ziel im zweiten
Abschnitt, den literaturbekannten DHS-Inhibitor CNI-1493 2 hinsichtlich seiner
Struktur-Aktivitats-Beziehung und seiner Hydrolyse-Eigenschaften zu untersuchen.
Da der Bindungsmechanismus und somit auch der exakte Wirkmechanismus noch
nicht vollstéandig bekannt ist, sollten verschiedene CNI-Derivate synthetisiert werden,
um weitere Informationen Uber die zur Aktivitat bendtigten Strukturelemente von
CNI-1493 2 zu erhalten (s. Abb. 17).
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HN_NH, HoN_NH HNYNHZ HZN\?NH

Y Y

Linker
(0]
Y@( CNI-1493 2 Y@\(

AN N N NH ANN N-NH

HN//J\NHz HZN’J*NH HN)‘\NH2 HZNANH

Abb. 17: Schematische Darstellung der zu synthetisierenden CNI-1493 Derivate

Der dritte Teil dieser Arbeit beschaftigt sich mit der Carcinogenese durch
aromatische Amine. Hinsichtlich der Synthese der N%-Arylamin-modifizierten 2‘-dG-
Addukte 14 sollte eine Alternative zur bekannten Buchwald-Hartwig-
Kreuzkupplungsreaktion  entwickelt = werden, um unter anderem die
chromatographische Reinigung dieser Verbindungen zu vereinfachen. Im Anschluss
sollten die N-Arylamin-modifizierten Phosphoramidite und entsprechend modifizierte

Oligonucleotide synthetisiert und untersucht werden.

o) oo NH
<,N | )N\H Arer\ﬁN
HO N" N NH HO N No
k © ; HN\Aryl k © %
OH OH
N?-dG 14 C5-dC 15

Abb. 18: Schematische Darstellung der zu synthetisierenden Arylamin-Addukte 14 und 15

Ein weiteres Ziel stellte die Entwicklung eines synthetischen Zugangs zu den
C5-Arylamin-2‘-desoxycytidin Addukten 15 dar, da diese chemisch noch nicht
zuganglich waren und somit nicht gezielt untersucht werden konnten (s. Abb. 18). Als
Startpunkt zur C-N-Bindungskniipfung sollte die bereits fir Addukte von
2’-Desoxyadenosin  bzw. 2‘-Desoxyguanosin 13 erprobte Buchwald-Hartwig-

Kreuzkupplung verwendet werden.

SchlieRlich sollte mit der erstmaligen Darstellung eines NZ-Arylamin-modifizierten
Nucleosidtriphosphates eine neue Verbindungsklasse erschlossen werden. Als
Synthesemethode sollte zunachst die in der Arbeitsgruppe bewahrte cycloSal-

Methode zur Darstellung von Nucleosid-Triphosphaten erprobt werden.
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4 Entwicklung neuer active-site Inhibitoren der DHS

4.1  Erste Generation potentieller DHS-Inhibitoren

Die Desoxyhypusinsynthase stellt ein interessantes, potentielles Wirkstoff-Target dar.
Das zellulare Enzym dient zur spezifischen Aktivierung des eukaryotischen
Initiationsfaktors 5A, welcher eine wichtige Rolle bei verschiedenen Erkrankungen zu
spielen scheint (s. Kap. 2.2.3, S. 12).

Es sind bereits Inhibitoren dieses Enzyms bekannt (s. Abb. 8, S. 11). Um neue
Verbindungen als verbesserte Inhibitoren der DHS zu entwickeln, wurde ein
rationaler Ansatz zum Design verwendet. Die Anwendung von Struktur-basiertem
Wirkstoffdesign war moglich, da die DHS hochaufgelost und mit dem bekannten
Inhibitor N-1-Guanyl-1,7-diaminoheptan (GC7) 1 co-kristallisiert werden konnte.!*”]
Nach Identifizierung der virtuellen Hits sollten diese hinsichtlich kommerzieller
Verfligbarkeit Uberpriuft werden und, falls diese nicht gegeben war, Uber geeignete
Syntheserouten dargestellt werden. AnschlieRend sollte die biologische Aktivitéat
untersucht werden und diese Ergebnisse unter anderem als Rickkopplung zur

Optimierung der in silico Berechnungen dienen (s. erste und zweite Reihe, Abb. 19).
ZINC
TrixX FlexX HYDE - .
clean leads Viuattits
Lead cell toxicity / HIV inhibition SV"‘;:“"’ Gidakarii
CStructures assay assay ordering

+ known binders

Lead L::‘ZT FlexX HYDE
Structures Recore docking rescoring

Abb. 19: Ubersicht der einzelnen Arbeitsschritte der durchgefiihrten Leitstruktursuche

[48]

Die Kristallstruktur der DHS mit dem im aktiven Zentrum gebundenen, bekannten
Inhibitor GC7 1 wurde von Adrian Kolodzik (Zentrum flr Bioinformatik, Universitéat
Hamburg) als Basis fir Struktur-basiertes Screening verwendet. Als virtuelle
Substanzbibliothek wurde die ZINC-Datenbank!’¥ eingesetzt. Diese Datenbank
besteht aus mehreren Millionen Substanzen, von denen die meisten zumindest
theoretisch kommerziell erhdltlich sein sollen. Jedoch bezieht sich diese Angabe in

vielen Fallen auf Anbieter, die leider auf wiederholte Anfragen zur Bestellung nicht
25



Resultate und Diskussion

reagiert haben. Die von A. Kolodzik durchgefihrten Berechnungen ergaben 16
virtuelle Hits aus der ZINC-Datenbank (s. Abb. 20, Gruppe A). Die restlichen 13, in

Abb. 20 dargestellten Verbindungen stellen rational modifizierte GC7 Derivate dar, in

denen die Guanidinogruppe durch neutrale Gruppen ersetzt wurde, um die Polaritat

der Verbindungen zu

reduzieren und so

moglicherweise zu erhdhen (Gruppe B).
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Abb. 20: Ubersicht der virtuellen Hits in absteigender Bindungsaffinitat zur DHS (mod.)[“B]

Da der Tunnel zur aktiven Tasche und das aktive Zentrum der DHS viele negativ

geladene Aminosaureseitenketten tragen (s. Abb. 7C, S. 10), ist allen Verbindungen

gemein, dass sie selbst keine negativ geladenen Gruppen tragen. In allen Fallen

wurde die Bindungsaffinitat mittels der HYDE scoring function berechnet, die das

Verhalten in Lésung maglichst realistisch wiederspiegeln soll.”¥ Je negativer der

HYDE-Score ist, desto grof3er ist die Bindungsaffinitat (vgl. Abb. 20).

Von den 29 virtuellen Hits waren von den Verbindungen aus der ZINC-Datenbank

nur drei

kommerziell verfigbar (s. Abb. 21 und Abb. 20, Gruppe C): die

Hydrochloride von Argininamid, 16, und 4‘,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI), 17,

sowie Benzidin 5. Obwohl Benzidin 5 aufgrund seiner Carcinogenitat als potentieller
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Wirkstoff wegfallt, wurde es trotzdem getestet, da mdglichst viele Informationen zur

anschlielRenden Optimierung des virtuellen Screenings gesammelt werden sollten.

NN HN N
HoNT N" “NH, O $ , NH, H2NNH2
NH, x HCI H,N x 2 HCI
16 17 5

Abb. 21: Die drei kommerziell verfiigbaren Verbindungen 5, 16 und 17 aus der ersten Berechnung

Es wurden nun weitere Verbindungen aus Abb. 20 ausgewahlt, welche synthetisch
dargestellt werden sollten. Das erste Kriterium war eine méglichst hohe, berechnete
Bindungsaffinitat. Die weitere Auswahl erfolgte nach der synthetischen
Zuganglichkeit, weil noch keine experimentellen Daten fir die berechneten
Strukturen aus Abb. 20 vorlagen. Es konnte demnach nicht sicher davon
ausgegangen werden, dass die Verbindungen in vitro bzw. in vivo eine Aktivitat
zeigen. Deswegen wurde bei der Auswahl auf mdglichst effiziente Syntheserouten
grof3er Wert gelegt. Auf diese Weise wurden aus den restlichen Verbindungen aus
Abb. 20 11 weitere zur Synthese ausgewahlt, so dass mit den drei kommerziell
erhaltlichen insgesamt 14 Verbindungen fir den in vitro DHS-Assay und die HIV-1
Inhibitionstests zur Verfligung stehen sollten (aus Gruppe B ausgewahlte siehe Abb.
22 und aus Gruppe A siehe Abb. 26, S. 30).

4.1.1 Synthese der GC7-analogen, potentiellen DHS-Inhibitoren

Im Folgenden wurden Syntheserouten fur die in Abb. 22 dargestellten Verbindungen
entworfen. Diese Verbindungen 18-23 haben zwar strukturell eine hohe Ahnlichkeit
zum bekannten Inhibitor GC7 1, sind aber durch den Austausch der
Guanidinogruppe durch Harnstoff bzw. Thioharnstoff unpolarer, weshalb eine
verbesserte Bioverflugbarkeit errechnet wurde (vgl. Gruppe B, S. 26). AuRRerdem
ermoglichen die Verbindungen eine Abschatzung des Einflusses der
Alkylkettenlange auf die biologische Aktivitat, wobei das erwartete Optimum bei der
C,-Kette liegen sollte. 20 bzw. 23 sollten als eine Art ,Negativkontrolle“ dienen, da
deren Cg-Ketten anhand der Modelling-Ergebnisse sterisch etwas zu anspruchsvoll

fur die aktive Tasche der DHS sein missten.

27



Resultate und Diskussion

H2N\H/H\/\/\/\NH2 HZN\H/H\/\/\/\/NHZ HZN\H/H\/\/\/\/\NHZ
o) 18 o) 19 o) 20
HoN H\/\/\/\ HoN H NH HoN H
NH, NN S S g
S 21 S 22 S 23

Abb. 22: Zur Synthese ausgewdahlte, GC7-analoge und in silico aktive DHS-Inhibitoren 18-23

Zur Synthese der Harnstoffderivate 18-20 wurde eine Synthese von Boden et al. zur
Darstellung von (7-Aminoheptyl)-harnstoff 19 genutzt und auf die anderen
Verbindungen tbertragen.® In diesen Synthesen wurden die Harnstoffgruppen aus

priméaren Aminogruppen uber die Reaktion mit Trimethylsilylisocyanat dargestellt.

H X
HzNj]/N\/WNHz — HZNVH\/NHZ n —slz'— C
n n i—N
X |
18:n=4,X=0 21:n=4,X=S 24a:n=4
19:n=5 X=0 22:n=5,X=S 24b:n=5 25a: X =0
20:n=6,X=0 23:n=6,X=S 24c:n=6 25b: X =S

Abb. 23: Retrosynthese zur Darstellung der GC7-analogen, potentiellen DHS-Inhibitoren 18-23

Da die chemische Differenzierung zwischen den beiden priméaren Aminogruppen von
24a-24c nicht moglich war, aber auf eine aufwendige Schutzgruppenstrategie
verzichtet werden sollte, wurde mit einem Unterschuss von Trimethylsilylisocyanat
25a gearbeitet (s. Abb. 24). Dadurch, dass der Unterschuss an 25a in verdinnter
Losung langsam zum Diamin getropft werden sollte, sollte der Anteil an
unerwinschter Doppelsubstitution mdglichst weitgehend verhindert werden.

Vollstandig lasst sich selbst dadurch die Nebenreaktion nicht vermeiden.

0 H 18:n=4 28%

HzNw\/NW + 0.35 Aquiv. | ,,C/ THF, Rt 4 h H2NTN\/H\/NH2 19:n=5 11%

n —Si-N o n 20:n=6 42%

24a:n=4 | 25a
24b:n=5
24c:n=6

Abb. 24: Synthese der Harnstoffderivate 18-20 (Ausbeute bezogen auf das TMS-Isocyanat 25a)

Das entsprechende Diamin 24a-24c wurde in absolutem THF vorgelegt. Im
Tropftrichter wurden 0.35 Aquivalente des Isocyanats 25a im dreifachen Volumen
THF gel6st und langsam zum Amin getropft. Die Reaktionsverfolgung mittels DC war
Uber den Nachweis mit Ninhydrin moglich, jedoch aufgrund der hohen Polaritat der
Reaktanden schwierig. Nach Entfernen des Lésungsmittels wurde das Rohprodukt in
heillem Ethylacetat suspendiert und filtriert. Der Rickstand wurde mit dest. Wasser

gewaschen und anschlielRende Gefriertrocknung der wassrigen Phase lieferte das
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Produkt 18-20 als farblosen Feststoff in Ausbeuten von 11-42%. Problematisch
waren hier die verschiedenen Waschvorgange zur Produktreinigung, da auf diese
Weise auch erhebliche Mengen an Produkt verloren gingen. Jedoch waren die
schlechten Ausbeuten zu diesem Zeitpunkt des Projektes nicht relevant, da nur
ausreichende Mengen fir die ersten in vitro Tests zur Verfligung stehen sollten.

Fur die Darstellung der Thioharnstoffderivate 21-23 wurden anfangs die
Reaktionsbedingungen von Muccioli et al. erprobt.®® Dazu wurde 1 Aquiv. des
Alkylamins mit einem Aquivalent Ammoniumisothiocyanat in Brombenzol als
Losungsmittel umgesetzt. Nach 90 Minuten unter Rickfluss, konnte das Produkt in
der Kalte ausgefallt werden. Die Ubertragung der Muccioli-Reaktionsbedingungen
auf die entsprechenden Diamine gestaltete sich schwierig, da sich das Thioisocyanat
25b nicht in Brombenzol I6ste und somit nicht zugetropft werden konnte. Nach 18 h

Reaktionszeit konnte kein Produkt isoliert werden (Abb. 25).

,S Brombenzol, Reflux, 18 h H
HZN\/H\/NHZ + 04 AqUIV | //C/ H2N\H/N\/H\/NH2

n —Si—N n=4-6
THF, Rt 4 h
24a-n=4 | 25p EALEN LAl S 2123
24b:n=5
24c:n=6

Abb. 25: Versuche zur Darstellung der Thioharnstoffderivate X

Als Alternative wurden die Reaktionsbedingungen von Boden et al. verwendet,
jedoch fuhrten auch diese nicht zum Erfolg (s. Abb. 25). Zusammenfassend konnten
nur die drei Harnstoffderivate 19-20 erfolgreich synthetisiert werden und standen fur

biochemische Tests zur Verfigung.

4.1.2 Synthese der virtuellen Hits aus der ZINC-Datenbank

Aus den Ergebnissen des von A. Kolodzik durchgeflhrten, Struktur-basierten
Screenings mit der ZINC-Datenbank zur Identifizierung neuer Inhibitoren der DHS als
potentielle Leitstrukturen gegen HIV-1 wurden finf Verbindungen zur Synthese
ausgewahlt (Abb. 26). Diese unterscheiden sich bis auf 28 strukturell deutlich von
GC7 1. Die aromatischen Ringe schranken die Molekulflexibilitéat ein und kénnten in

vivo zu einer spezifischeren Bindung an die DHS fluhren.
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NH, NH, H

e O A
T, e

Abb. 26: Zur Synthese ausgewahlte, in silico aktive, neue DHS-Inhibitoren aus der ZINC-Datenbank

Da noch keine experimentellen Daten fur die berechneten 26-30 Strukturen vorlagen
und somit nicht sicher davon ausgegangen werden konnte, dass die Verbindungen
auch in vitro bzw. in vivo eine Aktivitat zeigen, sollten die Verbindungen 26-30 Uber
moglichst wenige Stufen zuganglich gemacht werden. Im Folgenden sind die

durchgefuihrten Synthesen der einzelnen Verbindungen dargestellt.

Darstellung von 3-Amino-N-(4-aminophenyl)-benzamid 26

Das Zielmolekul wurde an der Amidbindung retrosynthetisch zerlegt, welche aus
einem Saurechlorid und einem Amin gebildet werden sollte. Die Verwendung von
4-Aminoanilin und 3-Aminobenzoylchlorid war nicht méglich, da die Amidbindung
dann nicht selektiv gebildet werden kann. Die Aminogruppen der Zielverbindung
mussten blockiert oder durch Funktionelle-Gruppen-Umwandlung (FGU) dargestellt
werden. Dazu wurden Nitrogruppen eingesetzt, die sich durch Reduktion in das

entsprechende Amin Uberflihren lassen sollten (Abb. 27).

o NH, 0 /©/N02 O NO,
O,N
oN N/©/ — O:N N — 2 c t /©/
H H H,N
3 32 33

Abb. 27: Retrosyntheseschema zur Darstellung von 3-Amino-N-(4-aminophenyl)-benzamid 26

Im ersten Schritt wurde 3-Nitrobenzoylchlorid 32 mit 4-Nitroanilin 33 nach DeRuiter et
al. in CH.Cl, in Anwesenheit von Triethylamin umgesetzt.®® Die Reinigung mittels
zirkularer préaparativer Dunnschichtchromatographie (Chromatotron) war aufgrund
der niedrigen Loslichkeit des Rohproduktes nicht erfolgreich. Mit dem
Ubriggebliebenen Rohprodukt wurde eine Saulenchromatographie an Kieselgel mit
CH,CI,/CH30H angeschlossen und so das Produkt 31 in immerhin noch 17%
Ausbeute erhalten. Auch hier wurde vor ersten, positiven in vitro Ergebnissen keine

Optimierung der Synthese vorgenommen, sondern direkt die Reduktion durchgefihrt.
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Zur Reduktion der aromatischen Nitrogruppen wurden verschiedene Methoden
erprobt (Abb. 28). Als erstes wurde die Reduktion mit Wasserstoff an
Palladium/Kohle getestet. Nach 24 h zeigte die Dunnschichtchromatographie den
vollstandigen Umsatz des Eduktes 31 an. Allerdings waren mehrere neue Spots
entstanden, welche mdglicherweise von nicht vollstandig reduzierten Verbindungen
resultierten. Das Produkt 26 konnte nach s&ulenchromatographischer Reinigung in
23% Ausbeute erhalten werden. Als Alternative wurde die Reduktion an Raney-
Nickel in Anwesenheit von Hydrazinhydrat getestet. Bei dieser Reaktion wurden 15%
Ausbeute erzielt, da die Reaktion auch nach erneuter Raney-Nickel und Hydrazin-
hydrat Zugabe nicht vollstandig war.

H,, Pd/C, EtOH, Rt, 24 h

23%
o NO, 4 Aquiv. NoH, * H,0, o NH;
O,N Raney-Nickel, DMF, Rt, 24 h HM\@)}\
N N
H
31

15%
. 26
Zink-Pulver, CaCl,, EtOH, Rt, 1.5 h
21%

Abb. 28: Verwendete Reduktionsmethoden zur Darstellung von 26

Als dritte Moglichkeit wurde die Reduktion mit Zink-Pulver in Anlehnung an Wang et
al. erprobt.”! Hier konnte das Produkt 26 nach Reinigung in 21% Ausbeute erhalten
werden. Da das Produkt 26 relativ polar ist, war die sdulenchromatographische
Reinigung sehr problematisch und fuhrte zu vielen Mischfraktionen. Angegeben sind
in Abb. 28 die Ausbeuten aus den jeweils reinen Fraktionen. Im Zuge der
Reaktionsoptimierung konnte dieses Problem der schwierigen Trennung gelost
werden (s. S. 32f).

Nachdem in ersten Tests eine gute Aktivitat von 26 gegen HIV-1 gezeigt wurde (s.
Kap. 4.1.3, S. 46), sollte die zweistufige Synthese optimiert werden. Dazu wurde im
ersten Schritt Pyridin als Losungsmittel und Base eingesetzt und 18 h zum Ruckfluss
erhitzt.®® Danach konnte mittels Dunnschichtchromatographie ein vollstandiger
Umsatz detektiert werden und nach der Aufarbeitung das 3-Nitro-N-(4-nitrophenyl)-
benzamid 31 in einer sehr guten Ausbeute von 91% erhalten werden (Abb. 29).
Mdoglicherweise fuhrte die hdhere Siedetemperatur des Pyridins im Vergleich zum

Dichlormethan zu einem besseren Reaktionsumsatz.

31



Resultate und Diskussion

SnCly,
NO2 | onz. Hel,

Pyridin,
_Reflux, 18h _ O,N 50°C.2h
91% 5%
(ohne Saule)
NH2

Abb. 29: Optimierte Synthese der Zielverbindung 26

Zur Optimierung der Reduktion wurde dieselbe Methode wie bei der Synthese der
CNI-Derivate verwendet (vgl. Kap. 5.1, S. 98f), wobei hier die Anzahl der Aquivalente
an Zinn(ll)chlorid erhoht wurde. Zuerst wurden 11 Aquivalente SnCl, in konz. HCI
geldst und auf 50 °C erwéarmt, dann erfolgte die portionsweise Zugabe von 31 und
schlie3lich wurde 2 h bei 50 °C gerihrt. Nach der Aufarbeitung konnte 3-Amino-N-(4-
aminophenyl)-benzamid 26 in einer Ausbeute von 95% erhalten werden. Im *H-NMR-
Spektrum ist zu sehen, dass die Reinheit ca. 96% betrug (s. Abb. 30). Da auch
massenspektrometrisch keine Verunreinigungen auf3er dem Rest Edukt 31 detektiert
wurden, war in diesem Fall keine saulenchromatographische Reinigung mehr

notwendig.

—11.110
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Abb. 30: "H-NMR-Spektrum von 3-Amino-N-(4-aminophenyl)-benzamid 26 in DMSO-ds nach der
Reduktion mit Zinnchlorid ohne saulenchromatographische Reinigung (4% Edukt 31)
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Die NMR-Probe in DMSO-ds wurde vor der Messung bei Raumtemperatur gelagert
und nach der Messung zuriick in den Kolben gefillt und lyophilisiert, damit keine

Substanz verloren ging. AnschlieRend wurde die Verbindung 26 am Heinrich-Pette-
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Institut (HPI) in biochemischen Tests untersucht. Die dort angesetzte Stammldsung
war eine 10 uM LOsung dieser Substanz in DMSO. Hierbei zeigte sich, dass sich die
Stammlésung von 26 nach zwei Tagen von leicht gelblich nach dunkelbraun
verfarbte. Daraufhin wurden sowohl von der Stammlésung des HPIs als auch von der
gefriergetrockneten Ruckstellprobe NMR-Spektren aufgenommen und mit dem NMR-
Spektrum einer Probe direkt nach der Synthese verglichen (s. Abb. 31).

3-Amino-N-(4-aminophenyl)-benzamid 26

Nach der Synthese / \[

/JL 3-Nitro-N-(4-nitrophenyl)-benzamid 31

4

2
(=]
o

pom

2.3 9.0 8.3 8.0 7.3 7.0 €.5 6.0 3.3 ==}

19.593

Abb. 31: "H-NMR spektroskopische Verfolgung der Oxidation von 26 in DMSO-ds

Es ist zu erkennen, dass der Anteil der Nitroverbindung 31 tber die Zeit von 3.7% auf
19.6% anstieg. Die Kombination aus DMSO als Loésungsmittel mit oxidativen
Eigenschaften, Raumtemperatur und Luftsauerstoff fihrte anscheinend zu einer
schrittweisen Oxidation der Aminogruppen von 26. Zur Vermeidung der Oxidation
wurde in nachfolgenden Reaktionen das Produkt 26 in DMSO sofort wieder
eingefroren und nur mdoglichst kurz zur Probenentnahme aufgetaut. Im Gegensatz
zum ersten Versuch waren nach der Reaktion mehr Verunreinigungen vorhanden, so

dass nun doch eine Optimierung der saulenchromatographischen Reinigung
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notwendig war. Dazu wurde das Rohprodukt in CH3OH gelést und mit grobem
Kieselgel versetzt. Nach Entfernen des Methanols am Rotationsverdampfer liel3 sich
das grobe Kieselgel mit dem gebundenen Rohprodukt auf das Kieselgel einer
Glassaule auftragen und mit einem unpolaren Gradient erfolgreich reinigen. Es
konnten 74% reines Produkt 26 isoliert werden (s. Abb. 32).

nosTas 0 mTam W0
mmmmmmmmmmmm
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Abb. 32: "H-NMR-Spektrum des 3-Amino-N-(4-aminophenyl)-benzamids 26 in DMSO-ds nach der
Reduktion mit Zinnchlorid und anschlieRender sdulenchromatographischer Reinigung

Zusammenfassend konnte die Zielverbindung 26 nach Optimierung erfolgreich und in

hoher Reinheit dargestellt werden.

Darstellung von 2,5-Di-(3-aminophenyl)-1,3.4-oxadiazol 27

Zur Synthese der Zielverbindung 27 wurde die in Abb. 33 gezeigte Route geplant.
Die Aminogruppen von 27 sollten wie bei 26 im letzten Schritt durch Reduktion der
entsprechenden Nitrogruppen dargestellt werden. Da C-C-Bindungen schwer zu
knupfen sind, sollte stattdessen der Oxadiazol-Funfring aus geeigneten Vorlaufern

synthetisiert werden.
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H2N O2N O,N
o o)
a) 5 + HN. L xHC
N~ “NH,
N N
[N VRN OH H
N N 35 36
N0 — \ 0
O,N
HN ” O,N s b\ o
) 2 Cl + N2H4XH20
32 37

Abb. 33: Retrosyntheseschema zur Darstellung von 2,5-Di-(3-aminophenyl)-1,3,4-oxadiazol 27

Generell lassen sich 1,3,4-Oxadiazol-Funfringe durch Zyklisierung aus einem
Hydrazinderivat und einer Carbonsaure bzw. einem Carbonsaurechlorid darstellen (s.
Abb. 33, Weg a bzw. b). Jedoch sind hierbei in den meisten Fallen recht drastische

Reaktionsbedingungen mit z. B. hohen Temperaturen notwendig.

Zunachst wurde fir Weg b eine Methode von Tandon et al. unter Verwendung von
Bortrifluoriddietherat und 1,4-Dioxan als Losungsmittel erprobt.®® 3-Nitrobenzoyl-
chlorid 32 wurde mit Hydrazinhydrat 37 versetzt und anschlieRend BF3*Et,O
zugegeben. Jedoch wurden nach den in der Literatur angegebenen 2 h unter
Ruckfluss immer noch grof3e Mengen der Edukte detektiert. Nach weiteren 2 h in der
Siedehitze wurde die Reaktion abgebrochen und nach der Aufarbeitung und
Reinigung am Chromatotron konnte das Produkt 34 in einer Ausbeute von nur 7%
isoliert werden. Als Alternative zu Weg b wurde eine Methode angelehnt an Wang et
al. getestet (s. Abb. 33, Weg a).’) Dazu wurde 3-Nitrobenzoesaure 35 mit
Aminoharnstoff-Hydrochlorid 36 in Gegenwart von polyphosphoriger Saure in der
Siedehitze umgesetzt (s. Abb. 34). Auf diese Weise konnte 2,5-Di-(3-nitrophenyl)-
1,3,4-oxadiazol 34 nach der Aufarbeitung und Kristallisation in Essigsdure mit

immerhin 26% Ausbeute erhalten werden.

o 0 HCl Phosphorsaure, OyN NO,
ON N, X 2h, 155 °C N—N
2 OH + "2"°N" " NH, + P20s /N
H 26% o
35 36 34

Abb. 34: Erfolgreiche Darstellung von 34 in polyphosphoriger Saure
Die anschlieBende Reduktion wurde wie bei 3-Amino-N-(4-aminophenyl)-benzamid
31 mit verschiedenen Reagenzien erprobt (s. Abb. 35). Bei der Reduktion mit Zink-
Pulver konnte das Produkt 27 nicht rein erhalten werden. Es wurden diverse
Umkristallisationsversuche durchgefuhrt, die jedoch nicht erfolgreich waren. Die
Verwendung von Raney-Nickel und Hydrazinhydrat 37 fihrte nach sdulenchromato-

graphischer Reinigung zum Produkt 27 in 33% Ausbeute.
35



Resultate und Diskussion

Zink-Pulver, CaCl,, EtOH, Reflux, 2 h

(nicht isoliert)
O2N N—N NO, / 37, Raney-Nickel, HoN N—N NH;
(9) 33% (@)
34 \ 27
SnCl, konz. HCI, 50 °C, 2 h
84%

(ohne Saulenchromatographie)

Abb. 35: Ubersicht der erprobten Reduktionsmethoden zur Darstellung von 27

Bei Wiederholung der Reduktion von 34 mit Raney-Nickel kam es zur Bildung
mehrerer Spots auf der DC-Folie und das Produkt konnte nicht mehr verninftig
isoliert werden. Daraus folgt, dass auch diese Methode keine verlassliche Methode
zur Reduktion von 2,5-Di-(3-nitrophenyl)-1,3,4-oxadiazol 34 darstellt. Sehr gute
Ausbeuten und hohe Reproduzierbarkeit wurden, wie bei 26, durch die Verwendung
von Zinn(lchlorid in konz. HCI bei 50 °C erzielt (s. Abb. 35, vgl. S. 32). Aufgrund der
beim 3-Amino-N-(4-aminophenyl)-benzamid 26 beobachteten Oxidation der
Aminogruppen in DMSO (s. Abb. 31, S. 33) wurde von Beginn an darauf geachtet,
die NMR-Probe in DMSO-ds sowie die Stammldsung fir die biochemischen Assays
sofort bei mindestens -26 °C zu lagern. Exemplarisch ist anhand des 'H-NMR-

Spektrums die hohe Reinheit der Zielverbindung 27 zu erkennen (s. Abb. 36).

5.518
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Abb. 36: "H-NMR-Spektrum des 2,5-Di-(3-aminophenyl)-1,3,4-oxadiazols 27 in DMSO-ds nach der
Reduktion mit Zinnchlorid ohne saulenchromatographische Reinigung
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Nach der Optimierung der Reaktionsbedingungen konnte 2,5-Di-(3-aminophenyl)-
1,3,4-oxadiazol 27 Uber zwei Stufen erfolgreich und ohne bendétigte
chromatographische Reinigung in reiner Form dargestellt werden und stand fur die
biochemischen Tests zur Verfligung.

Darstellung von N-(6-Aminohexyl)prop-2-enamid 28

Von den durch das Struktur-basierte Screening aus der ZINC-Datenbank erhaltenen
Verbindungen weist 28 die groRte strukturelle Ahnlichkeit zum GC7 1 auf. Wie schon
bei den GC7-analogen Verbindungen 18 und 21 sollte zur Synthese von 28 vom
entsprechenden 1,6-Diaminohexan 24a ausgegangen werden (vgl. S. 28f). Die
Acroleingruppe sollte in diesem Fall mittels Acrylsédurechlorid 38 eingefuhrt werden
(s. Abb. 37). Die Gefahr der Doppel-Acylierung war in diesem Fall noch grofl3er als
bei den Harnstoffderivaten 18-20, da Acrylsaurechlorid deutlich reaktiver ist als das
fur die anderen Verbindungen bendtigte Trimethylisocyanat 25a (vgl. S. 28f, Abb.
23).

H o]
/WN\/\/\/\NHZ  e— HZN/\/\/\/NHZ + 0_4AquiV.Cl)v
O
28 24a 38

Abb. 37: Retrosynthese von N-(6-Aminohexyl)prop-2-enamid 28

Um die Stufenanzahl der Synthese moglichst gering zu halten, wurde auf die
Entwicklung geeigneter Schutzgruppenstrategien verzichtet. In der Literatur wurden
drei Vorschriften zur direkten Darstellung von N-(6-Aminohexyl)prop-2-enamid 28

gefunden und diese wurden im Folgenden erprobt (s. Tabelle 1).

Tabelle 1: Ubersicht der durchgefiihrten Reaktionen zur Darstellung von 28

Ausbeute

Rkt. Aquiv. Ldsungsmittel Base Zeit
Produkt 28  doppelt acyliert

1 0.4 Pyridin Pyridin 16 h

2 0.4 CHCl; EtsN 20 h minimal® Hauptprodukt®
3 0.4 THF EtzN 48 h minimal® Hauptprodukt®
4 0.9 Methanol - 16 h 35% n.b.”

b

2 aus dem "H-NMR-Spektrum/Massenspektrum des Rohproduktes, ° n.b. = nicht bestimmt
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In allen Fallen wurde 1,6-Diaminohexan 24a im Ldsungsmittel geldst und mit der
Base vorgelegt. AnschlieRend wurde ebenfalls im entsprechenden Ldsungsmittel
geldstes Acrylsdurechlorid 38 bei 0 °C langsam zum Diamin 24a getropft. Die
Umsetzung nach Manchanda et al. (Rkt. 1) in Pyridin war nicht erfolgreich, da die

Reaktionsmischung direkt fest wurde.**

Besser funktionierten die Umsetzungen in Dichlormethan bzw. THF mit Triethylamin
als Base (Rkt. 2 und 3).2901%% jedoch wurde bei diesen Reaktionen das doppelt
acylierte Produkt im deutlichen Uberschuss erhalten. Die Reaktion nach Miyagawa et
al. (Rkt. 4) fuhrte schlie3lich in immerhin 35% zum N-(6-Aminohexyl)prop-2-enamid
28, wobei auch hier doppelt acyliertes Nebenprodukt erhalten wurde.’*® Bei der
Verbindung 28 wurde auf eine Optimierung der Reaktionsbedingungen verzichtet, da

sich in vitro keine Aktivitat gegen HIV-1 zeigte (vgl. Kap. 4.1.3, S. 47).

Darstellung von 6-Amino-2-(3-aminophenylbenzoxazol 29 und versuchte Darstellung

von 6-Amino-2-(3-aminophenyl)benzothiazol 30

Zur Darstellung zweier weiterer, moglicherweise aktiver Substanzen aus der Liste der
virtuellen Hits (s. Abb. 20, S. 26 und Abb. 26, S. 30) wurde die Synthese der
Verbindungen 29 und 30 erprobt. Dazu sollte zunachst das Oxazol- bzw.
Thiazolgerust aufgebaut werden (s. Abb. 38, Route A, B und D). Die Aminogruppen
der Zielverbindungen 29 und 30 sollten dann durch Reduktion der entsprechenden
Nitrogruppen dargestellt werden. Der Einsatz der Nitrogruppen hat zudem den
Vorteil, dass so auf den Einsatz aufwendiger Schutzgruppenchemie verzichtet
werden kann (Route A bis D). Die Aminogruppen konnten nicht direkt verwendet
werden, da dann zwei gleichwertige Aminogruppen im Edukt 33 vorliegen wirden (s.
Abb. 38, Route A und B).

Als Alternative zum Aufbau des Thiazolgertustes wurde auch die Palladium-
katalysierte direkte C-C-Kreuzkupplungsreaktion des lodaryls 44 mit dem

Benzothiazol 43 erprobt (Route C).
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O,N NH, +
HO
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29:R=0 40:R=0 NO;
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Abb. 38: Retrosynthese der Verbindungen 29 und 30

Route A und B:

Zuerst wurde 32 mit 33 in absolutem Pyridin umgesetzt und lieferte in 91% Ausbeute
Produkt 31 (s. Abb. 29, S. 32). Zur Synthese der Schwefelverbindung 39 wurde
Lawesson‘s Reagenz verwendet (s. Abb. 39). Mit diesem milden Thionierungsmittel
lassen sich Ketone, Amide und Ester in deren Thioderivate Uberfuhren, ohne auf die
harschen Reaktionsbedingungen mit P4S1o angewiesen zu sein.™® Jedoch konnte
das Produkt 39 nach der durchgeflhrten Reaktion und séulenchromatographischer
Reinigung nur in verunreinigter Form isoliert werden (s. Abb. 39). Nach wiederholtem
Versuch wurde der Ansatz, die Schwefelverbindung aus der entsprechenden
Sauerstoffverbindung zu synthetisieren, nicht weiter verfolgt. Moglicherweise
erschweren die elektronenziehenden Nitrosubstituenten von 31 dessen nucleophilen

Angriff auf das Thionierungsreagenz.

\
MeO—< >—
< s” \\ C >
@) S
>—Q Lawesson's Reagenz, THF, Reflux, 39 h >—Q
OZNONH (45%, verunreinigt) OZN@NH

NO NO
31 2 39 2

Abb. 39: Versuchte Darstellung des Thioamides 39
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Stattdessen wurde zunachst der Ringschluss von 31 zu 40 untersucht. Ueda et al.
berichteten im Jahre 2009 Uber die Verwendung von Kupfertriflat als Katalysator zur
Zyklisierung von donorsubstituierten Benzaniliden.'®® Als unreaktiv stellten sich in
der Literatur Edukte mit elektronenziehenden Substituenten auf der Anilinseite (z. B.
3-Nitroanilin) heraus. Dennoch wurden die Reaktionsbedingungen von S. Ueda auf
die Verbindung 31 Ubertragen (s. Abb. 40).

o) . O:N o}
>_Q Cu(OTf),, 2-Dichlorbenzol, 160 °C, 22 h \©:
p
ozN@NH 23% N

NO
31 2 40 NO,

Abb. 40: Darstellung von 40 durch den Kupfertriflat-katalysierten, oxidativen Ringschluss von 31

6-Nitro-2-(3-nitrophenyl)benzoxazol 40 konnte nach s&ulenchromatographischer
Reinigung in 23% Ausbeute erhalten werden. Die unvollstdndige Umsetzung des
Eduktes und die daraus bedingte relativ geringe Ausbeute kdénnten, in Analogie zur

Literatur, auf die Nitrosubstituenten zuriickzufiihren sein.

Zur Reduktion der Nitrogruppen wurde Zinn(ll)chlorid als Reduktionsmittel
verwendet, da sich dieses bereits am Geeignetsten zur Reduktion von 31 und 34
herausgestellt hatte (vgl. S. 31f). Jedoch kam es bei der Umsetzung von 6-Nitro-2-(3-
nitrophenyl)benzoxazol 40 mit SnCl, in konz. HCI zwar zur erfolgreichen Reduktion
der Nitrogruppen, aber auch zur Ring6ffnung des Oxazols. Somit konnte 6-Amino-2-

(3-aminophenyl)benzoxazol 29 auf diese Weise nicht erhalten werden.

Als Alternative zu Route B wurde erprobt, ob der oxidative Ringschluss mit
Kupfertriflat auch nach der Reduktion durchgefuhrt werden kdnnte (s. Route A, Abb.
38, S. 39; Darstellung von 26 s. Abb. 29, S. 32). Jedoch konnte nach Umsetzung von
3-Amino-N-(4-aminophenyl)-benzamid 26 mit Kupfertriflat nur die Zersetzung von 26
beobachtet werden (s. Abb. 41).

Q Cu(OTf),, 2-Dichlorbenzol, 160 °C, 48 h  H2N 0
4
HzN@—NH N

NH
26 2 29 NH,

Abb. 41: Versuchte Darstellung von 29 durch oxidativen Ringschluss von bereits reduziertem 26

Route C:
Da die Thionierung des Benzanilids 31 nicht erfolgreich war (s. S. 39), wurde nach
einer Alternative gesucht. In der Literatur sind verschiedene Methoden bekannt,

Benzothiazole an der 2-Position mit Aromaten zu verknUpfen. Meistens werden
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Ubergangsmetalle als Katalysatoren verwendet, z. B. Kupfersalze oder

Palladiumverbindungen.%®

Zwei in der Literatur beschriebene Reaktionsbedingungen wurden auf Kupplung von
3-lod-nitrobenzol 44 und 6-Nitrobenzothiazol 43 tibertragen.**"1%! Jedoch fiihrte die
direkte C-C-Kreuzkupplung nur in einem Fall und da auch nur in einer aul3erst
niedrigen Ausbeute zum Produkt 41 (s. Abb. 42). Die Verwendung von Kupfer(l)iodid
als Katalysator fuhrte nach der Aufarbeitung und saulenchromatographischer
Reinigung zu folgendem Ergebnis: Es konnten 84% des eingesetzten 3-lod-
nitrobenzols 44 reisoliert werden. In einer weiteren Fraktion wurden 80% des
eingesetzten 6-Nitrobenzothiazols 43 erhalten. Aus diesem Ergebnis ist zu erkennen,
dass die Reaktion nur einen ungenigenden Umsatz aufwies, obwohl die
Reaktionszeit von 10 Min auf 60 Min in der Mikrowelle verlangert wurde. Neben den
Edukten konnte eine dritte Fraktion isoliert werden, in der eine ungeféahre 1:1-
Mischung aus 6-Nitro-2-(3-nitrophenyl)benzothiazol 41 und dem

Homokupplungsprodukt von 44 gefunden wurde.

Fur die C-C-Kreuzkupplungen von 43 und 44 mit Palladium als Katalysator wurde
zum einen Wasser und zum anderen Acetonitril als Losungsmittel verwendet (s. Abb.
42, S. 41). Bei Verwendung von Wasser als Losungsmittel konnte nach 40 h
Reaktionszeit und saulenchromatographischer Reinigung 41 in einer Ausbeute von
nur 4% (7 mg) isoliert werden. Zudem konnten 31 mg einer Mischfraktion aus
Uberwiegend 6-Nitrobenzothiazol 43 und einem geringen Anteil an Produkt 41
erhalten werden. In Acetonitril als Losungsmittel konnte auch nach Zugabe weiteren
Katalysators und Erhitzen fir 86 Stunden kein Umsatz zum Produkt 41 detektiert
werden.

Cul, KOtBu, DMF,
140 ° C (Mikrowelle), 60 min

O,N S ca. 3%
\©: /> Pd(dppf)Cl,, AgoCO3, PPhs,
43 N CH4CN, 60 °C, 86 h ON S
+ . \C[ /
| NO, N
\©/ Pd(dppf)Cl,, Ag,CO3, PPhjs, 41 NO,
Wasser, 60 °C, 40 h

4%

Abb. 42: Darstellung von 6-Amino-2-(3-aminophenyl)benzothiazol 41 durch C-C-Kreuzkupplung
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In allen Fallen reagierten die Edukte nur aul3erst ungern miteinander, was vermutlich
auf die elektronenziehenden Eigenschaften der Nitrosubstituenten zurickzufihren
ist. Aufgrund der nicht erfolgreichen Reaktionen mit Lawesson’s Reagenz (s. Abb.
39, S. 39) und der C-C-Kreuzkupplungen (s. Abb. 42, S. 41) wurde der Fokus wieder
auf die Synthese des 6-Amino-2-(3-aminophenyl)benzoxazol 29 gelegt. Sollte sich
diese Verbindung als aktiv gegen die DHS herausstellen, wére das néchste Ziel,
weitere Reaktionsbedingungen zur Synthese des Benzothiazols 30 zu erproben.

Route D:

Als weitere Alternative zum Aufbau des Benzoxazolgerists nach Route A bzw. B
wurde auf eine klassische Synthese zur Darstellung substituierter Benzoxazole
zuriickgegriffen.'  Die doppelte Kondensation einer geeignet substituierten
Benzoesdure 35 mit geeignet substituiertem 2-Aminophenol 42 ist eine weitere
Moglichkeit das Benzoxazolgerust 40 in einem Schritt aufzubauen und auf diese
Weise im Vergleich zu Route A bzw. B eine Stufe zu sparen (vgl. Route A und B,
Abb. 38, S. 39).

Hausner et al. berichteten Uber die Verwendung von Borséure als stochiometrischer
Zusatz zur Eintopf-Zyklisierung von 4-(N,N-Dimethylamino)benzoesaure mit
nitrosubstituiertem  2-Aminophenol.**®  Obwohl aufgrund fehlender Ausbeute-
Angaben der Erfolg der Reaktion nicht abgeschétzt werden konnte, wurden diese
Reaktionsbedingungen erprobt (s. Abb. 43, S. 43). Nach Erhitzen der
Reaktionsmischung zum Sieden, farbte sich diese schwarz. In einem ersten Versuch
wurde das schwarze Rohprodukt nach wassriger Aufarbeitung und Extraktion mit
Ethylacetat an Kieselgel gereinigt. Jedoch konnte nur eine Mischfraktion aus 2-

Amino-5-nitrophenol 42 und dem Produkt 40 erhalten werden.

Im zweiten Versuch wurde die Reaktionsmischung nicht gewaschen sondern direkt
saulenchromatographisch gereinigt. Aus dem schwarzen, teerartigen Rohprodukt
konnten so 229 mg (16%) des sauberen 6-Nitro-2-(3-nitrophenyl)benzoxazols 40
isoliert werden (s. Abb. 43). Wie in den zuvor durchgefuhrten Reaktionen unter
Verwendung der elektronenziehenden Nitrogruppen als Aminovorlaufer wurden eine
niedrigere Reaktivitdt der Aromaten und eine moglicherweise daraus resultierende

geringere Ausbeute in Kauf genommen.
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O,N
Q B(OH)s, Xylol, 145°C,8h  ~ 0
02N NH2 + /)
HO 16% N

Abb. 43: Borsaure-katalysierte Darstellung des 6-Nitro-2-(3-nitrophenyl)benzoxazols 40

Nachdem die Reduktion mit Zinn(ll)chlorid zur unerwinschten Ringdffnung des
Oxazols gefuhrt hatte (vgl. S. 40), wurde nun Wasserstoff an Palladium/Kohle als
milderes Reduktionsmittel zur Reduktion von 40 getestet.

O,N H,N
2 O H,, Pd/C, EtOH, Rt, 68 h - 0
7 /
N 25% N

40 NO, 29 NH,

Abb. 44: Reduktion der Nitrogruppen von 40 zu 29 mit Wasserstoff an Pd/C

Nach 40 h war mittels Dunnschichtchromatographie nur noch wenig Edukt
detektierbar und auf der DC-Folie waren ein grof3er und ein kleinerer Spot
entstanden. Zur vollstdndigen Umsetzung des Eduktes wurde die Reaktion weitere
18 Stunden in der Wasserstoffatmosphéare gerohrt. Mit Hilfe der
Dunnschichtchromatographie war nun kein Edukt mehr zu erkennen, jedoch war auf
der DC-Folie zu den zwei neuen Spots noch ein dritter hinzugekommen, was
eventuell auf unerwiinschte Nebenreaktionen schlielen lie3. Nach zweimaliger
saulenchromatographischer Reinigung konnte die Zielverbindung 29 in einer

Ausbeute von immerhin 25% isoliert werden (s. Abb. 45).
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Abb. 45: lH-NMR-Spektrum des 6-Amino-2-(3-aminophenyl)benzoxazols 29 in DMSO-dg
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Auch hier wurde zundchst auf eine weitere Optimierung der einzelnen
Syntheseschritte hinsichtlich einer besseren Ausbeute verzichtet und das Ergebnis
der in vitro Tests abgewartet. Sollte sich die vermutete Aktivitat von 29 bestatigen,
ware neben der Entwicklung einer erfolgreichen Synthesestrategie fir das
Benzothiazol 30 (vgl. Abb. 38, S. 39) auch die Benzoxazolsynthese zur Verbindung
29 zu optimieren (s. Abb. 43 bzw. Abb. 44, S. 43).
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4.1.3 Biochemische Tests der ersten Generation neuer, potentieller DHS-

Inhibitoren

Nachdem die sieben Verbindungen 18-20, 26-29 erfolgreich dargestellt werden
konnten, wurden diese mit den drei kommerziell verfigbaren Verbindungen 5, 16 und
17 (s. Abb. 46) im Hinblick auf deren inhibitorische Wirkung gegentber der DHS und
HIV-1 von P. Priyadarshini und M. Krepstakies (Heinrich-Pette-Institut, Hamburg)
getestet (s. Kap. 9.2, S. 169f).

i O e N—N Nz HaN 0
o0 TOQ
N
O)J\H o N
" ”7 P

NH

H HN §
N\/\/\/\
) Y OIY ™
o) H,N x 2 HCI
5 28 17
N, N HN. N NH HN. N
~ NN ~ NN TN NN NP
Nayp NH, ) B NH2
0 18 o) 19 0 20
o) NH
o,
NH, x HCI
16

Abb. 46: Ubersicht der getesteten ersten Generation neuer, potentieller DHS-Inhibitoren

Erster, schneller Test gegen HIV-1 in HeLa-Zellen:

Als ersten, schnellen Test wurden HIV-1 infizierte HeLa-Zellen in Gegenwart von
jeweils einer der Verbindungen 5, 17, 20, 26 und 27 inkubiert und die HIV-1
Replikation nach 4, 10 und 17 Tagen durch Messung der p24-Antigen-Konzentration
im Uberstand bestimmt (s. Abb. 47). Nach 17 Tagen wurde fiir 17, 26 und 27 jeweils
eine gute Inhibition festgestellt (50-90% Inhibition). Daraufhin wurden die
Syntheseschritte zur Verbindung 26 hinsichtlich besserer Ausbeuten erfolgreich
optimiert (s. Kap. 4.1.2, S. 32f). Wahrenddessen wurden die Verbindungen in HIV-1
infizierten PM1- und in infizierten CEM-ss-Zellen getestet, um die Ergebnisse der
ersten Tests verifizieren zu kénnen (s. S. 47). Benzidin 5 wurde in diesem, ersten
Test noch mitgetestet, anschlieRend aber aufgrund der gemessenen Inaktivitat und

des carcinogenen Potentials aus den weiteren Assays entfernt.
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Abb. 47: Erste in vitro Tests der neuen, potentiellen DHS-Inhibitoren gegen HIV-1 in HeLa-Zellen™"

Inhibition von HIV-1 in PM1- und CEM-ss-Zellen

Da es sich bei dem zuvor durchgefiihrten, in vitro Test nur um einen ersten,
schnellen Assay handelte, wurden weitere Experimente mit anderen Zelllinien
durchgefiihrt. Die entsprechenden Zellkulturen wurden fir sechs Tage mit den
jeweiligen Inhibitoren vorinkubiert und anschlie3end nach Infektion der Zellen mit
HIV-1 in Gegenwart der neuen, potentiellen Inhibitoren oder CNI-1493 2 (als
Positivkontrolle) fur 18 Tage gehalten. Viruslasten im Zelliberstand und die zellulare
Viabilitat (AlamarBlue-Assay) wurden jeden dritten Tag bestimmt. Die lange
Vorinkubationszeit der Zellen in Gegenwart der Inhibitoren beruht auf der Tatsache,

dass der bereits aktivierte elF-5A eine sehr lange Halbwertszeit besitzt.

Uber den AlamarBlue-Assay konnte in beiden Zelllinien fir 17-19, 26 und 27 keine
Toxizitat der jeweiligen Verbindungen bis zu einer Konzentration von 4 uM detektiert
werden. Jedoch konnte die erhoffte Bestatigung der zuvor erhaltenen, hohen Aktivitét
gegen HIV-1 fiur die Verbindungen 26 und 27 nicht erhalten werden (vgl. Abb. 47, S.
46 und Abb. 46, S. 45). Zusatzlich wurde fur die Verbindungen 18 und 19 leider

ebenfalls keine Aktivitat gegen HIV-1 gemessen.

Erfreulicherweise bestétigten sich die guten Inhibitionswerte fir 17 aus dem ersten
Test (s. Abb. 48). Bei 4 uM 17 zeigte sich in CEM-ss-Zellen beispielsweise eine sehr

gute Inhibition der HIV-Replikation, ohne toxische Effekte auf die Zelle zu haben.
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Abb. 48: Aktivitéat von 17 gegen HIV-1 in (A) CEM-ss-T-Zellen und (B) PM1-Zellen mit CNI-1493 als
Referenz™"

Inhibition der Desoxyhypusinsynthase

Die Inhibition der Desoxyhypusinsynthase wurde in vitro am isolierten Enzym
Uberpruft. Durch radioaktiv markiertes Spermidin wurde die DHS-vermittelte
Ubertragung der Aminobutyleinheit des Spermidins auf das Lysin an Position 50 im
elF-5A gemessen (vgl. Abb. 6, S. 9 und Kap. 9.2.1, S. 169). Bei diesen Versuchen
wurden GC7 1 und CNI-1493 2 als Referenzverbindungen verwendet. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 2 dargestellt und zeigen leider fir fast alle Verbindungen
keine Aktivitat gegen die DHS. Zu erkennen ist, dass nur 17 und 28 mit 11 bzw. 14%
Inhibition eine geringe Aktivitat besitzen. Aufgrund der terminalen Doppelbindung von
28 ist auch eine unerwinschte, chemische Reaktion mit der DHS, aus der die
gemessene Inhibition resultiert, nicht auszuschlielen. Generell schlielt die
Doppelbindung eine spatere Verwendung von 28 als Wirkstoff aufgrund von

Nebenreaktionen eher aus.

Erstaunlich war, dass in dem zuvor durchgefiihrten, ersten, schnellen Test gegen
HIV-1 far 17, 26 und 27 eine vielversprechende Aktivitat gefunden wurde (vgl. Abb.
47). Jedoch haben sich die Ergebnisse fir 26 und 27 nicht bestatigt.. Bei 17 handelt
es sich mit 4°6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) um einen fluoreszierenden
Interkalationsfarbstoff fur DNA.X2131 Obwohl diese Verbindung bei 360 pM eine
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nahezu 100%ige Inhibition der DHS zeigte (s. Abb. 49), kann aufgrund der DNA-
interkalierenden Eigenschaften von 17 nicht ausgeschlossen werden, dass ein
antiviraler Effekt zusétzlich zur DHS-Inhibition auf andere Weise hervorgerufen

werden kdnnte.

114]
)[ ]

Tabelle 2: DHS-Inhibition bei Inkubation mit 80 uM der neuen, potentiellen DHS-Inhibitoren (mod.

Verbindung relative Inhibition in %°?
GC71 45
CNI-1493 2 36
5 -
16 <0
17 11
18 <0
19 <0
20 <0
26 <0
27 <0
28 14
29 <0

# Absolute Inhibition minus Negativkontrolle

Fur 17 wurde eine moderat dosis-abhangige Aktivitat gemessen, die bei 360 uM zu
einer 99%igen Inhibition der DHS fiihrte (s. Abb. 49). Da die Verbindungen bis 80 uM
keine messbare Inhibition, bzw. kein dosis-abhangiges Aktivitatsprofil zeigten, wurde

in diesen Fallen auf Tests mit noch hoheren Konzentrationen verzichtet.

20

—_— ---. o

Abb. 49: In vitro Inhibition der DHS in Abhangigkeit der Konzentrationen von 17 und 2814
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4.1.4 Fazit: Erste Generation potentieller DHS-Inhibitoren

Uber Struktur-basiertes Wirkstoffdesign wurden von A. Kolodzik 29 virtuelle Hits als
potentielle, neue Inhibitoren der DHS errechnet (s. Abb. 20, S. 26). Von diesen
waren drei Verbindungen kommerziell erhaltlich, und aus den restlichen 26
Verbindungen wurden nach synthetischen Uberlegungen 11 Verbindungen
ausgewahlt, die anschlieRend chemisch synthetisiert werden sollten (s. Abb. 22, S.
28 und Abb. 26, S. 30).

Uber effiziente Syntheserouten konnten sieben der ausgewahlten Verbindungen
erfolgreich synthetisiert werden (s. Kap. 4.1.1 bzw. 4.1.2, S. 27ff). Die mit den drei
kommerziell erhéltlichen insgesamt 10 neuen, potentiellen DHS-Inhibitoren 5, 16-20
und 26-29 wurden von M. Krepstakies und P. Priyadarshini eingehenden in vitro
Tests hinsichtlich der DHS-Inhibition und der Inhibition der HIV-1 Replikation
unterzogen (s. Kap. 4.1.3, S. 45ff). Dabei wurde fur 17 und 28 eine Inhibition der
DHS festgestellt (s. Tabelle 2, S. 48). Aus diesen Ergebnissen lasst sich
schlussfolgern, dass die bioinformatischen Rechnungen einer Optimierung bedurfen,
da die als aktiv vorausgesagten, anderen Verbindungen 16, 18-20, 26, 27 und 29 in
vitro keine Aktivitat zeigten. Die DHS-Assay-Ergebnisse bestétigten sich weitgehend
in den Untersuchungen zur Inhibition der HIV-1 Replikation (s. S. 47). Nur 17 zeigte
signifikante Aktivitat gegen HIV-1. Bei 17 (DAPI), der als DNA-Farbstoff in der
Biochemie genutzt wird, spielen eventuell hinsichtlich der guten Werte fur die HIV-1
Inhibition zusatzlich zur DHS-Inhibition auftretende Wirkmechanismen eine Rolle.
Positiv ist, dass alle getesteten Verbindungen bis zu einer Konzentration von 4 uM

keine toxischen Effekte auf die Zellen hatten.

Zusammengefasst mit der in vitro DHS-Inhibition von 17 ist die Aktivitat dieser
Verbindung als einzige von den bioinformatischen Berechnungen Kkorrekt
vorausgesagt worden. Jedoch zeigte das Dosis-Wirkungsprofil von 17, dass noch
weiter optimierte Berechnungen notwendig sind. AuRerdem muss durch strukturelle
Veranderungen von 17 verhindert werden, dass ein potentieller Wirkstoff DNA-

interkalierende Eigenschaften hat.

In den beiden folgenden Kapiteln wird dargestellt, wie die in diesem Kapitel
beschriebenen, gewonnen Erkenntnisse zu einer Optimierung des molecular
modellings genutzt wurden und somit erfolgreich, neue DHS-Inhibitoren entwickelt

werden konnten.
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4.2 Zweite Generation neuer, verbesserter DHS-Inhibitoren

Nach der erfolgreichen Darstellung und Testung von Verbindungen aus der ersten
Generation neuer, potentieller Inhibitoren der Desoxyhypusinsynthase wurde mit 17
eine in silico und in vitro aktive Verbindung erhalten (s. Abb. 50).

NH
N
I ™ "
H,N H

17 (DAPI) GC7 1

Abb. 50: Identifizierter in vitro bzw. in silico Hit 17 und der bekannte Inhibitor GC7 1 fir weitere
Optimierung des virtuellen Screenings

Vergleicht man die Struktur dieser Verbindung mit den anderen, in vitro inaktiven
Verbindungen, stellt man grol3e strukturelle Unterschiede fest (s. Abb. 51). In den
meisten inaktiven Verbindungen sind die Aminogruppen direkt an den Aromaten
gebunden und weisen somit ganz andere physikochemische Eigenschaften z. B.
hinsichtlich des pKg-Wertes im Bezug auf die Ausbildung von lonenpaarbindungen

oder der Tendenz zur Ausbildung von Wasserstoff-briickenbindungen auf.

i /©/NH2 e N—N NH H2N O
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"y R ¢ C
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H2N)WN NH,
- H
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Abb. 51: Ubersicht der getesteten, ersten Generation neuer, potentieller DHS-Inhibitoren (grau
eingefarbt: in vitro inaktive oder nur minimal aktive Verbindungen)

Gemeinsam ist allen Verbindungen, dass sie selbst keine negativ geladenen
Gruppen tragen. Da jedoch das aktive Zentrum der DHS viele negativ geladene
Aminosaureseitenketten besitzt (s. Abb. 7C, S. 10), ist fUr eine erfolgreiche Bindung
die Fahigkeit zur Ausbildung von lonenpaar- und/oder Wasserstoffbriickenbindungen

notwendig. Daraus ergibt sich eine mogliche Erklarung fur die Inaktivitat der
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Verbindungen 26, 27 und 29. Deren aromatische Aminogruppen liegen eventuell
unter physiologischen Bedingungen nicht protoniert vor und kdnnen deswegen nicht
effizient mit den Carboxylat-Seitenketten der Aminosauren im aktiven Zentrum der

DHS wechselwirken.

Von A. Kolodzik wurden die moglichen Interaktionen von 17 (DAPI) mit den
Aminosauren im aktiven Zentrum der DHS berechnet (s. Abb. 52). Wahrscheinlich
sind die protonierbaren Amidinogruppen fir eine erfolgreiche Ausbildung von
Wasserstoffbriicken verantwortlich. Auf3erdem ermdglichen die Aromaten m-rnt-
Wechselwirkungen mit dem Tryptophan327 im aktiven Zentrum.
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Abb. 52: Bioinformatische Berechnung des aktiven Zentrums der DHS mit gebundenem 1718

Fur eine Neuberechnung bzw. Optimierung des virtuellen Screenings neuer,

potentieller DHS-Inhibitoren wurden folgende Bedingungen aufgestellt: Es sollte

¢ die Rigiditat des 2-Phenyl-indols vermieden werden,

e trotzdem eine deutlich hohere Rigiditat als bei GC7 erhalten werden,

e eine aromatische Kernregion fur Wechselwirkungen mit Trp327 vorhanden sein,
e eine Verbindung mit leicht protonierbare Gruppen erhalten werden und

e der Abstand der funktionellen Gruppen besser auf das aktive Zentrum

abgestimmt sein.

Aufgrund der DNA-interkalierenden Eigenschaften von DAPI 17%'? kann diese
Verbindung nicht als ,Wirkstoff‘ verwendet werden, sondern wurde in diesem Fall als
Hit zusammen mit GC7 1 als Basis fur weitere potentielle DHS-Inhibitoren verwendet.

Fur die Berechnung dieser zweiten Generation von Verbindungen befinden wir uns in
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dem in Abb. 53 dargestellten Arbeitsablauf in der unteren Reihe (,LOFT®™ und
Recore™® bis ,HYDE!®® rescoring*). Mit diesen Computerprogrammen wurde von A.
Kolodzik zusatzlich zum Struktur-basierten Screening auch Fragment-basiertes
Wirkstoffdesign angewandt.®! Dazu wurden 1 und 17 virtuell in Fragmente zerlegt
(,LOFT"), diese Fragmente modifiziert (,Recore®), zuféllig wieder kombiniert und von
allen Kombinationen die in silico Bindungsaffinitat zur DHS bestimmt (,FlexX
docking“ und ,HYDE rescoring").

ZINC
TrixX FlexX HYDE . 5
3 x : Virtual Hits
dockin dockin rescorin
clean leads

synthesis

or Virtual Hits
ordering

Lead cell toxicity / HIV inhibition
Structures assay assay

+ known binders

Lead L::S FlexX HYDE
Structures A docking rescoring

Abb. 53: Schematische Darstellung der durchgefiihrten Leitstruktursuche!®!

Von den aus den verschiedenen Fragmenten konstruierten Verbindungen wiesen 72
neuartige Molekulle eine hohere, kalkulierte Bindungsaffinitat als GC7 1 und 17 zur

DHS auf. Eine Ubersicht der vier theoretisch aktivsten Verbindungen ist in Abb. 54

dargestellt.

-41 (FlexX) / -43 (HYDE) 47 43 (FlexX) / -46 (HYDE)
NH,"
NH,'
NH,* HN NH,* HN
HNT N HN™ N N
48 .44 (FlexX)/ -40 (HYDE) 49 43 (FlexX)/ -44 (HYDE)

Abb. 54: Auf Ergebnissen der ersten Generation basierende, berechnete zwe|te Generatlon neuer,
potentieller DHS-Inhibitoren (in silico aktivste Verbindungen)™®

Da diese Verbindungen alle @hnlich verbesserte Aktivitaten im Vergleich zu GC7 1
und DAPI 17 (FlexX-Wert: -32 bzw. -31) besalRen, wurde flr eine Darstellung
Verbindung 46 (2-(2-Guanidinoethyl)-5-aminomethyl-1H-indol) nach synthetischen

Gesichtspunkten ausgewahlt. Es wurde zuné&chst nur die Synthese flur eine
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Verbindungen entwickelt, da zu diesen Verbindungen noch keine in vitro Daten
bekannt waren und noch nicht klar war, ob sich nun die in silico Aktivitdt auch im

biologischen Assay bestatigen lassen wirde.

4.2.1 Synthesestrategie fur den neuen DHS-Inhibitor der zweiten Generation

Aus den neu berechneten Verbindungen wurde 2-(2-Guanidinoethyl)-5-aminomethyl-
1H-indol 46 zur Synthese ausgewahlt. Wie schon bei den Verbindungen der ersten
Generation, sollte eine moglichst kurze und effiziente Syntheseroute entwickelt
werden (vgl. Kap. 4.1.2, S. 29ff). Jedoch zeigte sich im Verlauf der Arbeit, dass hier
deutlich mehr Syntheseaufwand betrieben werden musste. In Abb. 55 ist die

Zielverbindung mit synthetisch vorstellbaren Bindungsbriichen dargestellt.

Abb. 55: Synthetisch vorstellbare Bindungsbriiche 1 bis 3 bei der Zielverbindung 46

In der Literatur existieren verschiedenste Méglichkeiten zur Indolsynthese.**”) Eine
der bekanntesten ist die Fischer-Indol-Synthese, bei der Arylhydrazine mit Ketonen
umgesetzt und unter sauren Bedingungen zum Indol zyklisiert werden (2a).™® Viele
neuere Reaktionen nutzen Ubergangsmetalle als Katalysatoren (2a/2b). Bekannt ist

auch, dass sich Nitrile zu Methylaminen reduzieren lassen (1).*9*2!

Literaturbekannt ist, dass sich primare aliphatische Alkohole unter Mitsunobu-
Reaktionsbedingungen mit geschiitztem Guanidin umsetzen lassen.™**24 Auch ist
es maoglich, Alkylguanidine durch die nucleophile Substitution von Alkylhalogeniden

(Bromid, lodid) mit deprotoniertem Guanidin darzustellen (3).?

Abb. 56: Schematische Darstellung der Retrosynthese von 46 (Schutzgruppen nicht gezeigt)
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Das Substitutionsmuster der Zielverbindung 46 schrankte die Auswahl an den
Edukten ein und machte die Anwendung geeigneter Schutzgruppenchemie
notwendig. So galt es, die Aminomethylfunktion zu blockieren oder durch
Funktionelle-Gruppen-Umwandlung einzufihren (1). Hierzu sollte die Reduktion
eines entsprechenden Nitrils erprobt werden. Beim Aufbau des Indolgerists war es
wichtig, dass die 2-Guanidinoethylfunktion selektiv in der 2-Position des Indols
eingefihrt werden konnte (2). Fir die Guanidinogruppe sollten geeignete
Schutzgruppen verwendet werden, die einen direkten Einsatz in der Syntheseroute
ermoglichen. Alternativ sollte die Guanidinogruppe aus entsprechenden Vorlaufern
nach der Indolsynthese eingefuhrt werden (3). Es war nicht bekannt, in welcher
Abfolge die Schritte (1) bis (3) am effizientesten durchzufihren sind (s. Abb. 56).

Dies sollte ebenfalls untersucht werden.

Bei den literaturbekannten Darstellungsméglichkeiten von Alkylguanidinen war
unbekannt, inwieweit sich solche Reaktionen auf die zur Darstellung von 46
bendtigten Edukte Ubertragen lieRen und inwieweit z. B. eine Hydroxygruppe zu
Nebenreaktionen bei der Indolsynthese flhren konnte. In diesem Fall missten
zusatzliche Schutzgruppen fir die OH-Gruppe verwendet werden. Denkbar war
auch, die Guanidinogruppe vor der Indolsynthese einzufiihren, um so die lineare

Syntheseroute zu verkirzen.

Bei der Schutzgruppenauswahl musste die orthogonale Kompatibilitat berticksichtigt
werden. Da die meisten Ringschlisse und Indolsynthesen unter basischen
Bedingungen stattfinden, war eine basenstabile Schutzgruppe an der Guanidino-
bzw. der Aminomethylfunktion notwendig. Entsprechend der genannten
Voraussetzungen wurde die tert-Butyloxycarbonylgruppe gewahlt (vgl. Abb. 57, S.
55). Diese ist zum einen basenstabil und bietet den Vorteil, dass sie relativ leicht im
Sauren spaltbar ist und in die gasformigen Nebenprodukte Kohlenstoffdioxid und
Isobuten zerféllt. Die Abspaltung war im organischen Losungsmittel unter Einleitung
von Chlorwasserstoffgas geplant, was dazu fiihren sollte, dass das reine Produkt 46
als entsprechendes Hydrochlorid aus der Reaktionslosung ausfiel und durch

einfache Filtration erhalten werden sollte.
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4.2.2 Erste Gehversuche zur Darstellung von 2-(2-Guanidinoethyl)-5-
aminomethyl-1H-indol 46

Die Syntheseroute sollte mit dem kommerziell erhéltlichen 4-Amino-3-
iodbenzonitril 50 und dem Aufbau des Indolgeristes beginnen. Die Einfuhrung der
Boc-modifizierten Guanidinogruppe wurde Uber die auf Seite 53 beschriebenen
Wege erprobt. Die Reduktion der Nitrilfunktion war als vorletzte Stufe geplant, da so
die Schutzgruppenchemie an der Aminomethyl-Position vermieden werden sollte (s.
Abb. 57). Im letzten Schritt sollte die Abspaltung der Boc-Schutzgruppen unter
Fallung der gewlinschten Zielverbindung 46 als Hydrochlorid erfolgen. In den von mir
angeleiteten Bachelorarbeiten von K. Pfaff und D. Hieke wurden einige der in Kap.
4.2.2 und Kap. 4.3 (S. 71-93) vorgestellten Reaktionen durchgefiihrt.'26:12"]

H,N
=N
Entschutzung N Boc Reduktion
HoN v
2 N Boc
x 2 HCI N
H 51
R H2N>_
)z =N
NC 2 NC A\ R NC N  Boc
F — L —— W Boc
NH, Ringschluss H Einfihrung der H
54a: R =Br 53a: R=Br Guanidinogruppe 52
54b: R = OH 53b: R = OH
54c: R = OTBDMS 53c: R=OTBDMS

Kupplun\ /direkter Ringschluss

(jw

55a: R =Br
55b: R = OH

Abb. 57: Erste Syntheseroute zur Darstellung von 2-(2-Guanidinoethyl)-5-aminomethyl-1H-indol 46

Insgesamt ware diese Route mit finf Stufen schon relativ effizient. Zuséatzlich sollte
erprobt werden, ob sich die Kreuzkupplung und der anschlieBende Ringschluss zum
Indol auch in einer Eintopf-Reaktion durchfiihren lassen und so die Route um eine

Stufe auf vier Reaktionsschritte weiter verkiirzt werden kann.

55



Resultate und Diskussion

C-C-Kreuzkupplungsreaktion:

Fur den ersten Schritt der Syntheseroute wurde eine C-C-Kreuzkupplungsreaktion
nach Sonogashira et al. verwendet (s. Abb. 57).® |n dieser Reaktion werden
Arylhalogenide mit terminalen Alkinen unter Palladiumkatalyse und Kupferiodid als
Zusatz in Gegenwart einer Base umgesetzt. Nachteile sind eine oft schwierige
Abtrennung der Metalle und auch die hohen Kosten der Katalysatoren. Im Jahr 2009
berichteten Sedelmeier et al. Uber eine kupferfreie Sonogashira-Variante, die
polymergebundenes Pd(PPhs), als Katalysator sowie DBU als Base verwendet.!*!
Dieser Pd EnCat TPP30® soll den Vorteil bieten, den Katalysator durch einfache
Filtration zuriickzugewinnen und wiederzuverwenden.**”! Beide Varianten wurden fiir
die Reaktion von 4-Amino-3-iodbenzonitril 50 mit den Alkinen 55a bzw. 55b getestet
(s. Tabelle 3).

Interessanterweise konnte das Kupplungsprodukt 54a mit 4-Brombut-1-in 55a nach
keinem der zwei Verfahren erhalten werden. Bei Rkt. 1 wurden keine sauberen
Fraktionen erhalten, jedoch deuteten die Signale im 'H-NMR-Spektrum einer
Fraktion auf eine entstandene C-C-Doppelbindung hin. Deutlich bessere Ergebnisse
wurden mit 3-Butin-1-ol 55b erzielt. Sowohl nach der klassischen Variante mit
Kupferiodid als auch nach der kupferfreien Variante wurde 54b nach

saulenchromatographischer Reinigung mit einer Ausbeute 94% bzw. 85% isoliert.

Tabelle 3: Durchgefiihrte C-C-Kreuzkupplungen von 4-Amino-3-iod-benzonitril 50 mit 55a bzw. 55b

RKt. Alkin Katalysator Kupfer(l)iodid Base Ausbeute
1 55a Pd(PPh3).Cl; ja EtsN -
2 55a Pd(PPhs)s ja DIPEA -2
3 55a  Pd EnCat TPP30° nein DBU -°
5 55b Pd (PPh3).Cl, ja EtsN  94% 54b
6 55b Pd EnCat TPP30° nein DBU 85% 54b

2 keine charakterisierbaren Fraktionen, ® diverse Nebenprodukte, z. B. dehalogeniertes Edukt

Bevor der Ringschluss zum Indol untersucht werden sollte, wurde die
Hydroxyfunktion von 54b mit der tert-Butyldimethylsilyl-Schutzgruppe blockiert. Auf
diese Weise sollten eventuelle Nebenreaktionen beim Ringschluss vermieden
werden, z. B. ein Angriff der OH-Gruppe auf das gebildete Indol unter moéglicher

Funfringbildung.
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_ OH  1.75 Aquiv. Imidazol OTBDMS
NC Z 1.25 Aquiv. TBDMS-CI NG =
Pyridin, Rt, 18 h
NH NH

2 90% 2
54b 54c

Abb. 58: Darstellung von 4-Amino-3-(4-O-tert-butyldimethylsilyloxybut-1-inyl)-benzonitril 54c

Die Reaktion wurde unter Standardbedingungen fur die Einfuhrung von
Silylschutzgruppen durchgefihrt. Mit TBDMS-CI als Silyldonor und Imidazol als
Aktivator konnte das Produkt 54c in einer Ausbeute von 90% erhalten werden. Mit
den zwei erfolgreich synthetisierten Verbindungen 54b und 54c wurde im né&chsten
Schritt der Ringschluss zum Indol erprobt. AuRerdem ist im Folgenden beschrieben,
wie die in situ Indolsynthese getestet wurde.

Ringschluss zum Indol:

Der Aufbau des Indolgeriistes kann als Schlisselschritt der Syntheseroute
angesehen werden. Der Substituent wurde selektiv in der 2-Position am Indol
bendtigt, da auf diese Weise die Position der spateren Guanidinoethyl-Einheit
festgelegt wird. Deshalb wurde zunachst die Uberlegung der zweistufigen Synthese
aus Kreuzkupplung und anschlieBendem Ringschluss verfolgt (s. Abb. 57, S. 55). Auf
diese Weise ist die Position der spateren Guanidinoethyl-Einheit festgelegt. Die
Zyklisierung von Alkinen mit aromatischen Aminogruppen wird in vielen Fallen mit
Ubergangsmetallen unter basischen Bedingungen katalysiert.

Zunachst wurden Reaktionsbedingungen von Hiroya et al. erprobt.**! In einer
Stickstoffatmosphare wurde 54b mit Kupfer(ll)Acetat als Katalysator umgesetzt (s.
Abb. 59).

OH 0.2 Aquiv. Cu(OAc),,
NC Z 1,2-Dichlorethan, Reflux, 20 h NCWOH
N

NH, H
54b 53b

Abb. 59: Versuchter Ringschluss nach Hiroya et al.

Nach der Aufarbeitung und saulenchromatographischer Reinigung konnte jedoch
kein Produkt erhalten werden. In einem zweiten Versuch wurde, wie von Castro et al.
beschrieben, Kupferiodid als Katalysator verwendet.**?) Zuerst wie in der Literatur
angeben ohne Basenzusatz, da jedoch diinnschichtchromatographisch nach 18 h bei
100 °C kein Umsatz detektiert werden konnte, wurden im weiteren Verlauf zuerst
DBU und dann t-BuOK zugegeben (s. Abb. 60). Nach 4 Tagen Reaktionszeit konnte
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das Indol 53b auf diese Weise erfolgreich und mit einer Ausbeute von immerhin 60%

isoliert werden.

0.5 Aquiv. Cul

a. 18 h ohne Base

b. + 1 Aquiv. DBU
OH c. + 1 Aquiv. ‘BUuOK

NG =Z DMF, 100 °C, 4 d NCWOH
) N
NH, 60% N
54b 53b

Abb. 60: Erfolgreicher Ringschluss nach Castro et al. zum Indol 53b

Fur die lineare Syntheseroute sollte jedoch die Ausbeute weiter verbessert werden.
So wurde untersucht, ob die Verwendung von OTBDMS-geschitztem
Kupplungsprodukt 54c zum Ringschluss besser geeignet ist. Mit 54c wurden
anschlieend vier weitere Ringschlussreaktionen durchgefiihrt und die Rohprodukte
saulenchromatographisch gereinigt (s. Tabelle 4).

Tabelle 4: Erprobte Synthesen zur Darstellung von 53c aus 54c

RKt. Kat. Base Losungsmittel T [°C] t][d] Ausbeute
1 Cul DBU DMF 80 5 54% 54c?
2 CpTiCls3 EtzN THF Rt 3.5 69% 54c
3 Cu(OAc), KH  1,2-Dichlorethan 70 2 100%" 56
4 - KH NMP Rt 1 23% 54c / 2% 53b

®zusatzlich 15 und 16 im Verhéltnis 0.5:1 detektiert, bverunreinigt durch Ethylacetat
Auffallig sind die teilweise langen Reaktionszeiten, was mdoglicherweise auf das
reaktionstrage Edukt 54c zurtckzufihren ist. Die Gefahr, dass sich die
Elektronegativitat der Nitrilgruppe negativ auf die Synthesen auswirken kodnnte,
wurde in Kauf genommen, da die Syntheseroute mdglichst kurz sein sollte. Die bei

diesen Syntheseversuchen entstandenen Produkte sind in Abb. 61 dargestellt.

Bei den Reaktionen 1 (nach Castro et al.) und 2 (nach McGrane et al.**®!) wurden
trotz der langen Reaktionszeit recht hohe Anteile des Eduktes 54c reisoliert.
Reaktion 1 fihrte auBerdem zu den Verbindungen 53b und 54b, die als Mischfraktion
im *H-NMR-Spektrum im Verhaltnis von 1 zu 0.5 erkennbar waren. Das heifl’t, es
kam zwar zu einer Ringschlussreaktion, aber nur unter Abspaltung der TBDMS-

Gruppe, die sehr wahrscheinlich durch die Verwendung von DBU verursacht wurde.
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OH
NCWOTBDMS NC\©\/>JOH NCC%V Ncm//
NH N

2 H

Iz
Iz

53c 53b 54b 56

Abb. 61: Erhaltene Produkte 53b, 54b und 56 bei den Zyklisierungsversuchen von 54c
Bei Reaktion 3 (nach Hiroya et al.) wurde nur Verbindung 56 erhalten, dessen hohe
berechnete Ausbeute auf eine nicht ausreichende Trocknung im Olpumpenvakuum
zurlckzufihren war, die in diesem Fall noch Ethylacetat von der Chromatographie im
Produkt hinterliel3. Die Eliminierung von tert-Butyldimethylhydroxysilan ist vermutlich
auf die stark basischen Bedingungen sowie die hohe Reaktionstemperatur
zuriickzufithren. Das *H-NMR-Spektrum des Eliminierungsproduktes 56 ist in Abb. 62

dargestellt.
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Abb. 62: "H-NMR-Spektrum von 5-Cyano-2-vinyl-1H-indol 56 in DMSO-dg

Die letzte Reaktion 4 (nach Rodriguez et al.**) lieferte einen Teil des Eduktes 54c,
sowie einen sehr geringen Anteil der ringgeschlossenen Verbindung 53b ohne

TBDMS-Gruppe. Diese teilweise unerwarteten Reaktionsprodukte zeigen, dass von
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einer tert-Butyldimethylsilyl-Schitzung der Hydroxylgruppe abzuraten ist. Auch
konnte nach der Methode nach Castro et al. mit Kupferiodid das 5-Cyano-2-(2-
hydroxyethyl)-1H-indol 53b in immerhin 60% Ausbeute isoliert werden, so dass
davon auszugehen ist, dass die freie Hydroxylgruppe keine fatalen Einflisse auf die
Reaktion hat.

Um die Ausbeute bzw. die Effizienz der Syntheseroute zu steigern, wurde als
nachstes versucht, die Kreuzkupplung und den Ringschluss in einem Schritt
durchzufuhren. Dabei sollte auch erprobt werden, wie sich die Selektivitat im Hinblick
auf die 2- bzw. 3-Position der Alkylkette verhalt.

C-C-Kreuzkupplung und in situ Ringschluss:

Theoretisch hétten die in Tabelle 3 (S. 56) erprobten Reaktionsbedingungen zur C-C-
Kreuzkupplungsreaktion mit Palladium-Katalysator und Kupferiodid einen auf die
Kupplung folgenden Ringschluss ermdglichen kdnnen. Dieser konnte jedoch in
keinem der Félle beobachtet werden. Bei der Suche nach Alternativen wurde eine
von Larock et al. veréffentlichte Reaktion entdeckt.™®® Die Reaktion erméglicht die
Darstellung von 2,3-disubstituierten Indolen dber die Palladium-katalysierte
Zyklisierung von internen Alkinen mit 2-lodanilin. Diese Reaktionsbedingungen
sollten nun auf 4-Amino-3-iodbenzonitril 50 und die Alkine 55a und 55b angewendet
werden. Da die Reaktion Palladium-katalysiert verlauft, wurde in dieser Arbeit neben
verschiedenen homogenen Palladiumkatalysatoren (s. Tabelle 5, S. 62) auch
Pd EnCat TPP30® erprobt, der eine heterogene Form von Pd(PPhs), darstellt (s. S.
56). Zusatzlich wurden 5 Aquiv. Natriumcarbonat als Base, sowie 1 Agquiv.

Lithiumchlorid zur Aktivierung des Katalysators benétigt.

Der vermutete Reaktionsmechanismus der Indolsynthese nach R. C. Larock ist in
Abb. 63 (A) dargestellt. In den ersten beiden Schritten | und Il erfolgt die Aktivierung
des Katalysators durch Koordination eines Chlorid-Liganden. Nach Amatore et al. ist
dieser Schritt Il fur die kinetischen Phanomene der folgenden oxidativen Addition
verantwortlich.™*® In Schritt 1l findet eine oxidative Addition des Aryliodids an die
aktive Spezies statt, worauf die Koordination des Alkins an das Palladium-Atom des
Intermediates folgt (Schritt 1V). Das Alkin insertiert anschlieRend regioselektiv und in
syn-Orientierung in die Aryl-Palladiumbindung, es kommt zur Substitution des lodids

durch das Stickstoff-Atom unter Ausbildung eines sechsgliedrigen Heteroatom-
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beinhaltenden Palladacyclus (Schritt V). Die darauffolgende reduktive Eliminierung VI
filhrt zur Freisetzung des 2,3-substituierten Indols sowie des Katalysators.*!

Die aus den Synthesen erhaltenen Ergebnisse der regioselektiven syn-Insertion des
Alkins werden von R. C. Larock in Abb. 63 (B) so interpretiert, dass es gunstiger ist,
wenn sich der sterisch anspruchsvollere Rest R" auf der Palladiumseite befindet.
Interessanterweise widerspricht dieses Modell anderen Ergebnissen, bei denen
unsymmetrische Alkine in Arylpalladiumbindungen mit der entgegengesetzten

Orientierung insertieren.*3”!

Maoglicherweise spielen auch sterische Effekte im
sechsgliedrigen Palladazyklus (Schritt V) eine Rolle, so dass sich R" so weit wie
moglich  von der sich bildenden Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindung entfernt
orientiert.*

A Pd(PPh,),

|
P,  L=PPh,

| cr

R
I
C[}—RL HNR
Y . o <)
Vi I
R AN HNR -
N L
c-Pd >/ L. 1
Y= ot
LRL HS L

340
o

A —RS

S
| Pd” Pa”
Z _~ . FAVORED N

C==C OVER c==¢C
- N o s

B S = smaller group ; L = larger group

7

/\

S

Abb. 63: A) Postulierter Mechanismus der regioselektiven Ringschlussreaktion und B) schematische
Darstellung der bevorzugten Alkinorientierung nach Larock et al. (mod.)!***!
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Als Aryliodid wurde 4-Amino-3-iodbenzonitril 50 eingesetzt und als Alkine wurden 1.5
Aquiv. sowohl 4-Brombut-1-in 55a als auch 3-Butin-1-ol 55b erprobt. Zusétzlich
wurden 5 Aquiv. Natriumcarbonat, 1 Aquiv. Lithiumchlorid und 5-6mol% des
entsprechenden Palladiumkatalysators eingesetzt (s. Abb. 64 und Tabelle 5).

| Pd-Kat., LiCl, Na,COs,

NC o NC R
R DMF, 100 °C
CE vz W
NH, N

H

50 55a: R =Br 53a: R=Br
55b: R = OH 53b: R=0H

Abb. 64: Darstellung der substituierten Indole 53a und 53b

Tabelle 5: Indolsynthesen unter Larock-Reaktionsbedingungen

Rkt.  Alkin Katalysator Zeit Ausbeute
1  55b Pd(PPh),  20h 31% 53b + 45% 57
2 55b PdACIL(PPh), 15h  15% (53b/54b/57)% + 22% 54b"
3 55b  PdCl,(dppf) 19h 16% 53b + 35% 57
4  55a  Pd(PPh),  24h 13% 56
5 55a  Pd(PPh),  24h 14% 56

®Trennung der entstandenen Isomere und nicht zyklisiertem 54b nicht erfolgreich, bc-c-
Kreuzkupplungsprodukt 54b

Nach beendeter Reaktion wurde die jeweilige Reaktionsmischung im Vakuum
eingeengt, in wenig Wasser aufgenommen und mit Ethylacetat extrahiert. Die
organische Phase wurde nochmal mit Wasser gewaschen, uUber Natriumsulfat
getrocknet und zur Trockene eingeengt. Die anschlieBenden

saulenchromatographischen Reinigungen fuhrten zu interessanten Ergebnissen.

OH
P OH
NC 7 NC
NCWOH NC N \@\/\/ \©j\>_//
N
M M NH, H
53b 57 54b 56

Abb. 65: Erhaltene Produkte nach Anwendung der Larock-Reaktionsbedingungen

Die erste Reaktion war eigentlich schon die Beste, da eine Gesamtausbeute von
76% erzielt wurde (Rkt. 1). In allen Fallen wurde mit 3-Butin-1-ol 55b keine
signifikante Regioselektivitat beobachtet (Reaktionen 1 bis 3). Es wurde stets eine
Mischung der 2- bzw. 3-substituierten Indole 53b und 57 erhalten. Bei Reaktion 2

wurden zusatzlich 22% des Kupplungsproduktes 54b erhalten, da hier anscheinend
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die Reaktion vor der Zyklisierung stehen geblieben ist. Die erprobten Katalysatoren
hatten sowohl einen Einfluss auf die Ausbeute als auch auf die Reinigung. So
konnten die Produkte 53b, 54b und 57 bei Reaktion 2 nicht sauber getrennt werden
und auch bei Reaktion 3 wurden zunachst viele Mischfraktionen erhalten, so dass
dort zweimal chromatographiert werden musste. Die Gesamtausbeuten sind mit 37%
(Rkt. 2) und 51% (Rkt. 3) geringer als bei Reaktion 1, so dass Pd(PPhs)s der
Katalysator der Wahl firr diese Reaktion ist. Exemplarisch ist im Folgenden das *H-
NMR-Spektrum des in Reaktion 1 isolierten 5-Cyano-2-(2-hydroxyethyl)-1H-indols
53b abgebildet. Erkennbar ist, dass neben dem 2-substituierten Indol 53b noch ca.
7% des 3-substituierten Indols 57 enthalten sind, die nicht abgetrennt werden

konnten.

IR VW W

—11.47

NC

Abb. 66: "H-NMR-Spektrum des 5-Cyano-2-(2-hydroxyethyl)-1H-indols 53b in DMSO-ds

Im Gegensatz zu den Synthesen mit 3-Butin-1-ol 55b wurde beim zweimalig
versuchten Umsatz von 4-Brombut-1-in 55a mit 50 nur 5-Cyano-2-vinyl-1H-indol 56
in einer Ausbeute von um die 13% erhalten (s. Tabelle 5, S. 62). Anscheinend kommt
es zur Eliminierung von HBr aus dem gebildeten Indol oder schon wahrend des
Ringschlusses. Das Edukt 50 oder andere Nebenprodukte konnten in diesen

Synthesen nicht reisoliert werden.
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Die Larock-Reaktionsbedingungen konnten demnach erfolgreich auf die direkte
Indolsynthese ausgehend von 53b dbertragen werden. Da in allen Fallen
Mischungen der 2-/3-substituierten Regioisomere erhalten wurden, scheint der
sterische Anspruch der 2-Hydroxyethylgruppe nicht auszureichen, um die Insertion
des Alkins zu steuern (vgl. Abb. 63, S. 61). Als Alternative ist eine direkte Kupplung
des geschuitzten Alkins O-tert-Butyldimethylsilyloxybut-3-in denkbar. Jedoch hatte
sich die TBDMS-Schutzgruppe in vorigen Versuchen bereits als ungeeignet erwiesen
(s. S. 58f). Zusatzlich zum Problem der Selektivitat sind die erzielten Ausbeuten bei
Verwendung von 4-Amino-3-iodbenzonitril 50 generell nicht zufriedenstellend. Fur die
Selektivitat konnte man noch groRere Schutzgruppen an der Hydroxygruppe
verwenden oder direkt das geschitzte Guanidinoalkin 58 kuppeln, das durch die
zwei Boc-Gruppen sterisch anspruchsvoller ist (vgl. Abb. 68, S. 66). Fragwurdig ist
aber, ob sich hierdurch die Ausbeuten verbessern lassen, da die sterische
Information relativ weit weg vom Reaktionsgeschehen positioniert ist. Andererseits
kénnte auch die aromatische Aminogruppe von 50 modifiziert werden, um die

Reaktivitat und moglicherweise auch die Ausbeute zu steigern.

Bevor sich diesen Uberlegungen praktisch genahert wurde, wurden untersucht, ob
die auf die Kupplung und Indolsynthese folgenden Reaktionen wie geplant
funktionierten (s. Abb. 57, S. 55).

EinflUhrung der Guanidinogruppe:

Die C-C-Kreuzkupplung und der Ringschluss zum Indol 53b waren erfolgreich
bedurfen jedoch noch weiterer Optimierung. Als nachste Schritte zur Darstellung der
Zielverbindung 2-(2-Guanidinoethyl)-6-aminomethyl-1H-indol 46 sollten zum einen
die Reduktion der Cyanogruppe und zum anderen die Einflhrung der geschitzten
Guanidinogruppe erprobt werden (vgl. Abb. 57, S. 55). Die Einfuhrung der
Guanidinogruppe wurde zuerst am entsprechenden Alkin 55a und 55b getestet.
AnschlieRend sollten die Reaktionsbedingungen auf die Indolebene Ubertragen

werden.

Ausgehend von Bromalkanen wurde von Vaidyanathan et al. ein genereller Zugang
zu Alkylguanidinen publiziert.’*® Die dort verwendeten Reaktionsbedingungen
wurden auf 55a Ubertragen (s. Abb. 67). Dazu wurde N,N‘-Bis-tert-
butoxycarbonylguanidin 59 in absolutem DMF suspendiert und mit einem Aquivalent

gewaschenem Natriumhydrid portionsweise versetzt. Nach ca. 15 min deutete die
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nun klare Losung eine vollstandige Deprotonierung von 59 an. Die Losung wurde
anschlie@end zu einer Losung von 55a in abs. DMF getropft und bei
Raumtemperatur  fur 48 h  gerihrt. Nach der Aufarbeitung und
saulenchromatographischer Reinigung konnte das Produkt 55a mit einer Ausbeute
von 10% erhalten werden (s. Rkt. 1, Tabelle 6). Mdglicherweise war 59 doch nicht
vollstandig deprotoniert worden, so dass in Zukunft 1.2 Aquiv. Natriumhydrid getestet
werden konnten. Da die angegebene Ausbeute aus nur einem Versuch resultierte,
koénnte sie durch Optimierung wahrscheinlich gesteigert werden.

. @ Boc
)N\Hz ;ﬁagnr/ﬁirr\:aH, DMF,  Na @\)N\H 1 Aquiv. 55a, DMF, Rt, 48 h /\/llj NH,
Boc. . _B ’
00\~ -Boc Boc\N \N/Boc 10% Z ?J/
H “Boc
59 58

Abb. 67: Synthese von X in Anlehnung an Vaidyanathan et al.

Da sich bereits im vorigen Abschnitt gezeigt hatte, dass das Bromid 55a sowohl in
der C-C-Kreuzkupplung als auch beim Ringschluss versagte, wurde die obige
Synthese nicht weiter optimiert (vgl. Tabelle 3, S. 56 und Tabelle 5, S. 62).

Tabelle 6: Darstellung von N,N‘-Bis-tert-butoxycarbonylguanidinobut-3-in 58

Rkt.  Alkin Aquiv. 59 Reagenz T [°C] Zeit Ausbeute
1  55a 1 NaH Rt 48 h 10%
2 55b 2 DIAD & PPh, Rt 72 h 01%

3 55b 2 DIAD & PPh, 70 (u-Welle) 0.75h 61%
4 55b 1.5 DIAD & PPh, Reflux 4h 94%

 Keine Nebenprodukte isoliert (evtl. nicht vollstandig umgesetzt), b analog zu Dodd et al.l?

Als Alternative sollte die geschitzte Guanidinogruppe aus einer Hydroxygruppe unter
Mitsunobu-Reaktionsbedingungen synthetisiert werden (s. Abb. 68). Zuerst wurden
die Reaktionsbedingungen von D. S. Dodd auf das Alkin 55b Ubertragen (s. Rkt. 2,
Tabelle 6)."2 Zu einer Loésung aus Triphenylphosphin und N,N“-Bis-tert-
butoxycarbonylguanidin 59 in trockenem THF wurde 3-Butin-1-ol 55b zugetropft.
Nach Kuhlen auf 0 °C wurde DIAD langsam zugetropft. Bei Raumtemperatur wurde
anschlieBend bis zur vollstandigen Umsetzung der Edukte gerthrt. Nach
saulenchromatographischer Reinigung konnte das Produkt 58 in 91% Ausbeute

erhalten werden.
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NH, 1.5 Aquiv. PPhg, ITDaoc
1.5 Aquiv. DIAD
OH i Boc.. Jx. _Boc o ’ N NH2
P 1.5 /2 Aquiv. NN THF, 0°C »~ RUReflux =z~ \N|(
61-94% "Boc
55b 59 ° 58

Abb. 68: Darstellung von 58 aus 55a mittels Mitsunobu-Reaktionsbedingungen

Um die doch lange Reaktionszeit von 72 h (Rkt. 2) zu verkirzen, wurde eine
Mikrowellen-gestitzte Reaktion erprobt (Rkt. 3). Dadurch, dass N,N‘-Bis-tert-
butoxycarbonylguanidin 59 im Uberschuss eingesetzt wurde (2 Aquiv.), war es
schwierig, die Reaktion via Dinnschichtchromatographie zu verfolgen. Nach 45
Minuten wurde kein weiterer Umsatz detektiert und das Produkt 58 konnte nur in
61% Ausbeute erhalten werden. Moéglicherweise war die Reaktionszeit zu kurz. Als
weitere Alternative wurde die Reaktion wieder im ,klassischen® Rundkolben, aber in
der Siedehitze durchgefuhrt. Nach nur 4 Stunden Reaktionszeit konnte das Produkt
58 in einer sehr guten Ausbeute von 94% erhalten werden. In Folgeversuchen
konnten die Aquivalente an N,N‘-Bis-tert-butoxycarbonylguanidin 59 bei

gleichbleibend guter Ausbeute zudem noch von 2 auf 1.5 reduziert werden (Rkt. 4).

Zusammengefasst lasst sich festhalten, dass die Verwendung von 4-Brombut-1-in
55a nach den gesammelten, unerfreulichen Ergebnissen endglltig aufgegeben
wurde. Erfreulicherweise gelang die Einfihrung der geschitzten Guanidinogruppe
unter Mitsunobu-Reaktionsbedingungen ausgehend von 55b in reproduzierbaren und
sehr guten Ausbeuten. Da die Reaktion sehr hohen Umsatz zum Produkt zeigte und
keine Nebenreaktionen festgestellt wurden, sollten sich diese Reaktionsbedingungen
auf das Indol 53b Ubertragen lassen. Da auch nur eine begrenzte Menge 53b zur
Verfugung stand, wurden mit dem vorhanden 5-Cyano-2-(2-hydroxyethyl)-1H-indol
53b zunéachst Versuche zur Reduktion der Nitrilgruppe durchgefiihrt, bevor die
Einfihrung der Boc-geschitzten Guanidinogruppe an 53b durchgefuhrt werden

sollte.

Reduktion der Cyanogruppe zur Aminomethylgruppe:

Die Reduktion der Nitrilfunktion zur Aminomethylgruppe war als vorletzter Schritt der
Syntheseroute geplant (s. Abb. 57, S. 55). Zunachst wurde anhand des 4-Amino-3-
iodbenzonitrils 50 erprobt, welche Reagenzien prinzipiell zur Reduktion des Nitrils

geeignet sind.
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NH, NH,

50 60
Abb. 69: Schematische Darstellung der Synthese von 4-(Aminomethyl)-2-iodanilin 60

Es wurden die in Tabelle 7 dargestellten Reduktionsmittel getestet. Bei der
Verwendung von Wasserstoff an Palladium/Kohle konnte nach 12 Tagen keine
Umsetzung von 50 beobachtet werden. Ebenso fuhrte die Verwendung von
Zinn(Il)chlorid in konz. Salzs&ure zu keinem isolierbaren Produkt, es konnten nur

83% des Eduktes 50 zuriickerhalten werden.

Tabelle 7: Erprobte Reduktionsmittel zur Darstellung von 4-(Aminomethyl)-2-iodanilin 60

Rkt. Reagenz Losungsmittel T [°C] Zeit  Ausbeute

a

1 H, + Pd/C 1,4-Dioxan Rt 12d -
2 SnCl, konz. HCI 50 1h P
3 BHs*THF THF 67 5h 76%°

2 keine Umsetzung, ® 83% Edukt reisoliert, ¢ tiber zwei Stufen nach Li et al.*®

Der Boran*THF-Komplex ist ein weiteres Reagenz zur Reduktion und wurde z. B.
von Li et al. zur Reduktion aromatischer Nitrile verwendet.**® Zur Reduktion wurden
3 Aquiv. einer 1 molaren Losung von Boran in THF verwendet. Nach 5 h in der
Siedehitze wurde 2 molare Salzsaure zur Hydrolyse der Borane zugegeben und
anschlieBend fir eine weitere Stunde bei Ruckfluss gerihrt (s. Abb. 70). Das
entstandene Hydrochlorid des reduzierten Amins 60 wurde ohne weitere
Aufarbeitung in Dichlormethan suspendiert und mit 3 Aquivalenten Triethylamin
versetzt. AnschlieRend wurden 0.2 Aquiv. 4-(N,N‘-Dimethylamino)pyridin (DMAP) als

Katalysator und 3 Aquiv. Di-tert-butyldicarbonat zugesetzt.

1) BH3*THF Boc,0, Et;N, DMAP,
NC I 2)2 M HCI @ I CH.Cl,, Rt, 5 h Boc. I
H3N N
\©i THF, Reflux, Cl /\@[ 76% (lber beide Stufen) H/\E:[
NH, 1)5h,2)1h © NH, NH,
50 61 62a

Abb. 70: Reduktion von 50 mit BH;*THF und anschlieRende Einfiihrung der Boc-Schutzgruppe

Nach Aufarbeitung und saulenchromatographischer Reinigung konnte das reduzierte
und geschitzte O-tert-Butyl-(4-amino-3-iodbenzyl)carbamat 62a in einer Ausbeute

von 76% uber beide Stufen erhalten werden.
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Diese Reaktionsbedingungen wurden im Folgenden auf die Reduktion des Indols
53b Ubertragen (s. Abb. 71). Jedoch konnte nach den zwei Stufen kein Produkt 63a
isoliert werden. Da das Hydrochlorid direkt weiter umgesetzt wurde, kann nicht sicher
gesagt werden, welche Reaktion nicht funktioniert hat. Die Reaktionsverfolgung der
Reduktion mittels Diinnschichtchromatographie war nicht méglich und im *H-NMR-
Spektrum des Rohprodukts war ebenfalls nicht erkennbar, ob die Reduktion

erfolgreich war und ob das Indolgeriist noch intakt war.

1)a. 3 Aquiv. 1M BH3*THF, THF, Reflux, 4 h
b. 1.5 Aquiv. 2 M HCI, Reflux, 1 h
2) 3 Aquiv. Boc,0, 4 Aquiv. NEt;, 0.2 Aquiv. DMAP,

NCWOH CH,Cl,, Rt, 5 h BOC\HWOH
N N
H H
53b 63a

Abb. 71: Versuchte Reduktion des Indols 53b

Eventuell kam es zur unerwiinschten Reduktion des Indolgeriists zum Indolin. Da die
Moglichkeit zur Reduktion von Indolen literaturbekannt ist,™*% wurde nach einem

Weg gesucht, diese hier unerwiinschte Nebenreaktion zu umgehen.

Von R. R. Schmidt wurde berichtet, bei Boran-Reduktionen vor der hydrolytischen
Aufarbeitung Aceton zuzugeben und so den Hydridiiberschuss zu entfernen.*” Da
nicht mehr genug des Indols 53b vorhanden war, wurde fur diesen Test die
3-substituierte Indolverbindung 57 verwendet, die bei den Larock-Reaktionen als
Nebenprodukt erhalten wurde (vgl. S. 62f). Jedoch fuhrte dieses Vorgehen hier
ebenfalls nicht zum gewinschten Produkt 64 (s. Abb. 72).

1) a. 3 Aquiv. 1 M BH3*THF, THF, Reflux, 4 h
b. Aceton
OH ¢ 1.5 Aquiv. 2 M HCI, Reflux, 1 h
2) 3 Aquiv. Boc,0, 4 Aquiv. NEt;, 0.2 Aquiv. DMAP,
NC CH.Cl,, Rt, 5 h Boc\N
7 H
57 64

OH

A\

Abb. 72: Versuch der Darstellung von 64 unter Zusatz von Aceton nach der Reduktion mit BH;*THF

Diese Ergebnisse waren unerfreulich, bedeuteten sie doch das Scheitern der
Syntheseroute an dieser spaten Stelle. Mdoglicherweise ware mit weiterfihrenden
Versuchen eine Losung dieses Problem mdglich gewesen. Jedoch Uberwogen die
Nachteile, so dass die Syntheseroute komplett umgestellt wurde. Bevor die

verbesserte Syntheseroute beschrieben wird, sind im folgenden Kapitel die
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erhaltenen Resultate zu der ersten Syntheseroute (vgl. Abb. 57, S. 55) kurz

zusammengefasst.

4.2.3 Fazit: Erste Syntheseversuche zur Darstellung von 46

Die in Kap. 4.1, S. 25ff, beschriebenen Ergebnisse zur ersten Generation neuer,
potentieller DHS-Inhibitoren fihrten zur Optimierung des von A. Kolodzik
durchgefuhrten virtuellen Screenings (s. S. 50-52). Aus den berechneten, in silico
aktiven Verbindungen wurde 2-(2-Guanidinoethyl)-5-aminomethyl-1H-indol 46 zur
Synthese ausgewahlt (s. Abb. 54, S. 52). Die entwickelte Syntheseroute war Uber
funf bzw. vier Stufen geplant und ging von 4-Amino-3-iodbenzonitril 50 aus, das
zunachst mit entsprechenden Alkinen umgesetzt wurde (s. Abb. 73)

H2N

H,N
)=NH

HoN \,_/ " _Entschitzung HzNW Boc  Reduktion
N N
H H
46
R
Ringschluss W
60% N Einflhrung der

H Guanidinogruppe

54b: R = OH 53b: R = OH
54c: R = OTBDMS

Kupplung direkter Ringschluss
84-94% max. 31%

R
+/

NH2

55a: R = Br
50 55b: R = OH

Abb. 73: Erste Syntheseroute zur versuchten Darstellung von 46
Es konnte gezeigt werden, dass nur 3-Butin-1-ol 55b zum Aufbau des Indolgerists
geeignet war. Hier konnten fur die Sonogashira-Kreuzkupplungsreaktion Ausbeuten
von 84-94% zur Darstellung von 54b erreicht werden (s. S. 56). Auch der
Ringschluss zum Indol 53b gelang mit immerhin 60% Ausbeute (s. S. 57).

Interessanterweise konnte fur die TBDMS-geschitzte Verbindung 54c kein Produkt
53c isoliert werden. Stattdessen wurden Mischungen aus entschitztem 54c, dem
Edukt und 5-Cyano-2-vinyl-1H-indol 56 erhalten (s. Abb. 61, S. 59). Das gleiche

Eliminierungsprodukt 56 wurde auch bei der direkten Zyklisierung von 4-Amino-3-
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iodbenzonitril 50 mit 4-Brombut-1-in 55a unter Larock-Reaktionsbedingungen
erhalten (s. S. 62). Dagegen gelang die direkte Zyklisierung von 50 mit 55b in
zufriedenstellenden Gesamtausbeuten. Problematisch war die nicht vorhandene
Selektivitat der Reaktion (s. S. Tabelle 5, S. 62). Es wurde sowohl das gewiinschte
2-substituierte Indol 53b als auch das 3-substituierte Produkt 57 erhalten. Durch die
sehr &ahnliche Polaritdt gelang die saulenchromatographische Trennung nur in
Ausnahmeféllen. Zusétzlich wurde die Reinigung durch den gewahlten
Palladiumkatalysator beeinflusst.

Erfreulich war das Ergebnis der durchgefiuhrten Tests zur Einfihrung der Di-Boc-
geschutzten Guanidinogruppe. Ausgehend vom 3-Butin-1-ol 55b wurde N,N‘-Bis-tert-
butoxycarbonylguanidinobut-3-in 58 unter Mitsunobu-Reaktionsbedingungen mit bis
zu 94% Ausbeute erhalten (s. Tabelle 6, S. 65). Es zeigte sich weiter, dass das

Bromid als Vorlaufer erneut nicht gut geeignet war und nicht weiter verwendet wurde.

Aus diesen Erkenntnissen folgt, dass die Hydroxygruppe ein guter Vorlaufer der
Guanidinogruppe ist und auch keine Nebenreaktionen beim Aufbau des Indolgerists
zeigt. Hierzu wurden im néachsten Kapitel weitere Optimierungen hinsichtlich

Ausbeute und Selektivitat durchgefihrt.

Geeignete Reduktionsbedingungen wurden am Beispiel des 4-Amino-3-
iodbenzonitrils 50 erfolgreich erprobt (vgl. Tabelle 7, S. 67). Jedoch scheiterte die
Ubertragung auf das Indol 53b, da es hier mdglicherweise zur Reduktion des
Indolgerists als Nebenreaktion kam (s. S. 68). Bevor diese Reaktion weiter optimiert
wurde, fiel die Entscheidung auf die Umstellung der Syntheseroute. Die verbesserte

Syntheseroute wird im folgenden Kapitel eingehend diskutiert.
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4.3 Verbesserte Syntheseroute zur Darstellung von 46

Basierend auf den zuvor beschriebenen Ergebnissen der ersten, durchgeflhrten
Syntheseversuchen (s. Kap. 4.2.1, S. 53f und Kap. 4.2.2, S. 55ff) wurde die
Syntheseroute folgendermal3en verandert:

Cl
S}
NC ! Reduktion Hsﬁ I Schiitzung
NH; NH,
50 61
R2
Boc\N | C-C-Kreuzkupplung Boc\N &
H/\CE R2 H
NHR' =z NHR!
55b: R? = OH
62a: R=H : . 65a:R'=H, RZ=0H
58 : R? = Di-Boc-guanidin : ’
62b: R = Tos 9 65b: R' = H, R? = Di-Boc-guanidin
62c: R = Boc
OH
direkter /;b/ .
Ringschluss Ringschluss
Boc.. R?
N
HW
NR'
63a: R' = H, R? = OH
63b: R' = Tos, RZ = OH
63c: R' = Boc, R? = OH
Elioc
N NH, diyekter
&/\/ T Ringschluss Mitsunobu-Reaktion Ringschluss
N.
Boc
58 — HoN
=N

) ., Bocs N N Boc . |
Mitsunobu- H A\ Boc
Reaktion NR'

' (e}
66a: R=H . —
oH 66b: R = Tos . Boc= ¥,
/V 66¢: R = Boc :
55b :
Entschitzung v Tos= O
! Y
H,oN : e
=NH :
HN N NH Di-Boc-guanidin =
\ ' IT%oc
46 E N|
' Boc

Abb. 74: Optimierte Synthesestrategie zur Darstellung von 46

Die Syntheseroute wurde erneut mit dem kommerziell erhéltlichen 4-Amino-3-

iodbenzonitril 50 begonnen, dessen Nitrilfunktion unter Verwendung von Boran-THF-
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Losung zu einer Aminogruppe reduziert und anschlieend mit Di-tert-butyldicarbonat
zur tert-Butyloxycarbonyl-geschiitzen (Boc) Verbindung 62a umgesetzt wurde. In
vorherigen Versuchen wurde festgestellt, dass dieser Reaktionsschritt als erstes
durchgefiihrt werden muss, da eine Reduktion nach erfolgtem Ringschluss unter
anderem wahrscheinlich zu einer teilweisen Reduktion des Indols zum
entsprechenden Indolin (2,3-Dihydroindol) fuhrte, das zusammen mit den weiteren

Nebenprodukten nicht zufriedenstellend abgetrennt werden konnte (s. S. 671).

Im nachsten Reaktionsschritt wurde entweder eine direkte Ringschluss-Reaktion mit
dem entsprechenden Alkin zur Indolverbindung durchgefiihrt, oder der Ringschluss
durch eine zuvor durchgefuhrte Ubergangsmetall-katalysierte
Kreuzkupplungsreaktion erleichtert. Von Hiroya et al. wurde berichtet, dass die
Aciditat des Wasserstoffatoms der aromatischen Aminogruppe einen grof3en Einfluss
auf die Reaktivitat in der kupferkatalysierten Ringschlussreaktion hat.**¥ Es sollte
nun erprobt werden, ob sich diese These auch auf die Reaktanden dieser Arbeit
Ubertragen lie3. Das Ziel war so eine Steigerung der Ausbeuten zu erreichen. Dazu
sollte nach der Reduktion und vor dem Aufbau des Indolgeristes eine Umsetzung
von 62a zur N%Tos- bzw. N*Boc-geschiitzten Verbindung 62b bzw. 62c
durchgefiihrt werden. Bei den auf Seite 58 diskutierten Ringschlussreaktionen wurde
vermutet, dass auch die elektronenziehenden Eigenschaften der Nitrilfunktion einen
negativen Einfluss auf den Ringschluss zum Indol haben kdnnten. Dies soll im
Folgenden Uberprift werden, indem fur den Ringschluss die schon reduzierten

Verbindungen 62a-62c eingesetzt werden.

Zur Einfihrung der Guanidinogruppe sollte die Hydroxygruppe mittels Mitsunobu-
Reaktion substituiert werden. Im letzten Schritt sollte die Abspaltung der Tosyl- und
Boc-Schutzgruppen unter Fallung der gewilnschten Zielverbindung 46 als

Hydrochlorid erfolgen.

Alternativ zu dieser Syntheseroute wurde die Einfuhrung der Guanidinogruppe auch
zuerst am Alkin 55b durchgefiihrt, um dieses dann direkt mit 62a in einer

Ringschlussreaktion zum 2-(2-Guanidinoethyl)-indol 66a umzusetzen.

Durch die beschriebenen Verdnderungen verlangert sich die Syntheseroute zur
Zielverbindung 46 auf bis zu acht Stufen (vgl. Abb. 74, S. 71 und Abb. 57, S. 55). Im
kirzesten Fall ware immer noch eine Synthese Uber funf Stufen mdglich. Im

Folgenden werden die erzielten Ergebnisse vorgestellt und diskutiert.
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4.3.1 Reduktion von 4-Amino-3-iodbenzonitril 50 und Einfuhrung der
Schutzgruppen

Der erste Schritt war die Reduktion von 4-Amino-3-iodbenzonitril 50 mit BHs*THF
zum 4-(Aminomethyl)-2-iodanilin, dessen Hydrochlorid 61 nicht isoliert wurde,
sondern analog zu Li et al. direkt Boc-geschiitzt wurde (s. Abb. 70, S. 67).*%
Obwohl drei Aquivalente Di-tert-butyldicarbonat eingesetzt wurden, fand unter den
beschriebenen Reaktionsbedingungen keine Reaktion an der aromatischen

Aminogruppe statt.

Boc . X
1) BHy*THF 2-7 Aquiv. Boc,0, ﬂﬁ
NC | 2) 2 M H1CI ® | Et;N, DMAP, Lésungmittel NH
HN \
\©i THF, Reflux, cl /\©i R
NH, 1)5h,2)1h S) NH,

62a:R=H, X =1
50 61 62c: R=Boc, X =1
X=H

62d: R = Bog,

Abb. 75: Reduktion von 50 mit BHz*THF und anschlieRende Einfihrung der Boc-Schutzgruppe mit
dem Versuch der doppelten Boc-Schiitzung zu 62c¢

Durch Einsatz eines héher siedenden Losungsmittels, lAngeren Reaktionszeiten und
bis zu sieben Aquivalenten Di-tert-butyldicarbonat sollte die aromatische
Aminogruppe zur Reaktion gezwungen werden (s. Tabelle 8). Jedoch konnte auch
nach 24 h bei 120 °C kein Produkt 62c erhalten werden (Rkt. 3). Interessanterweise
wurde in allen Féllen nach saulenchromatographischer Reinigung 2% einer zwar
doppelt Boc-geschiitzten, aber dehalogenierten Verbindung 62d isoliert (Rkt. 2-4).
Wahrscheinlich ist diese Verbindung auch schon bei Rkt. 1 entstanden, wurde dort

aber nicht bemerkt.

Tabelle 8: Versuchte Darstellung von 62c¢

Rkt. Losungsmittel Aquiv. Boc,O T [°C] Zeit Ausbeute®
1 CH.Cl; 3 Rt 5 h 76% 622
2 CH3CN 7.2 80 24 h 61% 62a /2% 62d°
3 DMF 7.3 120 24 h 80% 62a /2% 62d°
4 CH.CI, 2.1 40 5h 72% 62a /2% 62d°

2 iber zwei Stufen, ® siehe Tabelle 7, S. 67 (analog zu Li et al.™*®), ¢ dehalogeniertes 62¢

Zusammenfassend war die versuchte, zweifache Boc-Blockierung nicht erfolgreich.
Jedoch konnten die Aquivalente des giftigen Boc-Reagenzes auf 2 reduziert werden,
ohne zu groRRe Ausbeuteverluste (nur 4%) bei der einfachen Boc-Schitzung zu

erleiden (vgl. Rkt. 3 und Rkt. 4).
73



Resultate und Diskussion

Es wurde anschlieBend eine weitere Moglichkeit zur Blockierung der aromatischen
Aminogruppe gesucht, auch wenn hierdurch die Syntheseroute um zwei Stufen
langer werden wirde. Als Gruppe der Wahl wurde die 4-Toluolsulfonylgruppe tber
einen Additions-Eliminierungsmechanismus eingefuhrt (s. Abb. 76). Die Umsetzung
von O-tert-Butyl-(4-amino-3-iodbenzyl)carbamat 62a mit Tosylchlorid zu O-tert-Butyl-
[4-N-(toluolsulfonyl-amino)-3-iodbenzyl]carbamat 62b  wurde nach Adachi et al.

1 Es wurden drei Aquivalente Pyridin zugegeben um den

durchgefiihrt.|
entstehenden Chlorwasserstoff als Pyridiniumchlorid abzufangen. Nach der
Aufarbeitung und s&ulenchromatographischer Reinigung konnte das tosylierte
Produkt 62b in einer Ausbeute von 92% isoliert werden.
3 Aquiv. Pyridin,
Boc\N I 1.2 Aquiv.TsCl, BOC\N |
HU CH,Cly, Rt, 42 h HU
NH

NH,
92% |
62a ° 62b Tos

Abb. 76: Einfuhrung der Tosyl-Gruppe zur Darstellung von 62b

Wie im weiteren Verlauf noch gezeigt werden wird, war diese Gruppe an der
aromatischen Aminogruppe fur den direkten, Palladium-katalysierten Ringschluss
von essentieller Bedeutung (s. Kap. 4.3.2 und 4.3.3, S. 74-79).

4.3.2 Aufbau der Indoleinheit - direkter Ringschluss (Teil 1)

Zunachst wurde untersucht, ob die Larock-Reaktionsbedingungen bei Verwendung
des reduzierten, Boc-geschiitzten Edukts 62a oder des zusétzlich N*-tosylierten
Carbamates 62b zu einer Bevorzugung der Orientierung der Hydroxyethylkette in der

2-Position fuhrt.

R2
=

BC’C\N l _C-C Kreuzkupplung Boc\N
< ‘ N
" 65a: RZ = OH
NH NH

! 2 B2 = MR .-
62a:R'=H R 65a: R“ = Di-Boc-guanidin

62b: R' = Tos
giﬁgﬁ%& Ringschluss
BOC\N R2 63b:R'=Tos, R?=0H
HW 66b: R' = Tos, R? = Di-Boc-Guanidin
N 66a: R'=H, R?2=Di-Boc-Guanidin

R’ 63a:R'=H, R2%=O0OH

Abb. 77: Retrosynthese des Indolgeriistes tber den direkten Ringschluss (grau hinterlegt sind die in
Kap. 4.3.6, S. 83 diskutierten Alternativen)
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Die Umsetzung von 62a mit 3-Butin-1-ol 55b fiihrte in 41% Ausbeute zum
Ringschluss (s. Abb. 78).

Boc. |
N
H
NH,

1 Aquiv. LiCI OH
5 Aquiv. Na,CO3
62a 5 mol% Pd(PPhg), o B
DMF, 100 °C, 6 h N N OH o~y A
+ H + H
N N
o 41% N N
=z 63a 64
1.5 Aquiv. 2:1

55b

Abb. 78: Direkte Indolsynthese mit freier Aminogruppe von 62a unter Larock-Reaktionsbedingungen

Wie zuvor beobachtet, entstand jedoch erneut eine Mischung der 2- bzw.
3-substituierten Indole 63a und 64, die mittels Saulenchromatographie an Kieselgel
nicht getrennt werden konnte. Das Verhéltnis von 63a zu 64 betrug ungefahr 2:1.
Dies ist im *H-NMR-Spektrum daran zu erkennen, dass alle Signale doppelt vertreten

sind, und dass das H-3-Proton eine andere Verschiebung als das H-2-Proton
aufweist (s. Abb. 79).
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Abb. 79: "H-NMR-Spektrum von 5-(O-tert-Butoxycarbonyl)-aminomethyl-2-(2-hydroxyethyl)-1H-indol
63a und 5-(O-tert-Butoxycarbonyl)-aminomethyl-3-(2-hydroxyethyl)-1H-indol 64 in DMSO-ds
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Aus diesem Resultat folgt, dass eine freie, dem lod benachbarte Aminogruppe fur
den geforderten Zweck der direkten, 2 -selektiven Ringschlussreaktion nach Larock

et al. nicht geeignet ist.

Parallel zu den beschriebenen Synthesen wurde versucht, das N,N‘-Bis-tert-
butoxycarbonylguanidinobut-3-in 58 direkt einzusetzen, was eine Synthesestufe
sparen wurde (s. Abb. 80). Ausgehend vom 3-Butin-1-ol 55b wurde N,N‘-Bis-tert-
butoxycarbonylguanidinobut-3-in 58 unter Mitsunobu-Reaktionsbedingungen in bis
zu 94% Ausbeute erhalten (s. Tabelle 6, S. 65). Durch Einsatz dieses Alkins 58 in der
Ringschlussreaktion nach Larock et al. sollte erprobt werden, ob die sterisch deutlich
anspruchsvollere N,N‘-Bis-tert-butoxycarbonylguanidinogruppe ausreicht, um die
Selektivitat in Richtung 2-Substitution zu verschieben.

1 Aquiv. LiCI H,N

5 Aquiv. Na,COj4 >:N
5mol% Pd(PPhs)s  Boc

Boc ~ N \Boc
\ o N \
U /V Tr e HW Boe
NBoc N

1.5 Aquiv. H
2a 58 66a

Abb. 80: Versuch der direkten Darstellung von 66a aus 62a und 58

Dunnschichtchromatographisch wurde festgestellt, dass auch nach 2 Tagen noch
deutliche Mengen des Eduktes vorhanden waren. Trotzdem wurde die Reaktion
abgebrochen, um zumindest das bis dahin eventuell entstandene Produkt 66a zu
isolieren. Nach Aufarbeitung und saulenchromatographischer Reinigung konnte 66a
jedoch nicht erhalten werden. Eventuell entstandenes 3-substituiertes Indol konnte
ebenfalls nicht isoliert werden. Es wurden nur geringe Mengen der Edukte erhalten.
Da auch dieser Versuch nicht erfolgreich war, wurde als Alternative nicht der
sterische Anspruch des Alkins, sondern der des anderen Reaktionspartners 62a
erhoht. Wie auf S. 72 beschrieben, konnte dies den zusétzlichen Vorteil einer

erhohten Reaktivitat der aromatischen Aminogruppe bieten.

Bei Verwendung von O-tert-Butyl-[4-N-(toluolsulfonyl-amino)-3-iodbenzyl]carbamat
62b unter Larock-Reaktionsbedingungen wurde ein deutlich besseres Ergebnis
erzielt. Das Produkt 63b konnte in 77% Ausbeute erhalten werden (s. Abb. 81).
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1 Aquiv. LiCl
5 AquV N32003

Boc. ' 5 mol% Pd(PPhg),  Boc- OH
N 3)s N
HU + %" DwF100c.3d HW
NH N

' 1.5 Aquiv. 7% Tos

62b 55b 63b
Abb. 81: Erfolgreiche Darstellung von 63b unter Larock-Reaktionsbedingungen
Diese Ausbeute ist deutlich hoher als die ohne Tosyl-Gruppe erreichten Ausbeuten.
AulBerdem wurde kein 3-substituiertes Nebenprodukt erhalten, was durch den
sterisch hoheren Anspruch der Tosyl-Gruppe im Vergleich zum freien Amin erklart
werden konnte (vgl. Mechanismus von Larock et al. in Abb. 63, S. 61f). Somit war es
erstmals gelungen, unter Larock-Reaktionsbedingungen den direkten Ringschluss 2-
selektiv zu erreichen. Trotzdem wurde diese Reaktion im Folgenden nicht weiter
verwendet, da in parallel durchgefiihrten Versuchen eine effektivere Methode zur
direkten Synthese des Indolgeristes gefunden wurde. Im folgenden Kapitel sind die

erzielten Ergebnisse dieser Alternativ-Methode zusammengefasst.

4.3.3 Aufbau der Indoleinheit - direkter Ringschluss (Teil 2)

Das Ergebnis aus dem vorigen Kapitel zeigte, dass die Tosyl-Gruppe am
aromatischen Stickstoffatom des O-tert-Butyl-[4-N-(toluolsulfonyl-amino)- 3-
iodbenzyl]carbamat 62b flir einen selektiven, direkten Ringschluss unter Larock-
Reaktionsbedingungen notwendig und zudem gut geeignet war (vgl. Abb. 81). In
diesem Zusammenhang war es interessant, dass die anfangs durchgefihrten C-C-
Kreuzkupplungsreaktionen von 4-Amino-3-iodbenzonitril 50 und 3-Butin-1-ol 55b
unter Verwendung von Palladiumkatalysator, Kupferiodid und Base bis dato nur zum
Kupplungsprodukt fihrten (vgl. Tabelle 3, S. 56). Auch bei den Kupfer-katalysierten
Ringschlussreaktionen wurden teilweise sehr lange Reaktionszeiten beobachtet (s.
S. 58). An der Stelle wurde versucht, dies vor allem mit den elektronenziehenden
Eigenschaften der Cyanogruppe zu erklaren. Von Hiroya et al. wurde postuliert, dass
die Aciditat des Wasserstoffatoms der aromatischen Aminogruppe einen grof3en

Einfluss auf die Reaktivitat in der kupferkatalysierten Ringschlussreaktion hat.*3!

Hierzu wurde eine Veroffentlichung von Adachi et al. gefunden, bei der 2-lodanilin
zunachst tosyliert und in der nachsten Reaktion mit 3-Butin-1-ol 55b unter Einsatz
von Pd(PPhs3),Cl,, Cul und EtsN in absolutem DMF zum entsprechenden 2-

subtituierten Indol direkt zyklisiert wurde.*Y Es sollte also mdglich sein, mit diesen
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Reaktionsbedingungen auch die zur Darstellung der Zielverbindung 46 benétigten
Edukte Uber die Kaskade aus C-C-Kreuzkupplung und in situ Ringschluss direkt und

selektiv zu zyklisieren.

Als Kontrolle, ob die Cyanogruppe von 50 wirklich einen Einfluss auf den Ringschluss
hat, wurde zu Beginn der Ringschluss in Anlehnung an Adachietal. mit dem
reduzierten, Boc-geschiitzten 62a ohne Tosyl-Schiitzung des N*-Stickstoffatoms
durchgefiihrt (s. Abb. 82). Dazu wurden 6 Aquivalente 3-Butin-1-ol 55b eingesetzt.
Dieser erste Versuch blieb ohne Erfolg, da die Reaktion beim
Kreuzkupplungsprodukt stoppte und nicht zum Indol weiterging. Es wurde nur das
C-C-Kreuzkupplungsprodukt 65a in 74% Ausbeute isoliert und kein Indol 63a (s.
Tabelle 9, S. 78). Es scheint also so zu sein, dass die Cyanogruppe zumindest nicht
ausschlief3lich fir den nicht erfolgten Ringschluss verantwortlich ist.

0.2 Aquiv. Cul
o 0.1 Aquiv. Pd(PPhs),Cl,
3/6 Aquiv. 34 Aquiv. NEt,

Boc. l R?  DMF, 85°C, 16-24 h Boc. R2
NH N

g x
62a: R' = H 55b: R? = OH 63a:R'=H, R?=OH
62b: R' = Tos 58: R? = Di-Boc-guanidin 66a: R'=Tos, R?>=0OH

66b: R' = Tos, R?= Di-Boc-guanidin
Abb. 82: Reaktionsbedingungen und Edukte beim Ringschluss in Anlehnung an Adachi et al.
Daher wurde beim anschlielenden Versuch wieder das tosylierte Amin 62b
eingesetzt (s. Abb. 82). Als Alkin wurde 3-Butin-1-ol 55b mit sechs bzw. drei
Aquivalenten im Uberschuss eingesetzt (Rkt. 2 und 3). Hierbei wurden 97 bzw. 90%

Ausbeute des selektiv 2-substituierten Indols 66a erhalten.

Tabelle 9: Durchgefiihrte Tests der Indolsynthese in Anlehnung an Adachi et al.

Rkt.  Arylhalogenid Alkin  Aquiv. Alkin Ausbeute

1 62a 55b 6 74% 65aa
2 62b 55b 6 97% 66a
3 62b 55b 3 90% 66a
4 62b 58 3 62% 66b

& Kreuzkupplungsprodukt ohne Ringschluss
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Mit 62b und 3-Butin-1-ol 55b als Reaktanden gelang der Ringschluss nach Adachi et
al. zuverlassig und in sehr guten Ausbeuten. Um die Syntheseroute um den Schritt
der anschlieRenden Einfiihrung der Guanidinogruppe zu verkirzen, wurde N,N‘-Bis-
tert-butoxycarbonylguanidinobut-3-in 58 aus 3-Butin-1-ol 55b dargestellt (Synthese
siehe Tabelle 6, S. 65). Dieses Alkin wurde dann fur den Ringschluss unter Adachi-
Reaktionsbedingungen eingesetzt. Dabei konnte die hohe Ausbeute des
Ringschlusses mit 3-Butin-1-ol 55b nicht erreicht werden, sie betrug jedoch noch
immerhin 62% (Rkt. 4).

Ein mdglicher Grund fir die geringere Ausbeute bei Verwendung von N,N‘-Bis-tert-
butoxycarbonylguanidinobut-3-in 58 kénnte der fir die Kupplung zu grol3e
Raumbedarf der zwei tert-Butoxycarbonylgruppen an der Guanidinogruppe sein.
Diese konnten eine Annaherung des Alkins an das Stickstoffatom stéren und die
Reaktion so verlangsamen. Zusatzlich kdnnte die freie Aminogruppe am Guanidin

einen storenden Einfluss auf den Katalysezyklus haben.

Da der Ringschluss mit unsubstituierter, aromatischer Aminogruppe scheiterte und
die Einfihrung der Boc-Gruppe am N*-Stickstoffatom nur zum dehalogenierten
Produkt 62d fuhrte (s. Kap. 4.3.1, S. 73f), kann abschlieRend festgehalten werden,
dass eine Tosyl-Schiitzung des N*-Stickstoffatoms fiir den Ringschluss unter den
Reaktionsbedingungen von Adachi et al. vorerst notwendig bleibt. Im Vergleich zu
der in Kapitel 4.3.2 (S. 74ff) vorgestellten Indolsynthese nach Larock et al. ist die
Synthese angelehnt an Adachi et al. die Ausbeuten betreffend deutlich Gberlegen

und stellt die Methode der Wabhl fir die weiteren Synthesen dar.

4.3.4 Einfahrung der Guanidinogruppe auf Indolstufe

In Kapitel 4.2.2 (S. 65-67) wurde gezeigt, wie die zweifach Boc-geschutzte
Guanidinogruppe unter Mitsunobu-Reaktionsbedingungen erfolgreich mit bis zu 94%
Ausbeute in das Alkin 55b eingefiihrt werden konnte. Da im vorigen Kapitel
ausgehend von 62b und 3-Butin-1-ol 55b sehr gute Ausbeuten fir die Indolsynthese
erreicht wurden (s. Rkt. 2 und 3 in Tabelle 9, S. 78), sollte erprobt werden, die

Guanidinogruppe direkt in das Indol 63b einzufthren.

Die Kupplung von 1.5 Aquiv. N,N’-Bis-tert-butoxycarbonylguanidin 59 mit 5-(O-tert-
Butoxycarbonyl)aminomethyl-2-(2-hydroxyethyl)-1-(4-toluolsulfonyl)indol 63b unter
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Mitsunobu-Reaktionsbedingungen konnte mit einer sehr guten Ausbeute von 95%
durchgefuihrt werden (s. Abb. 83).

1.5 Aquiv. PPhg H,N

HoN 1.5 Aquiv. DIAD =N
Boc.. . y T
N \ OH )=N_ THF,80°C,3h Boc. N  Boc
H + HN  Boc HW Boc
N Boc 95% N
Tos . ;
1.5 Aquiv. Tos
63b 59 66b

Abb. 83: Darstellung von 5-(O-tert-Butoxycarbonyl)aminomethyl-2-(2-N,N*-bis-tert-
butoxycarbonylguanidinoethyl)-1-(4-toluolsulfonyl)indol 66b

Vergleicht man die Ausbeuten, so ist die Sequenz, die die Einfihrung der
Guanidinogruppe nach der Indolsynthese vorsieht, sinnvoller, da die Ausbeute tber
die beiden Schritte mit 86-92% sogar hoher ist, als die des Ringschluss von N,N‘-Bis-
tert-butoxycarbonylguanidinobut-3-in 58 mit O-tert-Butyl-[4-N-(toluolsulfonyl-amino)-
3-iodbenzyl]carbamat 62b (62%, vgl. Rkt. 4 in Tabelle 9, S. 78). Exemplarisch fur das
vollstandig aufgebaute Gerust der Zielverbindung ist in der folgenden Abbildung das
'H-NMR-Spektrum der noch geschiitzten Verbindung 66b dargestellt.
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Abb. 84: *H-NMR-Spektrum von 5-(O-tert-Butoxycarbonyl)aminomethyl-2-(2-N,N’-bis-tert-
butoxycarbonylguanidinoethyl)-1-(4-toluolsulfonyl)indol 66b in DMSO-dg
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Da der Ringschluss nach Adachi et al. nur mit dem Tosyl-geschutztem
N*-Stickstoffatom erfolgreich durchgefiihrt werden konnte, bestand bei dieser
Mitsunobu-Variante nicht das Problem eines freien Indolstickstoffs, sodass damit
verbundene, eventuelle Nebenreaktionen nicht auftreten konnten und 66b in einer

Ausbeute von 95% erhalten wurde.

4.3.5 Abspaltung der Tosyl-Schutzgruppe

Nach erfolgreicher Einfihrung der geschitzten Guanidinogruppe war die Struktur der
Zielverbindung 46 vollstéandig aufgebaut und es galt nun geeignete Bedingungen fir

die Abspaltung der Tosyl- und Boc-Schutzgruppen zu finden.

Generell ist die Verwendung einer Base geldst in einem Alkohol die Methode der
Wabhl fur die Abspaltung von N-gebundener Tosyl-Gruppen. In dieser Arbeit sollten
verschiedene Reaktionsbedingungen erprobt werden, um durch Detosylierung von
66b eine effiziente Darstellung von 5-(O-tert-Butoxycarbonyl)-aminomethyl-2-(2-N,N*-
bis-tert-butoxycarbonylguanidinoethyl)-1H-indol 66a zu etablieren (s. Abb. 85 und
Tabelle 10).

Boc. R Boc. R
N Base N
AR AL N

N N
Tos H
63b: R = OH 63a: R = OH
66b: R = Di-Boc-guanidin 66a: R = Di-Boc-guanidin

Abb. 85: Abspaltung der Tosyl-Gruppe zur Darstellung von 63a und 66a

Zuerst wurde die Synthese nach Liu et al. erprobt, in der mit Hilfe des
Phasentransferkatalysators N,N,N-Trimethylhexadecylammoniumbromid (CTAB) und
einem nichtalkoholischen Lésungsmittel die Bildung eines N-Alkyl-Nebenproduktes
am Indol-Stickstoffatom vermieden werden soll.**? In Reaktion 1 wurde jedoch nur
das Edukt 63b isoliert. In Reaktion 2 mit Verbindung 66b als Ausgangssubstanz
konnte nach saulenchromatographischer Reinigung keine Verbindung anhand der
'H-NMR-Spektren identifiziert werden.

Des Weiteren wurden die klassischen Abspaltbedingungen erprobt. Dazu wurden
Kaliumhydroxid und Natriumhydroxid in Methanol als Lésungsmittel verwendet und
die Aquivalente sowie Reaktionszeit und -temperatur variiert (s. Reaktion 3-9, Tabelle
10).
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Tabelle 10: Erprobte Reaktionsbedingungen zur Abspaltung der Tosyl-Gruppe

Rkt. Edukt Base (Aquiv.) Solvens T t Ausbeute
1  63b KOH (5)2 THF/H,O Reflux 16 h 100%" 63b
2  66b KOH (5)? THF/H,O Reflux 1.5d -
3 66b B5MKOH(256) CHsOH Reflux 2h 1% 66a
4 66b 2MKOH(84) CHsOH 35°C 2h  21% 66a + 34%°
5 66b 2MKOH (66)  CHsOH Rt 4h 75% 66b
6 66b 5MKOH(164) CHsOH Rt 24h 60-68% 66a
7 66b 5MKOH (164)  CHsOH Rt  43h 54% 66a
8 66b 5MNaOH (164) CHsOH Rt 29h 78% 66a
9 66b 5MNaOH (164) CHzOH Rt  40h 99% 66a

%+ 5mol% CTAB, I[’verunreinigt durch Ethylactetat, © Edukt minus eine Boc-Gruppe

Als erstes wurden 256 Aquiv. KOH eingesetzt und die Reaktionslosung fur 2 Stunden
in der Siedehitze geruhrt (Rkt. 3). Dabei kam es zur Zersetzung des Eduktes 66b,
und es wurde nach sdulenchromatographischer Reinigung nur ein sehr geringer
Anteil des Produktes 66a erhalten, sodass in Versuch 4 weniger Basenaquivalente
sowie eine tiefere Temperatur gewdahlt wurden. Dunnschichtchromatographisch
wurde dabei kein Edukt-Spot mehr detektiert, stattdessen waren zwei Spots mit
hoherer Polaritat zu erkennen. Nach saulenchromatographischer Reinigung und *H-
NMR-spektroskopischer Analyse stellte sich heraus, dass eine Fraktion scheinbar
das Produkt enthielt (21%) und eine andere scheinbar das Edukt (34%), wobei beide
Verbindungen der zwei Fraktionen nur zwei statt drei Boc-Gruppen aufwiesen. Es
wurde vermutet, dass die Reaktionsbedingungen fir die erfolgreiche Abspaltung der
Tosyl-Gruppe von 5-(O-tert-Butoxycarbonyl)aminomethyl-2-(2-N,N*-bis-tert-
butoxycarbonylguanidinoethyl)-1-(4-toluolsulfonyl)indol 66b immer noch zu harsch

waren und zur teilweisen Zersetzung fuhrten.

Beim Versuch, mit 2 M Kaliumhydroxid in Methanol eine niedrigere Konzentration der
Base zu wahlen, konnte kein Produkt 66a sondern nur 75% des Eduktes 66b
reisoliert werden (Rkt. 5). Bei Raumtemperatur und einer Reaktionszeit von
24 Stunden konnten mit 5 M Kaliumhydroxid in Methanol erstmalig Ausbeuten
zwischen 60-68% erzielt werden (Rkt. 6). Eine deutliche Verlangerung der
Reaktionszeit brachte hier keine Verbesserung (Rkt. 7, 54% 66a).
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In einem weiteren Versuch wurde 5 M NaOH in Methanol statt des vorher
verwendeten 5 M Kaliumhydroxids in  Methanol eingesetzt. Da  mittels
Dunnschichtchromatographie nach 24 Stunden noch immer keine Umsetzung
beobachtet werden konnte, wurde fur weitere 16 Stunden gerihrt.
Uberraschenderweise  konnte dann das saubere Produkt 66a nach
saulenchromatographischer Reinigung in einer Ausbeute von 99% isoliert werden.
Anschliel3end wurde bei ansonsten gleichen Reaktionsbedingungen nur 29 Stunden
geruhrt und das Produkt 66a in einer Ausbeute von 78% isoliert. Mit Natriumhydroxid
wurde somit eine gute Base zu Abspaltung der Tosyl-Gruppe von Edukt 66b
gefunden. In allen Fallen konnte nach der sdulenchromatographischen Reinigung

keine Fraktion isoliert werden, die ein N-alkyliertes Indol als Nebenprodukt enthielt.

Zusammenfassend ist also eine niedrige Reaktionstemperatur bei relativ hoher
Basenkonzentration zur Abspaltung der N-Tosyl-Gruppe am besten geeignet. Jedoch
bendtigt diese mit 40 Stunden eine relativ lange Reaktionszeit und bedeutet auch,
dass durch die Einfuhrung und Abspaltung zwei Stufen mehr bei dieser Synthese
notig sind (vgl. S. 71f). Deswegen wurde parallel zu den beschriebenen Arbeiten
weiter an einer Synthesemethode geforscht, nach der die Zielverbindung 46 ohne
Tosyl-Gruppe mit freiem Indolstickstoffatom erfolgreich dargestellt werden kann.
Hierzu koénnen im folgenden Kapitel ebenfalls erfreuliche Ergebnisse prasentiert
werden. Im Anschluss daran wird schlie3lich die Abspaltung der Boc-Gruppen

diskutiert werden.

4.3.6 C-C-Kreuzkupplung und anschlieBender Ringschluss

Parallel zu den zuvor beschriebenen Reaktionen wurde weiter an einer Mdglichkeit
gearbeitet, auf eine Tosylierung an der aromatischen Aminogruppe zu verzichten und
trotzdem die Boc-geschuitzte Zielverbindung 66a zu erhalten. Da sich zuvor gezeigt
hatte, dass fir eine Kupplung und den in situ Ringschluss die Tosyl-Gruppe
zwingend bendétigt wird, blieb als mdgliche Alternative nur der zweistufige Prozess
aus C-C-Kreuzkupplung und anschlieBender Ringschlussreaktion (s. Abb. 86).
Welche Syntheseroute besser ist, sollte ein Vergleich der erreichten Ausbeuten
zeigen und wird in Kapitel 4.3.9 (S. 93-90) diskutiert.
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N 66a: R'=H, R2=Di-Boc-Guanidin
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Abb. 86: Retrosynthese des Indolgerustes uber die Kreuzkupplung und den anschlieRendem
Ringschluss (grau hinterlegt sind die in Kap.4.3.2 und 4.3.3, S. 74-79 bereits diskutierten Alternativen)

Verschiedene Kreuzkupplungsreaktionen von 4-Amino-3-iodbenzonitrii 50 mit 3-
Butin-1-ol 55b als Alkinkomponente wurden bereits in Kap. 4.2.2 erfolgreich erprobt
(s. S. 55f). Sowohl Pd(PPhs),Cl, als auch der heterogene Pd EnCat TPP30° fiihrten
dort in guten Ausbeuten zum 4-Amino-3-(4-hydroxybut-1-inyl)-benzonitril 54b. Der
einfacheren Handhabung wegen, wurde zur Erprobung dieser Syntheseroute der Pd
EnCat TPP30® verwendet. Die Kupplung von 55b mit O-tert-Butyl-(4-amino-3-
iodbenzyl)carbamat 62a filhrte nach saulenchromatographischer Reinigung zum
Produkt 65a in einer Ausbeute von 90% (s. Abb. 87).

3.5 mol% Pd EnCat TPP30

B | 1.5 Aquiv. DBU B = OH
oC ° oC
N OH CH3CN,65°C,17 h >N
O o H
NH, 1.5 Aquiv. 90% NH,
62a 55b 65a

Abb. 87: Synthese von O-tert-Butyl-[4-amino-3-(4-hydroxybutl-in-1-yl)-benzyl]carbamat 65a

Die Kupplung von O-tert-Butyl-(4-amino-3-iodbenzyl)carbamat 62a mit N,N‘-Bis-tert-
butoxycarbonyl-guanidinobut-3-in 58 gelang mit 51% in einer etwas niedrigeren
Ausbeute (s. Abb. 88).

H,oN
3.5 mol% Pd EnCat TPP30 =N
Boc 1.5 Aquiv. DBU N  Boc
Bocwy ! N_ _NH, CH;CN,65°C, 17h Boc., Z Boc
L 2T ;
NH . NBoc 51% NH
2 1.5 Aquiv. ° 2
62a 58 65b

Abb. 88: Synthese von O-tert-Butyl-[4-amino-3-(4-N,N‘-bis-tert-butoxycarbonylguanidinobut-1-in-1-yl)-
benzyl]carbamat 65b
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Im Folgenden sind die verwendeten Ringschlisse nach zuvor bereits erfolgreich
erprobten Reaktionsmethoden dargestellt (vgl. Kap. 4.2.2, S. 57ff). Der Ringschluss
wurde mit 65a bzw. 65b zum 1H-Indol 63a bzw. 66a erprobt (s. Abb. 86, S. 84 und
Tabelle 11). Bei Versuch 1 in Anlehnung an Castro et al.'*¥ wurde zum einen das
Eliminierungsprodukt erhalten, sowie Produkt 63a mit einem geringen Anteil Edukt
65a, die saulenchromatographisch nicht voneinander getrennt werden konnten. In
Anlehnung an Hiroya et al. wurden bei Rkt. 2 79% des sauberen Produktes 63b

isoliert.[*34

Tabelle 11: Reaktionsbedingungen beim Ringschluss in Anlehnung an Castro et al. und Hiroya et al.

Rkt. Edukt Kat. Base Solvens T [°C] Zeit Ausbeute
1  65a Cul tBUOK  DMF 100 24h  n.b.?(65a/63a)
2  65a Cu(OAc), KH  CyH,CL® 70 72 h 79% 63a
3  65b Cu(OAc), KH C,H4ClL® 70 96 h 57% 66a

%n. b. = nicht bestimmt, b 1,2-Dichlorethan

Die Hydroxygruppe des Indols 63a sollte nach erfolgtem Ringschluss mittels der
zuvor erfolgreich verwendeten Mitsunobu-Reaktion in die Boc-geschitzte
Guanidinogruppe uberfuhrt werden (vgl. Abb. 83, S. 80). Dazu bilden
Triphenylphosphin und DIAD ein Betain, das Verbindung 59 deprotoniert. Unter
Abspaltung von Triphenylphosphinoxid sollte es daraufhin zur Bildung der
Verbindung 66a kommen (s. Abb. 89).

H2N 1.5 Aquiv. DIAD N
Boc. - . =N
N A OH )=N_ THF,80°C,3h Boc. N Boc
H + HN Boc H AN Boc
” Boc Ausbeute nicht N
. bestimmbar H
1.5 Aquiv.
63a 59 66a

Abb. 89: Versuchte Darstellung von 5-(O-tert-Butoxycarbonyl)-aminomethyl-2-(2-N,N‘-bis-tert-
butoxycarbonylguanidinoethyl)-1H-indol 66a unter Mitsunobu-Reaktionsbedingungen

Bereits auf der DC-Folie war zu erkennen, dass sich verschiedene
Reaktionsprodukte gebildet hatten. Das Produkt 66a wurde durch die Reaktion zwar
erhalten, konnte jedoch aufgrund der ahnlichen R#Werte auch nach
saulenchromatographischer Reinigung nicht sauber isoliert werden. Moéglicherweise

fuhrt die freie NH-Funktion im Indol zu den Nebenreaktionen.
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Um eine spatere Einfuhrung der Guanidinogruppe und daraus eventuelle
resultierende Nebenreaktionen zu umgehen, wurde der Ringschluss mit den
erfolgreichen Reaktionsbedingungen nach Hiroya et al. mit O-tert-Butyl-[4-amino-3-
(4-N,N‘-bis-tert-butoxycarbonylguanidinobut-1-in-1-yl)-benzyl]carbamat 65b getestet
(s. Reaktion 3 in Tabelle 11, S. 85). Auch bei dieser Synthese konnte das
Produkt 66a erhalten werden. Jedoch war die Ausbeute an 66a mit 57% geringer.
Aber immerhin konnte die fertig aufgebaute Zielverbindung auf diese Weise
erfolgreich erhalten werden. Von diesem Produkt 66a mussten zum Erhalt der
Zielverbindung 46 nun noch die tert-Butoxycarbonyl-Schutzgruppen abgespalten
werden (s. Kap. 4.3.7, S. 86ff).

Somit wurde eine alternative Syntheseroute zum Ringschluss nach Adachi et al.
gefunden. Auf die zusatzlichen Stufen fur die Einfuhrung der Tosyl-Gruppe zur
Reaktivitatssteigerung der aromatischen Aminogruppe und deren spatere Abspaltung
konnte so verzichtet werden (vgl. S. 78f). Die Einschatzung, welche Syntheseroute
besser ist, wird in Kap. 4.3.9 (S. 93-90) diskutiert. Im folgenden Kapitel wird mit der
Abspaltung der Boc-Schutzgruppen und Isolierung der Zielverbindung 46 zunachst

die letzte Stufe der Syntheseroute vorgestellt.

4.3.7 Abspaltung der Boc-Gruppen: Darstellung von 46

An diesem Punkt liefen die verschiedenen, zuvor beschriebenen Syntheserouten
wieder zusammen, da auf allen Routen die Boc-Schutzgruppen als letztes
abgespalten werden missen. Die Boc-Schutzgruppen  sollten  mittels
Chlorwasserstoff unter Abspaltung von isoButen und Kohlenstoffdioxid hydrolysiert
werden (s. S. 53f). Das Produkt sollte dabei als Hydrochlorid ausfallen und somit die
Reinigung erleichtern, welche durch die gasférmigen Spaltprodukte der
Schutzgruppe zusatzlich vereinfacht wird.
H,N H2N

- -

Boc.. 5 H.
N A N~ Boc _ Salzsaure _ H.\ \ N H
H Boc -3CO,, H H
N N

H - 3 Isobuten H x 2 HCI
66a 46

Abb. 90: Darstellung von 2-(2-Guanidinoethyl)-5-aminomethyl-1H-indol 46

Als Erstes wurde eine Vorschrift von Adrio et al. zur in situ Herstellung von

Chlorwasserstoffgas erprobt.'*®! Dabei wurde der bei der Reaktion von konzentrierter
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Schwefelsaure und Ammoniumchlorid freiwerdende gasformige Chlorwasserstoff bei
Raumtemperatur durch die Reaktionslosung geleitet (Rkt. 1, Tabelle 12). Als
Lésungsmittel wurde Ethylacetat verwendet. Das Einleiten von gasformiger HCI sollte
die Fallung des Hydrochlorids von 46 ermdglichen und somit eine ansonsten notige
Abtrennung von Wasser vermeiden. Ein Problem dabei war jedoch, dass die
Substanz schon in Ethylacetat ausfiel, sobald auch nur eine Boc-Gruppe
abgespalten war und dann nicht weiterreagierte. Im *H-NMR-Spektrum konnte keine
Bildung des Produktes 46 festgestellt werden (Rkt. 1). In Tabelle 12 sind die weiteren

Versuche zur Entschiitzung dargestellt.

Tabelle 12: Versuche zur Darstellung von 2-(2-Guanidinoethyl)-5-aminomethyl-1H-indol 46

Rkt. Reagenz Ldsungsmittel T t Ausbeute
1 HCl(g) Ethylacetat Rt 2h -
2 HCI (>25%)*  CH3CN/H,O (7:3) HeiRluftfon 5 min > 100%"
3 Amberlite® Methanol HeiRluftfon/Rt 24 h -
4  Amberlite®  H,O/Dioxan (1:1) Rt 92 h -
5 3 M HCl CH3CN/H,0 (1:1:1) Rt 120 h 57%
6 2 M HCI CH3CN (1:1) Rt 28 h 73%
7 4 M HCI CH3CN (1:1) Rt 5h 53%
8 4 M HCI CH3CN (1:1) Rt 72 h 67%

45 Tropfen, ® Rohausbeute (vermutlich mit anorganischen Salzen verunreinigt)

In einem weiteren Versuch wurde das Edukt in Acetonitril und Wasser im Verhaltnis
7:3 gelost, mit 5 Tropfen konzentrierter Salzséaure versetzt und nach H. Jessen fir
finf Minuten mit dem HeiBluftfon erwarmt.'** Dabei farbte sich die Reaktionslésung
rétlich. Tatsachlich wurde mit dieser Methode nach anschlie3ender Gefriertrocknung
die Zielverbindung 46 als Hydrochlorid erhalten (Rkt. 2). Jedoch wurden mehr als
100% Ausbeute erhalten, sodass der lyophilisierte Feststoff vermutlich noch

anorganische Salze enthielt.

Um eine Verunreinigung der Zielverbindung 46 mit Salzen zu vermeiden, wurde
versucht, die tert-Butoxycarbonyl-Schutzgruppen nicht mit Salzsédure, sondern durch
einen sauren lonenaustauscher (Amberlite® IR 120+) abzuspalten. Wie bereits bei
Rkt. 2 beobachtet, anderten die lonenaustauscherktigelchen mit fortschreitender

Reaktionsdauer ihre Farbe zu einem satten Rot. Was zunachst als Indiz fir den
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Reaktionsumsatz angesehen wurde. Auf der DC-Folie konnte zudem ein Verbrauch
des Edukts 66a detektiert werden. Jedoch konnte auch nach dem Erwarmen mit dem
Heil3luftfon keine Produktbildung beobachtet werden. Daraufhin wurden die
lonenaustauscherkiigelchen trotzdem mit Wasser gespult und vom Ldsungsmittel
getrennt. Im *H-NMR-Spektrum des Rohproduktes konnten jedoch weder Signale der
Protonen des Eduktes 66a noch des Produktes 46 detektiert werden. Mdglicherweise
haben die lonenaustauscherkiigelchen das Edukt 66a und/oder das Produkt 46

absorbiert und/oder an ihrer Oberflache gebunden (Rkt. 3 und 4).

Da diese Methode nicht erfolgreich war, wurde auf die bereits zuvor getestete
Methode der tert-Butoxycarbonylabspaltung mit Salzsaure zurtckgegriffen und eine
anschlieBende Reinigung der Zielverbindung 46 erprobt. Im ersten Ansatz wurden
15 mg 5-(O-tert-Butoxycarbonyl)-aminomethyl-2-(2-N,N*-bis-tert-butoxycarbonyl
guanidinoethyl)-1H-indol 66a in 3 mL Acetonitril/Wasser 1:1 gelést und mit einem
Tropfen konz. Salzsdure versetzt. Mittels Diunnschichtchromatographie konnte nur
ein geringer Umsatz beobachtet werden, sodass ein weiterer Tropfen konz. HCI
zugegeben wurde. Als nach 42 Stunden immer noch kein vollstdndiger Umsatz des
Eduktes 66a beobachtet werden konnte, wurde auch dieser Ansatz mit 2 M
Salzsaure versetzt und 120 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Die Losungsmittel
wurden unter vermindertem Druck entfernt und der Rickstand an RP-Kieselgel mit
dest. Wasser als Eluent gereinigt. Das reine Produkt 46 konnte auf diese Weise als
farbloser Feststoff (Hydrochlorid von 46) in einer Ausbeute von 57% isoliert werden
(Rkt. 5).

In einem weiteren Ansatz wurde versucht, mit 2 M Salzsaure/CHsCN 1:1 und
28 Stunden Reaktionszeit die Ausbeute in einem gréReren Ansatz zu reproduzieren.
Dabei wurde das Produkt 46 als Hydrochlorid nach saulenchromatographischer
Reinigung an RP-Kieselgel sogar in einer noch besseren Ausbeute von 73% isoliert
(Rkt. 6). In der folgenden Abbildung ist das ‘H-NMR-Spektrum der reinen
Zielverbindung 46 dargestellt.
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Abb. 91: *H-NMR-Spektrum der Zielverbindung 2-(2-Guanidinoethyl)-5-aminomethyl-1H-indol 46 in
DMSO-ds

Erkennbar sind alle Protonen der Zielverbindung, und neben dem DMSO- und
Wasser-Signal sind keine weiteren Signale vorhanden. Zunachst sorgte die
erkennbare, breite Erhebung zwischen 7.70 und 6.80 ppm fur Verwirrung (s. Abb.
91). Jedoch zeigte sich bei genauerem Hinsehen, dass es sich hierbei um das Signal
fur die Guanidin-Protonen handelt. Diese tauschen sogar in DMSO-ds stark aus, so
dass das beobachtete breite Signal auftritt. In der Literatur wurde dies z. B. von
Solter et al. bei der terminalen Guanidinogruppe eines Naturstoffs des marinen
Schwamms Geodia baretti beobachtet.'*® Auch mit Hilfe der Massenspektrometrie

konnte 46 eindeutig identifiziert werden..

Die vor Aufnahme des obigen *H-NMR-Spektrums durchgefiihrte Reinigung mittels
RP-Saule offenbarte eine rote und eine violett-farbene Verunreinigung, welche
jedoch nicht identifiziert werden konnten. In einem weiteren Versuch wurde die
Konzentration der Salzsaure auf 4 M erhéht und die Reaktionszeit auf 5 Stunden
verklrzt. Dabei entstand keine rote Verunreinigung. Die Ausbeute des gewiinschten
Produktes 46 als Hydrochlorid betrug bei diesem Versuch 53% (Rkt. 7). In einem
weiteren Versuch mit 4 M Salzsdure/CH3;CN 1:1 und 3 Tagen Reaktionszeit konnte

die Zielverbindung 46 als Hydrochlorid in einer Ausbeute von 67% isoliert werden
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(Rkt. 8). Bei diesem Versuch farbte sich die Reaktionslosung mit der Zeit erneut
rotlich.

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass mit den hier beschriebenen Methoden eine
verlassliche und reproduzierbare Abspaltung der Boc-Gruppen gefunden wurde. Die
Reinigung an RP-Kieselgel ist aufgrund der hohen Polaritat nicht sehr zeitaufwendig.
Nach einigen gescheiterten, aber letztlich auch vielen erfolgreichen Versuchen
konnte in der Summe 2-(2-Guanidinoethyl)-5-aminomethyl-1H-indol 46 erstmalig
synthetisiert werden. Die somit erfolgreich dargestellte Verbindung 46 konnte nun auf
ihre in vitro Aktivitat als DHS-Inhibitor sowie gegen HIV-1 getestet werden. Bevor die
zahlreichen Synthesen mdglichst tbersichtlich zusammengefasst werden, werden im

folgenden Kapitel zuné&chst die biologischen Testergebnisse beschrieben.

4.3.8 Biochemische Tests der Verbindung 46 aus der zweiten Generation
neuer DHS-Inhibitoren

Die Synthese der neuen Verbindung 46 wurde erfolgreich entwickelt und gelang in
guten, reproduzierbaren Ausbeuten (s. Kap. 4.3.9, S. 93ff). Nach der Synthese
wurde die biologische Aktivitat von 46 als DHS-Inhibitor und gegen HIV-1 getestet.
Diese Tests wurden von |. Hauber und M. Krepstakies (Heinrich-Pette-Institut,
Hamburg) durchgefiihrt (s. Kap. 9.2.1, S. 169).

Inhibition der Desoxyhypusinsynthase

Die Inhibition der Desoxyhypusinsynthase wurde in vitro am isolierten Enzym
Uberpruft. Durch radioaktiv markiertes Spermidin wurde die DHS-vermittelte
Ubertragung der Aminobutyleinheit des Spermidins auf das Lysin an Position 50 im
elF-5A gemessen (vgl. Abb. 6, S. 9 und Kap. 9.2.1, S. 169). Bei diesen Versuchen
wurden GC7 1 und CNI-1493 2 als Positivkontrollen verwendet (jeweils 1 uM). Die
Ergebnisse sind in Abb. 92 dargestellt.
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Abb. 92: Inhibition der DHS durch 46 (1 uM GC7 1 und 1 FM CNI-1493 2 wurden jeweils als
Positivkontrolle eingesetzt)*

Es zeigte sich, dass 46 die DHS-Reaktion dosisabhangig hemmt und die Substanz
etwa halb so aktiv wie GC7 1 ist. Die bioinformatischen Berechnungen hatten eine
deutlich héhere Bindungsaffinitat von 46 zur DHS im Vergleich zu DHS gebundenem
GC7 1 ergeben (vgl. S. 52), jedoch bestétigte sich dieses Ergebnis in der Realitat
nicht. Trotzdem ist das erhaltene Aktivitatsprofil von 46 ein sehr erfreuliches Resultat,
da eine dosisabhangige Inhibition gefunden wurde und somit durch rationales
Wirkstoffdesign ein neuartiger Hit identifiziert werden konnte. Das Ergebnis im DHS-
Assay war Ubereinstimmend mit der gemessenen Inhibition der HIV-1 Replikation,

deren Bestimmung in Zellkultur durchgefiihrt wurde. ™"

Inhibition von HIV-1 in PM1-Zellen

Das Ergebnis des Tests gegen HIV-1 ist in Abb. 93 gezeigt. PM1-Zellen wurden fur
eine Woche in den angezeigten Inhibitor-Konzentrationen vorinkubiert, mit dem
CCRb5-tropen HIV-1 Isolat BaL infiziert und fur eine weitere Woche in Gegenwart der
jeweiligen Inhibitoren kultiviert. Die lange Vorinkubationszeit der Zellen in Gegenwart
der Inhibitoren ist damit begriindet, dass der aktivierte Faktor elF-5A eine sehr lange

Halbwertszeit besitzt.
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Abb. 93: Aktivitat von 46 gegen HIV-1 in PM1-Zellen mit GC7 1 als Positivkontrolle!**!!

Die Viruslast wurde aus dem Uberstand durch Messung des p24-Antigen-Levels
bestimmt. Parallel dazu wurde die zellulare Viabilitdt durch den AlamarBlue-Assay

gemessen, wobei keine toxischen Effekte festgestellt wurden.

Da dieser Assay an intakten Zellen durchgefuhrt wurde, muss 46 zumindest in
geringer Konzentration die Zellwand passiert haben. Dies ist erfreulich, da 46
aufgrund seiner Guanidinogruppe doch relativ polar ist. Zwar ist GC7 1 aktiver als der
neue DHS-Inhibitor 46, aber beide zeigten eine dosisabhangige Wirkung. Vergleicht
man die Ergebnisse des DHS-Assays mit denen des Tests gegen HIV-1, stellt man
eine groRRe Ahnlichkeit fest. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die inhibitorische

Wirkung von 46 auf HIV-1 tatséachlich auf die Inhibition der DHS zurtickzufihren ist.
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4.3.9 Fazit: Synthesen zur erstmaligen Darstellung von 46

Nach der Berechnung, Synthese und dem Testen der ersten Generation, neuer,
potentieller DHS-Inhibitoren wurden die erhaltenen Ergebnisse fir eine Optimierung
der bioinformatischen Berechnungen verwendet (vgl. Kap. 4.1.4, S. 49). Von A.
Kolodzik wurde mittels Struktur- und Fragment-basiertem Wirkstoffdesign eine zweite
Generation neuartiger, potentieller Inhibitoren der DHS in silico generiert, deren
virtuelle Bindungsaffinitditen zur DHS im Vergleich zu GC7 1 und der ersten
Generation potentieller DHS-Inhibitoren deutlich verbessert waren (s. Kap. 4.2, S. 50-
53).14!

Aus den neu berechneten Verbindungen wurde 2-(2-Guanidinoethyl)-5-aminomethyl-
1H-indol 46 nach synthetischen Gesichtspunkten zur Darstellung ausgewahlt. Um die
bioinformatischen Rechnungen zu veranschaulichen, wurden die Interaktionen des
neuen, potentiellen DHS-Inhibitors 46 mit dem aktiven Zentrum der DHS von A.
Kolodzik  simuliert (s. Abb. 94). Erkennbar sind die gebildeten
Wasserstoffbriickenbindungen der Aminomethyl- und der Guanidinogruppe, sowie
die m-n-Wechselwirkungen des Indols mit der Indoleinheit des Tryptophans an
Position 327 der DHS.

Glu323

\
/,

)

0 Asp316
Lys320 His288
Nad0

'
=3

Z—T-----rig---==-0

-8.

W

Trp327

@

T
.
T F;
A 7,
IS 2_—_<
o L 4 hY
o ==X
I
p=d
T
’I
0]
% \\
S (o]
N
W

0
\
=z
S—-‘to--.,_ ~
0

H R
R sn292
Gly314 H
2

Abb. 94: Bioinformatische Berechnung des aktiven Zentrums der DHS mit gebundenem 46!*®

Die erste geplante und durchgefuihrte Syntheseroute scheiterte an der Reduktion der
Nitrilfunktion auf Stufe des Indols (s. Kap. 4.2.3, S. 69f). Nachdem die Syntheseroute

daraufhin umgestellt wurde, konnte die Zielverbindung 46 nach Optimierung der

93



Resultate und Diskussion

Synthesen auf zwei verschiedene Wege erstmalig erfolgreich dargestellt werden (s.
Abb. 95, S. 94 und Abb. 96, S. 95).

Svyntheseroute 1:

Die Zielverbindung 46 konnte Uber sieben Stufen erfolgreich synthetisiert werden (s.
Abb. 95). Nach Reduktion und Einfihrung der Boc-Gruppe wurde die Tosyl-Gruppe
an der aromatischen Aminogruppe eingeftihrt, da der direkte Ringschluss des Alkins
55b mit freier NH,-Gruppe nicht moglich war (s. S. 77f). Anschlie3end wurde N,N‘-
Bis-tert-butoxycarbonylguanidin  durch  Substitution der Hydroxygruppe unter
Mitsunobu-Reaktionsbedingungen eingefihrt (vgl. S. 80).

cl
N 1) BH3*THF © Boc,0, EtsN, DMAP,

= ' 2) 2 M HCI Hsﬁ | CHCL,Rt5h  Booy |

—_—

THF, Reflux, /\@ 72-80% H/\@

NH,  1)5h,2)1h NH,  (iber 2 Stufen) NH,
50 61 62a

3/6 Aquiv. 3-Butin-1-ol 55b,

0.2 Aquiv. Cul,
3 Aquiv. Pyridin, 0.1 Aquiv. Pd(PPhj3),Cl,,
1.2 Aquiv. TsCl, Boc\N I 30 Aquiv. Et3N, Boc\N OH
CHyCly, Rt, 42 h H DMF, 85 °C, 18 h HW
. NH . N
92% Tos 90/97% Tos
62b 63b
1.5 Aquiv. N,N'-Bis-tert-butoxy- H,N
carbonylguanidin 59, >=N\
1.5 Aquiv. PPhg, 1.5 Aquiv. DIAD, ~ BOC~ N N  Boc 5M NaOH in MeOH,
THF, Reflux, 15 h -~ H N Boc Rt, 29-40 h _
95% Yos 78-99%
66b
H,N f HoN E
Boc )=N 4 MHCI/CH, CN 1:1, | =NH i
N A N~ Boc R 29-72h HoN A NRE
H Boc = 2HCI !
N 67-73% ! N X !
H ] l'_| _______________/I
66a 46

Abb. 95: Darstellung von 46 Uber den direkten Ringschluss von 3-Butin-1-ol 55b mit 62b

Die Struktur der Zielverbindung war damit vollstandig aufgebaut. In den letzten
beiden Schritten wurden die Tosyl- bzw. Boc-Schutzgruppen orthogonal

abgespalten. Zur Abspaltung der Tosyl-Gruppe war eine 5 molare Lésung von NaOH
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in Methanol am besten geeignet (s. S. 82). Die Abspaltung der Boc-Gruppen wurde
erfolgreich unter Verwendung von 4 M HCI/CH3CN (1:1) durchgefiihrt. Uber diese
sieben Stufen konnte die Zielverbindung 46 als Hydrochlorid in einer

Gesamtausbeute von 30-49% erhalten werden.

Svyntheseroute 2:

Da die Einfuhrung und spéatere Abspaltung der Tosyl-Gruppe zwei zuséatzliche, aber
notwendige Stufen fir Syntheseroute 1 sind, wurde eine alternative Syntheseroute

entwickelt, bei der diese zwei Schritte nicht nétig waren (s. Abb. 96).

Die Syntheseroute 2 verlief Uber die C-C-Kreuzkupplung von N,N'-Bis-tert-
butoxycarbonyl-guanidinobut-3-in 58 mit 62a (s.S.84). Eine nachtragliche
Einfihrung der Guanidinogruppe scheiterte wahrscheinlich an dem freien Indol-NH
(s. S. 85). Das Kupplungsprodukt 65b konnte in einer Ringschlussreaktion zum

entsprechenden Indol 66a zyklisiert werden (s. S. 85).
cl

N 1) BH5*THF o Boc,0, Et;N, DMAP,
N I 2) 2 M HCl @ | CH,Cl,, Rt, 5 h Boc.. [
H;N N
THF, Reflux, 72-80% H
NH, 1)5h,2)1h NH2  (iiber 2 Stufen) NH,
50 61 62a
H,N
3.5 mol% Pd EnCat TPP30, )=N
Boc 1.5 Aquiv. DBU, _— N\B Boc
N NH, CH3;CN,65°C,17h Boc. oc
62a + = Y N
. NBoc 51% NH,
1.5 Aquiv.
58 65b
1.1 Aquiv. Cul, CTTTTTTTTTTTTom oo e
1.2 Aquiv. KH, H2N>_N : H,N .
1,2-Dichlorethan, g N Bog 4 MHCICH,CN 1:1 | N>H:NH |
o \N \ - : !
57% N 67-73% i N x2HCl |
H ] I—_| ________________ '
66a 46

Abb. 96: Darstellung von 46 Uber die C-C-Kreuzkupplung und anschlieenden Ringschluss ohne
N-Tosyl-Gruppe

Die Abspaltung der Boc-Gruppen wurde unter den gleichen Bedingungen wie bei
Syntheseroute 1 durchgefiihrt. Die Gesamtausbeute von 2-(2-Guanidinoethyl)-5-

aminomethyl-1H-indol 46 Uber diese nicht optimierte Ringschlussvariante betrug trotz
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der funf statt sieben erforderlichen Syntheseschritte nur 14-17% statt der erhaltenen
30-49% uber den direkten Ringschluss nach Syntheseroute 1.

Beim Vergleich der Ausbeuten darf nicht vergessen werden, dass die
Gesamtausbeute bei Syntheseroute 1 nach durchgefiihrter Optimierung 49% uber
alle sieben Stufen ging und Syntheseroute 2 noch nicht optimiert ist. Hier sollte eine
Steigerung der Gesamtausbeute moglich sein. Beide Routen bieten Ihre Vorteile und
kénnen auch im Hinblick auf weitere Derivate entsprechend eingesetzt werden. Es

wurde ein effizienter Zugang zu substituierten Indolen ermdglicht

Da zudem die Reinigung der Zielverbindung 46 an RP-Kieselgel gelang, wurde die in
vitro Aktivitat dieses neuen, potentiellen DHS-Inhibitors getestet. Es zeigte sich, dass
46 die DHS-Reaktion dosisabhéangig hemmt und die Substanz etwa halb so aktiv wie
GC7 list (s. S. 91). Vergleicht man die Ergebnisse des DHS-Assays mit denen des
Tests gegen HIV-1, stellt man eine groRe Ahnlichkeit fest. Auch die HIV-1 Replikation
wurde durch 46 gehemmt und ungeféhr im gleichen Verhaltnis geringer als GC7 1 (s.
S. 92). Die, fur die erstmalig synthetisierte Verbindung 46, erhaltenen Testergebnisse
sind trotzdem ein sehr erfreuliches Resultat, da eine dosisabhangige Inhibition
gefunden wurde und somit durch rationales Wirkstoffdesign ein neuartiger Hit zur
Inhibition der DHS und HIV-1 identifiziert werden konnte.
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5 Untersuchung von CNI-1493 und seiner Derivate

Mit 2-(2-Guanidinoethyl)-5-aminomethyl-1H-indol 46 wurde im vorigen Kapitel ein
neuartiger DHS-Inhibitor, der im aktiven Zentrum der Desoxyhypusinsynthase binden

sollte, identifiziert, erfolgreich synthetisiert und getestet.

In diesem Kapitel werden die durchgefiihrte Synthese und Untersuchung von CNI-
1493 2, einem schon bekannten Inhibitor der DHS, sowie neuer CNI-Analoga
vorgestellt (vgl. S. 10-12). Mit einem ICso-Wert von 2 uM ist das tetravalente
Guanoylhydrazon CNI-1493 2 relativ potent. Fur 2 wurde von Hauber et al. durch die
DHS-Inhibition eine effiziente Hemmung von HIV-1 gemessen.™ Interessant ist,
dass 2 zu grof3 ist, um einerseits durch den schmalen Tunnel zum aktiven Zentrum
der DHS zu gelangen und andererseits fur die Bindung im aktiven Zentrum selbst
(vgl. Abb. 7, S. 10). Es muss also einen anderen Wirkmechanismus fir CNI-1493
geben. Bis vor kurzem waren keine Strukturinformationen des gebundenen CNI-1493
bekannt. Das in der vorliegenden Arbeit synthetisierte CNI-1493 (vgl. Kap. 5.1, S.
97ff) wurde von der Arbeitsgruppe um R. Hilgenfeld erstmalig mit der DHS co-
kristallisiert und zeigte eine mogliche Bindungsstelle auf der Aul3enflache der DHS
auf (s. S. 11).%4

Das Ziel war somit, weitere Erkenntnisse hinsichtlich der Wirkweise von CNI-1493 zu
gewinnen. Dazu wurden verschiedene Derivate synthetisiert, die dann hinsichtlich
ihres Inhibitionspotentials getestet werden sollten. Aus den erhaltenen Ergebnissen
sollten sich Hinweise auf die zur Aktivitat benoétigten Strukturelemente ziehen lassen.
Zusatzlich sollte eine HPLC-Methode fur CNI-1493 und dessen Derivate entwickelt
werden, damit beispielsweise Hydrolyse-Studien durchgefiihrt werden konnten.
Bevor die Derivate dargestellt wurden, wurde CNI-1493 2 synthetisiert, da es als
Positivkontrolle flr die biochemischen Assays, sowie zur Co-Kristallisation mit der
DHS bendtigt wurde.

5.1 Synthese von CNI-1493 2

Die Synthese von CNI-1493 2 ist literaturbekannt und wird deswegen im Folgenden
nur kurz zusammengefasst. CNI-1493 besteht aus zwei identischen Kopfgruppen
(3,5-Bis[1-(aminoiminomethyl)-hydrazoethyl]anilin) die Gber eine Amidbindung der

aromatischen Aminogruppe mit Sebacinsdure (1,10-Decandisdure) verkntpft sind
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(s. Abb. 97). Die Alkylkette stellt somit eine Art Linker fur die beiden identischen
Kopfgruppen dar. Nach der Knupfung der Amidbindung sollten zur Synthese der
Zielverbindung CNI-1493 2 die Ketone mittels Aminoguanidin-Hydrochlorid unter
Saurekatalyse in die entsprechenden Imine Uberfihrt werden. Bei Verwendung von
Ethanol/Wasser 9:1 als Losungsmittel sollte das entstehende CNI-1493 aus der
Reaktionslosung in der Kalte als Hydrochlorid ausfallen und durch Filtration und

Waschvorgange mit kalten Losungsmitteln erhalten werden.*®!

HNYNHZ H2N\’¢NH
HN. _NH
L ? 8
*4 HCI
(@] (@)
HN
MNH — HN\[(\/\/\/\)J\NH
(0] (0]
2 67
N N
HN~ “NH o ©

o) o)
0
2 + CIW(ﬂ
o)
NH, 72
0 0 /
4 68 N 0
HO OH Hom/\/\/\/\)k on
° 73

NO,

71

Abb. 97: Retrosynthese von CNI-1493 2

3,5-Diacetylanilin 68 wurde nach Ulrich et al. durch Reduktion von 1,3-Diacetyl-5-
nitrobenzol 69 erhalten (s. Abb. 98).14") Bevor diese Reaktion durchgefiihrt werden
konnte, musste zunachst die Nitroverbindung 69 dargestellt werden. Dazu wurde
bereits von U. Gorbig in seiner Dissertation festgestellt, dass die literaturbekannte
Synthese Uber den Diethylmalonat-Grignard nicht funktionierte. Stattdessen wurde
von U. Goérbig Natriumhydrid zum Deprotonieren des Diethylmalonsaureesters 74
verwendet.’*® Der Reaktionspartner, 5-Nitroisophthalsaurechlorid 70, wurde aus
5-Nitroisophthalsaure 71 mit Thionylchlorid und 3 Tropfen DMF als Katalysator

dargestellt. Nach Addition des Malonats wurde das Zwischenprodukt aufgearbeitet
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und anschlie3end in einem Gemisch aus Eisessig, konz. Schwefelsdure und Wasser
zum 1,3-Diacetyl-5-nitrobenzol 69 decarboxyliert. Nach Aufarbeitung und
saulenchromatographischer Reinigung konnte 69 in 29% Ausbeute erhalten werden.
Diese Ausbeute konnte auch in wiederholten Versuchen nicht gesteigert werden, lag

aber sehr nahe an der von U. Gorbig maximal erreichten Ausbeute von 34%.18!

Anschlieend konnte die Reduktion durchgefihrt werden. Dazu wurde die
Nitroverbindung 69 portionsweise in eine auf 50 °C erwarmte Losung aus 4 Aquiv.
Zinn(Il)chlorid und konzentrierter Salzsdure gegeben. Nach 15 Minuten Ruhren
wurde die Reaktionslésung zur Neutralisation unter sehr starker Gas- und
r.‘.[147]

Schaumentwicklung zu einer Losung aus Kaliumcarbonat in Eiswasser gegebe

In dieser Reaktion konnte 68 in einer Ausbeute von 98% erhalten werden.

O O o o
HO)KQ/%H o )
O O
71 NO 70 1.¢ 0 o
2 N02 2 d e
" 29% 98%
O (0] fe} o ° °

b N02 NH2
O Se (@) 69 68
74 Na

a SOCl,, DMF, Reflux, 90 min; b NaH, THF, Reflux, 4 h; ¢ THF, Reflux, 16 h; d Wasser/AcOH/H,SO, (20:1:4),
Reflux, 3.5 h; e SnCl,, HCI, 50 °C, 15 min

Abb. 98: Darstellung von 3,5-Diacetylanilin 68

Die Knipfung der Amidbindung zwischen 3,5-Diacetylanilin 68 und dem
Sebacinsaurechlorid 72 wurde unter Zusatz von Pyridin  durchgefihrt.
Erfreulicherweise fiel das gebildete Diamid 67 aus der Reaktionslésung aus. Damit

beide Saurechloride vollstandig abreagierten, wurden 2 Aquivalente 68
148]

eingesetzt.|
0
J 73
SOCI, DMF,
Reflux, 1 h (0] O
0

Cl
o o \”/\/\/\/\)J\d
o 72 O
2.7 Aquiv. Pyridin, CH,Cl, Rt, 4 h HNWNH
2

38% o
67

NH,

68 |
0] 0]

Abb. 99: Darstellung von N,N'-Bis-(3,5-diacetylphenyl)decandiamid 67
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Das ausgefallene Diamid 67 konnte nach Waschen des Niederschlags mit kaltem
CHCl; in einer Ausbeute von 38% erhalten werden. In der letzten Stufe wurde 67 mit
5 Aquivalenten Aminoguanidin-Hydrochlorid unter Saurekatalyse umgesetzt. Bei
Verwendung von Ethanol/Wasser 9:1 als Losungsmittel fiel das entstehende
CNI-1493 2 als Hydrochlorid aus der Reaktionslosung in der Kalte aus und wurde
durch Waschen mit kaltem Ethanol und etwas kaltem Wasser als reiner Feststoff in
einer Ausbeute von 76% isoliert (s. Abb. 100).

5 Aquiv. Aminoguanidin- | |
Hydrochlorid,
)‘\Q)‘\ 5 Tropfen konz. HCI, x4 HCI
o Ethanol/Wasser 9:1, o

HNW/\/\/\/\)LNH Reflux, 2 h HN\[(\/\/\/\ANH

o) o)
67 76% CNI-1493 2
|
| |
o N.

HN? NH, HZNANH

Abb. 100: Letzte Stufe der Darstellung von CNI-1493 2

Durch das Waschen mit Ethanol und Wasser wurde noch vorhandenes
Aminoguanidin-Hydrochlorid entfernt, wobei sich das Produkt ebenfalls teilweise
loste. Das *"H-NMR-Spektrum des erhaltenen CNI-1493 2 ist in Abb. 101 abgebildet.

HN. n-NH
PP
- I\/ ] ~ H-2/-6
P o X4HC
X .9 |
‘H ~ p \";/ ‘TH H-4
O 8 - \12 /Guanidin-
CNI14932 e~ NaHs

PR e
HN”NH,  H,N"NH

el T

T
8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
o l.'"_)

Abb. 101: 1H—NMR—Spektrum von CNI-1493 2 in DMSO-ds
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Neben den Signalen der Guanoylhydrazon-Protonen ist das Signal der vier
identischen Methylgruppe bei 2.37 ppm fur 2 charakteristisch. CNI-1493 2 wurde
erfolgreich dargestellt und konnte fur die Co-Kristallisationsversuche und weiteren
Tests eingesetzt werden (vgl. Kap. 5.3 und 5.4, S. 103-116).

5.2 Darstellung der CNI-1493 Analoga 75-87

Die Struktur von CNI-1493 2 wurde variiert, in dem die Sebacinsaure durch andere
Dicarbonsauren als Linker ersetzt wurde (s. Abb. 102). Die Alkylkette wurde verkuirzt
(75-78), verlangert (79-80) und auch gegen starrere Linker, wie z. B. 1,4-Phenyl-
Gruppen ausgetauscht (82-86). Diese Modifikationen wurden ohne bioinformatische

Rechnungen vorgenommen.
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Abb. 102: Ubersicht der synthetisierten CNI-1493 Analoga 75-874
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HNNH NS NH, HNJ\/\/\/\/\/YNH 79 b ot 85
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Neben der Variation des Linkers wurde mit 87 quasi eine einzelne Kopfgruppe
synthetisiert. Dies sollte als Test dienen, ob auch nur eine einzelne Kopfgruppe DHS
inhibierend wirkt. In der Kiristallstruktur des DHS:CNI-1493 Co-Kristalls wurde
zusatzlich zur gemessenen Elektronendichte des CNI auf der Auf3enflache der DHS
ein Aminoguanidin im aktiven Zentrum gefunden.®* Deswegen sollte 88 in den
spateren in vitro Tests ebenfalls getestet werden, um auszuschliel3en, dass 88 einen
inhibierenden Effekt besitzt.
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Die Synthese der Diamide 89-100 und der CNI-Analoga 75-87 erfolgte analog der im
vorigen Kapitel beschriebenen Synthese von CNI-1493 (vgl. Abb. 103).

HN ¥ NHy  HoN YNH
Q o HN. _NH
Y
i i x 4 HCI
a o b (@]
le) = HN ,x‘l‘_l‘qlggr‘/U\NH - HN /,Itlp,k,e,r,/‘U\NH

Linker ”\ \ﬂ \ﬂ
NH; cl 5 - Cl o o)
68 o} 89-100 25.86 | |

a 2.7 Aquiv. Pyridin, CH,Cl,, Rt, 4 h, 38-96%
b 5 Aquiv. Aminoguanidin-Hydrochlorid, 5 Tropfen konz. HCI, Ethanol/Wasser 9:1, Reflux, 2 h, 24-95%

Abb. 103: Schematische Ubersicht der Reaktionsschritte zur Darstellung der CNI-Analoga 75-86

Tabelle 13: Erreichte Ausbeuten bei der Darstellung der CNI-1493 Derivate 75-87

Linker & Ausbeute (Diamid)  Ausbeute (CNI-Derivat)
(CH,), (CNI-1493) 38% (67) 76% (2)
nur eine Kopfgruppe - 64% (87)
(CH,), 63% (89) 55% (75)
(CH,), 75% (90) 95% (76)
(CH,), 52% (91) 49% (77)
(CH,), 63% (92) 58% (78)
(CH,),, 46% (93) 68% (79)
(CH,),, 49% (94) 36% (80)
cis/trans-Cyclohexyl 73% (95) 24% (81)
(CH), 94% (96) 54% (82)
1,4-Dimethylbenzol 48% (97) 84% (83)
1,3-Dimethylbenzol 72% (98) 40% (84)
1,4-Phenyl 94% (99) 60% (85)
1,3-Phenyl 96% (100) 66% (86)

% Position des Linkers ist in Abb. 102 und Abb. 103 schematisch dargestellt

Die Derivate konnten erfolgreich in Ausbeuten von 37-96% 89-100 und 24-95% fur
75-87 dargestellt werden (s. Tabelle 13 und Abb. 102). In Ausnahmefallen waren die
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Ausbeuten verhaltnismaflig gering, was an der unvollstindigen Bildung der
Saurechloride oder an der Reinigung der Verbindungen lag, da sich die Produkte bei
den Waschvorgéangen teilweise ebenfalls 16sten. Dagegen gab es beim Analogon 80
bzw. 94 mit Tetradecanoyl-Linker aufgrund der langen Alkylkette schon bei den

Edukten Ldslichkeitsprobleme.

Die Synthesen der Saurechloride fur die Amidbildung machten oft Probleme, so dass
auch andere Reaktionsbedingungen erprobt wurden. Es wurden die Standard-
Peptidkupplungsreagenzien HOBt, HATU und TBTU ausprobiert, da bei diesen direkt
die jeweilige Carbonsaure eingesetzt werden konnte. Jedoch konnte in keinem Fall
ein Produkt isoliert werden. Mdglicherweise ist die aromatische Aminogruppe des
1,3-Diacetylanilins 68 nicht nucleophil genug fiir einen Angriff auf die aktivierten
Sauren.Wichtiger als eine hohe Ausbeute war die Reinheit der Verbindungen, so
dass die Ausbeuteverluste in Kauf genommen wurden. Nachdem alle Verbindungen
in ausreichenden Mengen zur Verfigung standen, konnten sie fir die weiteren Tests

eingesetzt werden.

5.3 Biochemische Tests der CNI-1493 Analoga 75-87

Zur biochemischen Evaluierung der synthetisierten Verbindungen wurden
verschiedene Tests durchgefuihrt. Der in vitro Assay zur Bestimmung der DHS
Inhibition durch die jeweiligen CNI-Derivate wurde von P. Priyadarshini und M.
Krepstakies (Heinrich-Pette-Institut, Hamburg) durchgefihrt. Die Tests gegen HIV-1
in Zellkulturen wurden von P. Hartien am Universitatsklinikum Eppendorf (UKE)
durchgefiihrt. Als erstes wurden die 12 CNI-1493 Derivate 75-86, das verkirzte CNI
87 und Aminoguanidin 88 hinsichtlich ihrer DHS inhibierenden Wirkung untersucht (s.
Kap. 9.2.1, S. 169).

5.3.1 Inhibition der DHS durch die CNI-1493 Analoga

Die Inhibition der Desoxyhypusinsynthase wurde wie zuvor in vitro am isolierten
Enzym Uberprift. Durch radioaktiv markiertes Spermidin wurde die DHS-vermittelte
Ubertragung der Aminobutyleinheit des Spermidins auf das Lysin an Position 50 im
elF-5A gemessen (vgl. Abb. 6, S. 9 und Kap. 9.2.1, S. 169). Bei diesen Versuchen

wurde CNI-1493 2 als Positivkontrolle verwendet.
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Das verkirzte CNI-1493 Derivat 87, sozusagen nur eine Kopfgruppe, zeigte keine
Aktivitat. Daraus folgt, dass mindestens zwei auf irgendeine Weise verknipfte
Kopfgruppen fur die Aktivitdt von CNI-1493 notwendig sind. Moglicherweise ist ein
komplexierender Effekt in den Wirkmechanismus von 2 involviert. Aminoguanidin 88
war in dem Assay ebenfalls inaktiv. Dieses Ergebnis legt nahe, dass das im aktiven
Zentrum der DHS gefundene Aminoguanidin ein Artefakt und kein gebundenes
Molekul ist. Es wurde vermutet, dass CNI-1493 2 unter den
Kristallisationsbedingungen instabil ist. Dieser Hypothese sollte nach der Entwicklung
einer HPLC-Methode durch Hydrolyse Untersuchungen von CNI-1493
nachgegangen werden (s. Kap. 5.4, S. 111ff).

Nun zurick zu den weiteren Testergebnissen des DHS Assays. Die meisten
CNI-1493 Derivate inhibierten die DHS ahnlich effektiv wie CNI-1493 selbst (s. Abb.
104). Bei sehr langen Alkylketten wie z. B. dem Tetradecanoyl-Linker in 80 wurde
eine deutlich schwachere Aktivitat festgestellt, so dass hier entropische Effekte eine
gute Bindung an die DHS verhindern kdnnten (s. Abb. 104A). Es konnte bei dieser

Verbindung aber auch zu Léslichkeitsproblemen im Testmedium gekommen sein.
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Abb. 104: Inhibition der DHS durch A) die aliphatischen CNI-Analoga 75-82, 87, 88
und B) die aromatischen CNI-Analoga 83-86

Die Aktivitat der CNI-Analoga mit mittleren Alkylkettenlangen (Cs bis Cy) als Linker
lag in einem ahnlichen Bereich wie die von CNI-1493. Es wurden ICso-Werte um
1.5 uM bestimmt. Das Ergebnis war zu erwarten, da diese Linker den beiden
Kopfgruppen eine &ahnliche raumliche Flexibilitat wie im CNI-1493 ermdglichen

sollten.

Sehr interessant war die Aktivitdt von 75, da hier die Kopfgruppen tber Oxalséaure

relativ starr fixiert sind. Mit Oxalsdure wurde der kirzest mogliche Linker gefunden,
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da beide Kopfgruppen praktisch direkt Uber die Amidbindungen miteinander
verknupft sind. Die Derivate mit dem 1,4-Phenyl- bzw. 1,3-Phenyl-Linker 85 bzw. 86
gehoren ebenfalls zu den starren CNI-Analoga und zeigten auch eine gute Aktivitat
im DHS Assay (s. Abb. 104B, S. 104).

Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu der erhaltenen Kristallstruktur, da die
unflexiblen Analoga nicht die dort gefundene Konformation einnehmen kénnen. CNI-
1493 2 lag dort in einer ,sandwichartigen“ Konformation vor, in der die n-Systeme der
beiden Aromaten mit einem Abstand von nur 3.6 A Stapel-Wechselwirkungen
miteinander eingehen und die Alkylkette relativ beweglich sein musste, da nur eine
sehr diffuse Elektronendichte fiir den Linker detektiert werden konnte.®” Um die im
Kristall gefundene rdumliche Anordnung von CNI-1493 mit den in vitro Ergebnissen
des DHS-Assays in Relation zu setzen, wurden von A. Kolodzik
Energieminimierungsrechnungen mit den synthetisierten CNI-Analoga 75-86
durchgefiihrt.® Jedoch wurden dadurch keine gravierenden, neuen Erkenntnisse
gefunden. Es zeigte sich allerdings, dass die energetisch gunstigste Konformation
von 84 der von CNI-1493 2 in der Kristallstruktur sehr &hnlich ist (s. Abb. 105).

Abb. 105: In griin ist die im Kristall gefundene Konformation von CNI-1493 2 dargestellt und mit der
energetisch glnstigsten Konformation von 84 in Farbe Ubereinandergelegt [149]

Jedoch zeigte 84 mit max. 30% Inhibition bis 5 uM im Test eine niedrige Aktivitat.
Vielleicht ist die im Kristall gefundene Konformation nicht die biologisch aktive, was
fur CNI-1493 2 kein Problem ware, da die Cyo-Alkylkette sehr flexibel ist. Fir diese
Hypothese wirde auch sprechen, dass die starren CNI-Analoga 75, 85 und 86 aktiv
sind, obwohl sie die ,Sandwich“-Konformation nicht einnehmen kdnnen.
Mdglicherweise haben die starreren CNI-Analoga aber auch einen anderen

Wirkmechanismus.
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5.3.2 Inhibition von HIV-1 in infizierten PM1-Zellen

Nachdem die Inhibition der DHS durch die synthetisierten CNI-Analoga 75-87
gemessen wurde, wurde die Inhibition von HIV-1 in Zellkultur bestimmt. Dazu wurden
zwei Derivate mit variiertem Alkylketten-Linker 76 (C4) und 79 (Ci2) sowie zwei
Vertreter fur die starren CNI-Derivate (1,4-phenyl- 85 und 1,3-phenyl- 86)
ausgewahlt. Diese vier Verbindungen besal3en eine hohe Aktivitdt im DHS Assay
(vgl. Abb. 104, S. 104). Zuséatzlich wurde CNI-1493 2 als Positivkontrolle eingesetzt.

PM1-Zellen wurden 8 bis 10 Tage in Gegenwart der jeweiligen Verbindungen in
Konzentrationen von 0.5, 1 und 2 uM oder DMSO als Negativkontrolle vorinkubiert.
Wie bei den zuvor beschriebenen Tests beruhte die lange Vorinkubationszeit der
Zellen in Gegenwart der Inhibitoren auf der Tatsache, dass der aktivierte Faktor
elF-5A eine sehr lange Halbwertszeit besitzt (vgl. Kap 4.1.3, S. 47 und Kap. 4.3.8, S.
91f). Nach Infektion der Zellen mit dem CCR5-tropen HIV-1 Isolat BaL wurden die
Zellen fur weitere 7 Tage in Gegenwart der Verbindungen kultiviert und die Viruslast
durch Messen des p24-Antigen Levels im Uberstand bestimmt. Parallel dazu wurde
die Viabilitat der Zellen Uber den AlamarBlue-Assay bestimmt. Wie erwartet inhibierte
CNI-1493 die Virusreplikation effektiv mit einer dosisabhangigen Wirkung (vgl. Kap.
2.2.2, S. 11). Die in Abb. 106 gezeigten Ergebnisse fiur die CNI-Analoga 76 und 79
mit variierter Alkylkette sind teilweise Uberraschend. Es wurde angenommen, dass
beide ungefahr gleiche Aktivitaten zeigen wirden. Das Derivat 76 mit dem
1,4-Butandisaure-Linker war mit einem ICso-Wert von 0.5 - 0.7 uM sehr potent.
Jedoch zeigte sich fur 79 (Ci,-Linker) keine Aktivitdt gegen HIV-1, was schwierig zu
verstehen, geschweige denn zu erklaren ist. Erfreulich war, dass alle Verbindungen
in den getesteten Konzentrationen keine toxischen Effekte auf die Zellen hatten (s.

untere Balkendiagramme in Abb. 106).
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Abb. 106: Die oberen Balkendiagramme zeigen die Aktivitat von CNI-1493 2 und die Aktivitat der
aliphatischen, flexiblen CNI-Analoga 76 und 79; die Ergebisse aus den AlamarBlue-Assays derselben
Zellkulturen sind in der unteren Reihe dargestellt (Ergebnis der Negativkontrolle schematisch durch
die gestrichelten Linien gekennzeichnet)

Die aromatischen, starren CNI-Analoga 85 und 86 zeigten ebenfalls keine zelluléare
Toxizitat in den getesteten Konzentrationen (s. untere Balkendiagramme in Abb.
107). Zusammen mit den Ergebnissen der aliphatischen CNI-Analoga ist dies ein
sehr wichtiges Ergebnis. Mit der DHS wird ein zellulares Enzym adressiert. Somit
werden Uber die Kaskade aus DHS-Inhibition und der verhinderten Aktivierung des
Proteins elF-5A korpereigene Proteine attackiert, was moglicherweise zellulare
Prozesse negativ beeinflussen kdnnte. Aus der beobachteten, nicht vorhandenen
Toxizitat aller Verbindungen in den getesteten Konzentrationen lasst sich folgern,
dass die Verbindungen in den wirksamen Konzentrationen keine negativen Einfliisse

auf Zellzyklus und -proliferation zu haben scheinen.
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Abb. 107: Die oberen Balkendiagramme zeigen die Aktivitat von CNI-1493 2 und die Aktivitat der
aromatischen, starren CNI-Analoga 85 und 86; die Ergebisse aus den AlamarBlue-Assays derselben
Zellkulturen sind in der unteren Reihe dargestellt (Ergebnis der Negativkontrolle schematisch durch

die gestrichelten Linien gekennzeichnet)

Die Aktivitdt gegen HIV-1 ist bei den beiden getesteten, starren CNI-1493 Derivaten
mit 1Cso-Werten um 1.5 uM etwas niedriger als die von CNI-1493 2 (s. obere
Balkendiagramme in Abb. 107). Diese Ergebnisse stehen in guter Ubereinstimmung
mit den Resultaten des DHS-Assays und koénnten auf einen abweichenden

Wirkmechanismus der starren CNI-Analoga 85-86 hindeuten.

5.3.3 Wirkung von CNI-1493 2 und dessen Analoga auf Pflanzenpathogene

Aufgrund  vielfaltiger = Forschungsergebnisse  scheint der  eukaryotische
Initiationsfaktor 5A und damit auch die DHS ein mdgliches Ziel fur die Therapie

verschiedenster Erkrankungen zu sein (s. Kap. 2.2.3, S. 12).

Neben den angesprochenen humanen Erkrankungen spielen die Enzyme elF-5A
bzw. DHS auch bei Pflanzenpathogenen eine Rolle. So wurden im Verlauf dieser
Arbeit in Kooperation mit der Arbeitsgruppe um W. Schéfer (Biozentrum Klein
Flottbek, Universitdt Hamburg) interessante Ergebnisse beim Befall von Mais und
Weizen durch den pathogenen Pilz Fusarium graminearum gewonnen."*® Es konnte
gezeigt werden, dass die Bildung der DHS von Weizen sowie der des Pathogenes
wahrend der pathogenen Interaktion signifikant hochreguliert werden, vor allem in
der frihen Phase der Infektion. Dies ist erneut ein Indiz daflir, dass die Transkription

der DHS-Gene und damit auch die Aktivierung des Proteins elF-5A unter
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biologischem Stress erhoht ist. Der Einsatz von CNI-1493 2 fihrte zu einer dosis-
und zeitabh&ngigen Inhibition der Pilzkeimung, die vollstandige Inhibition wurde bei
10 pM 2 erreicht. Interessant war, dass sich die Pflanzen trotz Einwirkung von 2

wahrenddessen ganz normal entwickelten.

In Abb. 108 ist die Wirkung von CNI-1493 2 am Beispiel von F. graminearum
infizierten Maiskolben dargestellt. Fur diesen Test sind die Maiskolben mit
verschiedenen Spruhldésungen behandelt worden. Die gezeigten Bilder wurden vier
Wochen nach der erstmaligen Infektion aufgenommen. Aus diesen Ergebnissen
folgte, dass eine Inhibition der pilzeigenen DHS zu einer effizienten Inhibition der
Keimung dieses Pathogens fuhrt.

-V
| S )

i
¥
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Abb. 108: CNI-1493 2 inhibiert F. graminearum Infektion von Maiskolben: A) Negativkontrolle mit
4 mL Wasser als Sprihlésung, B) 4 mL 16x10* Wildtyp-Keime von F. g., C) 4 mL 16x10* Wildtyp-
Keime von F. g. plus 5 pM 2, D) 4 mL 16x10* Wildtyp-Keime von F. g. plus 10 uM 2.1**"!

Die synthetisierten CNI-Analoga 75-87 wurden in diesem Zusammenhang ebenfalls
von der Forschergruppe am Biozentrum Klein Flottbek getestet. Zunachst wurde die
Inhibition des Wachstums von Fusarium graminearum in Kultur getestet (s. Kap.
9.2.3, S. 170). Die Analoga wurden in Konzentrationen von 1, 5 und 10 uM
eingesetzt und die Messung erfolgte 4 Tage nach der Infektion. Die erhaltenen Werte
fur die einzelnen CNI-1493 Derivate sind in Tabelle 14 dargestellt und im Folgenden

kurz diskutiert.
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Tabelle 14: Inhibition des Wachstums von F. graminearum durch die CNI-1493 Derivate 75-87

CNI-Analogon Pilzwachstum (Konzentration des CNI-Derivates)
CNI-1493 2 69% (1 uM) 32% (5 uM) 0% (10 uM)

nur eine Kopfgruppe 87 | 103% (50 uM)  90% (100 pM)  117% (200 uM)

(CH,), 75 70% (20 uM)  58% (50 pM)  57% (100 pM)
(CH,), 76 112% (1 uM) A47% (5 pM) 4% (10 pM)
(CH,), 77 105% (1 pM)  154% (5 pM) 5% (10 pM)
(CH,), 78 100% (5 uM) 71% (7 uM) 9% (10 uM)
(CH,),, 79 88% (5 pM) 88% (7 puM) 26% (10 puM)
(CH,),,80 105% (1 pM) 82% (5 pM) 30% (10 pM)
cis/trans-Cyclohexyl 81 78% (1 pM) 5% (5 pM) 0% (10 pM)

(CH), 82 102% (20 pM)  53% (50 pM)  57% (100 pM)
1,4-Dimethylbenzol 83 116% (1 pM) 58% (5 pM) 0% (10 pM)
1,3-Dimethylbenzol 84 114% (1 pM) 78% (5 pM) 0% (10 pM)

1,4-Phenyl- 85 143% (20 pM)  97% (50 pM)  81% (100 uM)

1,3-Phenyl- 86 81% (20 uM)  77% (50 uM)  65% (100 pM)

Interessant ist, dass in diesem Fall die starren CNI-Analoga 75, 85 und 86 nahezu
keine Aktivitat zeigten, dafir aber 83 und 84. Obwohl das Enzym DHS ein
evolutionar hochkonserviertes Protein ist, kdnnte es strukturelle Unterschiede geben,
durch die andere Derivate hier eine hohere Bindungsaffinitit haben als
beispielsweise bei der humanen DHS (vgl. Kap. 5.3.1, S. 103ff). Vergleicht man die
Wirkung von CNI-1493 2 auf die verschiedenen Desoxyhypusinsynthasen, so wurde
festgestellt, dass CNI-1493 2 die DHS von F. graminearum generell schwacher

hemmt als die humane DHS.*5%

Das verklrzte CNI-1493 Derivat 87 war sogar bei 200 uM vollig inaktiv, so dass
hiermit nochmal bestétigt wurde, dass zwei verknipfte Kopfgruppen fir die Aktivitat
bendtigt werden. Von den getesteten Verbindungen waren vier Verbindungen so
aktiv wie CNI-1493 2, und mit Verbindung 81 wurde ein CNI-Analogon gefunden, das
schon bei 5 uM eine nahezu vollstandige Inhibition der DHS des Pflanzenpathogens
zeigte (s. Tabelle 14). Die weiteren Tests von 81 in Pflanzenexperimenten waren
zum Zeitpunkt der Abgabe dieser Arbeit noch nicht beendet und werden in Kirze
abgeschlossen.
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5.4  Untersuchung der Hydrolyse von CNI-1493 2

Die Beobachtung des Aminoguanidinfragments im aktiven Zentrum der DHS im
DHS:CNI-1493 Co-Kristall® warf die Frage auf, ob dieses durch Hydrolyse von CNI-
1493 2 entstanden war (s. S. 103). Aus chemischer Sicht ist die Iminfunktion die
labilste Stelle von 2 und eine basische Hydrolyse zurtick zum Keton eine denkbare
Reaktion. Generell war jedoch Uber die Stabilitat von CNI-1493 in den verwendeten
Puffersystemen und auch im Zellmedium zur Zeit der Anfertigung dieser Arbeit noch
nichts bekannt. Aus frheren Beobachtungen war bekannt, dass die Stammlésung
von CNI-1493 in Dimethylsulfoxid nach sehr h&ufigem Auftauen/Einfrieren ihre
Aktivitat verlor. Um weitere Informationen zu gewinnen, sollte zunéchst eine
Analysemethode fur die Hydrolyse von 2 etabliert werden. AnschlieRend sollten
Hydrolysestudien in verschiedenen Puffern bei verschiedenen pH-Werten
durchgefiihrt werden.

5.4.1 Entwicklung einer HPLC-Methode

Als Methode der Wahl wurde die High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
mit UV-Detektion gewéahlt. Da das tetravalente Guanoylhydrazon 2 eine sehr polare
Verbindung ist, sollte die Reversed Phase-Chromatographie (RP-Chromatographie)
benutzt werden. Bei dieser Art der HPLC werden mit Alkylketten modifiziertes
Kieselgel als unpolare, stationdre Phase und im Normalfall Wasser/Acetonitril-
Mischungen als mobile Phase verwendet. Zunachst wurde ein UV-Spektrum von 2
gemessen, wobei eine intensive Absorption im Bereich zwischen 260 und 280 nm
festgestellt wurde. Anhand dieses Ergebnisses wurde der interne Standard
ausgesucht. In den meisten Fallen wird in unserer Arbeitsgruppe 3‘-Azidothymidin
(AZT) als interner Standard bei Hydrolysen von Nucleotidprodrugs verwendet. AZT
hat ein Absorptionsmaximum bei 264 nm und konnte deswegen auch hier verwendet

werden.

Als néachstes konnte die eigentliche HPLC-Methode entwickelt werden. Es zeigte
sich, dass Wasser/Acetonitril als Eluent ungeeignet war. Aufgrund der vier geladenen
Guanidinogruppen war die Verwendung eines Puffersystems notwendig. Zur
Untersuchung der Hydrolyse der von Jessen et al. entwickelten
Nucleosiddiphosphatprodrugs wird Tetrabutylammoniumhydroxid-Puffer bei pH 7.0

fur die HPLC verwendet.™® Jedoch war auch dieser Puffer fir den gewiinschten
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Zweck ungeeignet, da nur ein viel zu breiter Peak beim Eluieren des CNI-1493 2
erhalten wurde. Als Drittes wurde ein 10 mM Ammoniumformiat-Puffer mit pH 3.0
erprobt. In diesem Puffer sollten die Guanidinogruppen vollstandig protoniert
vorliegen und es zu prézisen Peaks kommen. Die Tendenz war gut, aber die Puffer-
Konzentration noch nicht hoch genug. Erst mit 100 mM Ammoniumformiat-Puffer (pH
3.0) wurden reproduzierbar gute Ergebnisse erhalten, wobei CNI-1493 immer ein
minimales Tailing zeigte. Als Saule wurde eine Nucleodur® C18 Gravity (EC 125/4.6,
5 um) der Firma Macherey-Nagel benutzt. Das Kieselgel ist vollstandig Oktadecyl-
modifiziert und bietet durch die hohe Basendesaktivierung eine gute Stabilitat
gegenuber basischen, Stickstoffhaltigen Analyten wie z. B. 2.

Nachdem eine geeignete Saule und eine geeignete mobile Phase gefunden worden
waren, wurde der Gradient zur Trennung optimiert. Ein Gradient von 5% auf 44%
Acetonitril Gber 12 Minuten bei einer Flussrate von 1.3 mL/min war zur Trennung von
AZT und CNI-1493 2 in scharfe Peaks am besten geeignet. Wie zuvor erwahnt,
wurde aber bei 2 stets ein minimales Tailing beobachtet. Mit der Methode waren
schlie3lich alle bendtigten Bausteine fir eine erfolgreiche Analytik der Hydrolyse von
CNI-1493 vorhanden. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen werden im folgenden

Kapitel vorgestellt.

5.4.2 Hydrolyse von CNI-1493 2

Es wurde eine 5 uM CNI-1493 Stammlésung in DMSO angesetzt, bei -26 °C gelagert
und zur Entnahme der Aliquote jeweils wieder aufgetaut. Die einzelnen
Hydrolyselésungen enthielten 0.1 uM 2 bzw. 0.2 uM AZT. In Tabelle 15 sind die
getesteten Puffer aufgelistet (s. Kap. 9.3, S. 171). Als Simulation fir die
biochemischen Assays in Zellkultur wurde RPMI-Medium verwendet (Nr. 3). Zeile 4
entsprach dem Puffer, der von Hilgenfeld et al. fur die Kristallisationsexperimente
verwendet wurde.®* Zusammen mit dem Glycin-Puffer, der in den in vitro DHS-
Inhibitions-Assays verwendet wurde (Zeile 5), waren die biochemischen
Testbedingungen komplett (s. Kap. 5.3, S. 103ff). Um die CNI-Hydrolyse bei
verschiedenen pH-Werten, aber in dem gleichen Puffer zu untersuchen, wurde ein
Phosphatpuffer verwendet. Die Inkubation fand bei Raumtemperatur und bei 37 °C

statt.
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Tabelle 15: Pufferbedingungen zur Untersuchung der Hydrolyse von CNI-1493

Nr. Puffer pH-Wert | Nr. Puffer pH-Wert
1 DMSO - 8 PBS? 6.0

2 Wasser 7.0 9 PBS? 6.8

3 RPMI-1640? 7.2 10 PBS? 7.5

4 Tris® 8.5 11 PBS? 8.5

5 Glycin® 9.0 12 PBS? 9.0

6 PBS® 1.9 13 PBS? 11.0

7 PBS® 4.0

% RPMI-1640/Hitze inaktiviertes FCS (10%), 37 °C; ® 100 mM Tris, 63% 2-Methyl-2,4-pentandiol, 3 mM
NAD", Rt; © 300 mM Glycin, 37 °C; 450 mM Phosphatpuffer, 37 °C.

Es zeigte sich, dass fir CNI-1493 im Sauren (pH 1.9-6.8) nach 120 h noch keinerlei

Hydrolyse detektiert werden konnte. Unter neutralen bis basischen Bedingungen

dagegen wurde eine schrittweise Hydrolyse detektiert. Unabh&ngig vom eingesetzten

Puffer waren die Hydrolyseprodukte lipophiler als 2, sie eluierten stets bei spéateren

Retentionszeiten an der RP-HPLC (s. Abb. 109 und Abb. 110).

Da die Retentionszeiten der detektierten Hydrolyseprodukte in Abhangigkeit des
Inkubationspuffers differierten, wurde zunachst vermutet, dass es sich je nach Puffer
um andere Produkte handeln misste. Um diesen Sachverhalt aufzuklaren wurden
LC-MS Messungen durchgefuhrt. Die Peaks der Hydrolyseprodukte lie3en sich
mittels LC-MS charakterisieren und es zeigte sich, dass diese unabhangig vom
Inkubationspuffer identisch waren (vgl. Abb. 111, S. 115).

Uber AZT als internem Standard konnte eine relative Bestimmung der Halbwertszeit
in den entsprechenden Puffern durchgefuhrt werden. Es wurden aber nur
Einfachbestimmungen vorgenommen, so dass die Halbwertszeiten keine absoluten
Werte darstellen. AuRerdem wurden in manchen Fallen keine Basislinien-getrennten
Peaks erhalten. Mit einer Halbwertszeit von ca. 140 h verlief die Hydrolyse in reinem
DMSO bei 37 °C langsamer als in der DMSO/Wasser 1:1 Mischung (ca. 87 h).
Exemplarisch sind die Chromatogramme der Hydrolyse von 2 in DMSO/Wasser in
Abb. 109 dargestellt. Die Abnahme des Peaks von CNI-1493 (ber die Zeit ist deutlich

zu erkennen.
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Abb. 109: Chromatogramme der Hydrolyse von 2 in DMSO/Wasser bei 37 °C

Zusammenfassend fuhrten die Hydrolyseuntersuchungen in basischem PBS-Puffer
zu ahnlichen Chromatogrammen, nur verlief die Hydrolyse mit Halbwertszeiten bis
mindestens 45 h schneller, je hoher der pH-Wert des Puffers war. Auch hier war kein
signifikanter Unterschied zwischen der Inkubation bei Rt und bei 37 °C zu erkennen
(Puffer-Nr. 10-13, Tabelle 15, S. 113).

Interessant war, dass die Retentionszeiten der Hydrolyseprodukte in Glycin-Puffer
weiter auseinander lagen als bei der Inkubation in DMSO/Wasser oder PBS-Puffer
(s. Abb. 110). Zusatzlich scheint die Halbwertszeit nicht nur vom pH-Wert sondern
auch vom verwendeten Puffer abhangig zu sein. Fir den im in vitro DHS-Inhibitions-
Assay verwendeten Puffer ergab sich eine ungefahre Halbwertszeit von 139
Stunden. Dieser Wert ist relativ grof3 im Vergleich zu der Halbwertszeit von 2 im
PBS-Puffer bei pH 9.0.

2000+ AZT CNIl1493 /Hydrolyseprodukte
\ -
\ ’/H\l ( tR_B-%A:m_ss\tR:u_%
3 f
Fl s -
10004 AN .
A ~ I A . .
5004~ H JL o

L/\ 1h

2 4 6 8 10 12 14 16 18
Minuten

Abb. 110: Chromatogramme der CNI-1493 Hydrolyse in 300 mM Glycin-Puffer (pH 9.0) bei 37 °C
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In diesen Chromatogrammen erkennt man deutlich die Bildung von drei lipophileren
Hydrolyseprodukten. Uber HPLC gekoppelte ESI-Massenspektrometrie konnten zwei
der Hydrolyseprodukte identifiziert werden: Mit einer Retentionszeit von tg = 8.85 min
handelt es sich um das Monoketon und mit tg = 10.35 min um das Diketon (vgl. Abb.
111). Aufgrund der massenspektrometrischen Analyse konnte nicht genau gesagt
werden, welche Iminbindungen sukzessive hydrolysiert wurden. Hierzu missten MS-
MS-Untersuchungen durchgefuhrt werden, bei denen die Fragmente der lonen
untersucht werden. Das dritte Hydrolyseprodukt wurde nicht per LC-MS zugeordnet,
aber mit einer Retentionszeit von 12.65 Minuten sollte es sich um das Triketon

handeln.

HN.<__NH, HZN\(NH

HN. -NH
L i

NH

Hydrolyse

NH _—

Abb. 111: Schematische Darstellung der Hydrolyse von CNI-1493 2

Bei Einsatz des ebenfalls basischen Tris-Puffers, der fir die Kristallisation eingesetzt
wurde, konnte hingegen eine sehr schnelle Hydrolyse von 2 detektiert werden.
Problematisch war die hohe Viskositat des 2-Methyl-2,4-pentandiols sowie der 3 mM
NAD, die als Zusatze im Kristallisationspuffer enthalten waren. Dadurch kam es zu
einem starken Tailing der Verbindungen und dem dominanten Peak fur das NAD.
Trotzdem war deutlich zu erkennen, dass schon nach 3.5 Tagen nahezu kein CNI-
1493 mehr vorhanden war. Dadurch, dass die Inkubation der kristallisierten DHS mit
CNI-1493 in dem gleichen Tris-Puffer Gber 48 h durchgefuhrt wurde, lasst sich die
Beobachtung des Aminoguanidin-Fragments in der Kristallstruktur mit den

durchgefiihrten Hydrolysestudien erklaren.

Die Untersuchungen der Hydrolyse im RPMI-Medium ergaben, dass CNI-1493
mindestens Uber vier Tage keinerlei Hydrolyse zeigte. Somit ist die Stabilitat von

CNI-1493 wahrend der biochemischen Tests in Zellkultur gegeben. Abschliel3end
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wurde noch festgestellt, dass die stetige Wiederholung von Einfrieren/Auftauen Uber
die Zeit ebenfalls zur Hydrolyse von 2 flihrte. Jedoch sind damit lange Zeitraume
Uber ca. 6 Monate gemeint, abhangig von der Haufigkeit des Auftauens. Es ist also

ratsam, die Stammldsung zukunftig direkt zu aliquotieren.

5.5 Fazit: Synthese und Untersuchung der CNI-1493 Derivate

Es wurden vierzehn CNI-Analoga, in denen der Linker zwischen den beiden
Kopfgruppen variiert wurde, erfolgreich synthetisiert (s. S. 101f). Bei deren
Synthesen wurde festgestellt, dass Peptidkupplungsreagenzien zur Synthese der

Amidbindungen nicht geeignet waren (s. S. 102).

Die Untersuchung der DHS-Inhibition wurde von P. Priyadarshini und M. Krepstakies
durchgefuhrt und ergab fur die meisten CNI-1493 Derivate mit CNI vergleichbare
Inhibitionswerte. In den Tests konnte gezeigt werden, dass mindestens zwei auf
irgendeine Weise verknupfte Kopfgruppen fir die Aktivitat von CNI-1493 notwendig
waren. Als kirzest-moglicher Linker stellte sich der Oxalyl-Linker heraus (s. S. 104).
Eine zu lange Alkylkette (Ci4) fUhrte mdglicherweise durch entropische Effekte zu
einer schlechteren Aktivitat. Da die aktiven, starren CNI-Analoga 75, 85 und 86 nicht
in der Lage sind, die in der Kristallstruktur gefundene Konformation einzunehmen, ist
anzunehmen, dass es noch einen anderen Wirkmechanismus dieser Analoga gibt (S.
104f). Die Inhibition von HIV-1 in Zellkultur durch die CNI-Analoga wurde von P.
Hartjen durchgefiihrt und zeigte bis auf eine Ausnahme eine hohe Ubereinstimmung

in den Aktivitaten der Verbindungen mit den Resultaten des DHS-Assays (s. S. 107f).

Die Tests gegen das Pflanzenpathogen Fusarium graminearum zeigten etwas
andere Ergebnisse. Eine Inhibition des Pilzwachstums Uber eine Hemmung der DHS
von F. graminearum war bei den starren CNI-Analoga nahezu nicht vorhanden (s. S.
110). Von den getesteten Verbindungen waren vier Verbindungen so aktiv wie CNI-
1493 und mit 81 wurde eine Verbindung gefunden, die schon bei 5 uM eine nahezu

vollstandige Inhibition der DHS des Pflanzenpathogens zeigte.

Im dritten Abschnitt wurde eine Methode zur Analyse der Hydrolyse von CNI-1493 2
mit Hilfe der HPLC entwickelt (s. S. 111f). Im Sauren war 2 Gber mindestens 5 Tage
stabil, dagegen wurde im neutralen bis basischen Milieu eine schrittweise Hydrolyse
der Iminbindungen zu den entsprechenden Ketonen beobachtet und mittels LC-MS

verifiziert (s. S. 114f). Je hoher die Basizitat des Puffers, desto schneller verlief die
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Hydrolyse. Unterschiedliche Puffer fihrten bei gleichem pH-Wert zu verschiedenen
Halbwertszeiten. Der pH-Wert hatte einen deutlich grof3eren Einfluss als die
Temperatur. Eine Hydrolyse der Amidbindung konnte in keinem Fall beobachtet

werden.

Durch die Untersuchung der Hydrolyse von 2 im Kristallisationspuffer konnte das von
Hilgenfeld et al. in der Kristallstruktur des DHS:CNI-1493 Co-Kristalls®! gefundene
Aminoguanidinfragment mit der Hydrolyse der Iminbindungen von CNI-1493 erklart
werden (s. S. 115). Unterstutzend kam hinzu, dass fur Aminoguanidin 88 keine DHS-
Aktivitdt gemessen wurde, so dass das im aktiven Zentrum der kristallisierten DHS
gefundene 2 ein Artefakt aus der Hydrolyse von CNI-1493 unter den

Inkubationsbedingungen war (s. S. 104).
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6 Carcinogenese durch aromatische Amine

In diesem Kapitel wird ein génzlich anderer Teil dieser Abeit beschrieben werden. Im
Gegensatz zur HIV-Forschung in den Kapiteln 4 und 5 ist der Hintergrund dieses
Kapitels die Entstehung von Krebs durch aromatische Amine. Im Organismus kénnen
aromatische Amine durch unbeabsichtigte Giftungsreaktionen zu ultimalen
Carcinogenen metabolisiert werden (s. Kap. 2.5.1, S. 18ff). Diese elektrophilen
Aminierungsreagenzien konnen dann kovalent an die DNA oder andere Biomolekiile
binden und beispielsweise bei Versagen der zelleigenen Reparaturmechanismen zur
Entstehung von Krebs fuhren. In der Vergangenheit wurden u. a. in unserer
Arbeitsgruppe bereits viele Studien zu diesen Arylaminaddukten der Purinbasen
durchgefiihrt. 879092152154 jeqoch gibt es noch immer interessante Ansatzpunkte, zu
denen weiterer Forschungsbedarf besteht. In diesem Kapitel werden drei der zu dem
Thema der Arylaminaddukte durchgefiihrten Teilprojekte diskutiert:
e Erstens die Versuche zur Erschliel3ung der neuen Verbindungsklasse der C5-
Arylamin-modifizierten 2’-dC-Addukte,
e zweitens die Synthese von N2Arylamin-modifizierten 2‘-dG-Addukten und
deren Einbau in Oligonucleotide und
e drittens die Darstellung von Triphosphaten der N-Arylamin-modifizierten 2'dG-
Addukte

6.1 Versuche zur Darstellung von C5-Arylamin-modifizierten 2‘-

Desoxycytidin-Addukten

Neben den bekannteren und teilweise bereits gut untersuchten DNA-Addukten vom
2'-Desoxyguanosin und 2‘-Desoxyadenosin berichteten Skipper et al. im Jahre 2007
Uber die massenspektrometrische ldentifizierung eines in vitro gebildeten C5-(3,5-
Dimethylanilin)-2'-dC Adduktes.®® Da dieser Addukttyp zuvor noch nicht bekannt war
und bis heute noch keine chemische Syntheseroute verdffentlicht war sollte ein
Zugang zu den C5-2‘-dC Addukten entwickelt werden (s. Abb. 112 und Abb. 118, S.
122).
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Da die Buchwald-Hartwig Kreuzkupplungsreaktion bereits zur Darstellung von
Purinbasen-Addukten (2’-dG und 2’-dA) etabliert war, sollte diese auch hier zur

Einfuhrung der Arylamingruppe erprobt werden (vgl. Kap. 2.5.2, S. 20).

6.1.1 Darstellung von C5-Halogen-3,5-bis-O-(TBDMS)-2‘-dC

In Abb. 112 ist die ausgehend vom 2°-dC 106 gewéhlte Route zur Darstellung von
geschutztem C5-Arylamin-2°-dC retrosynthetisch dargestellt.

b NHp NH, NH,
AN O »
T A B
N N/l\\O —— TBDMSO N/&O ———— TBDMSO ngo
TBDMSO o O
o
OTBDMS OTBDMS
OTBDMS 103a: X = Br 104
102 103b: X = |
o] |
NH, NH,
X

OH OH

105a: X = Br 106
105b: X = |

Abb. 112: Retrosyntheseschema zur Darstellung von C5-Arylamin-modifiziertem-2-dC 102

Das Arylaminderivat 102 sollte Uber eine Buchwald-Hartwig-Kupplung aus den
geschutzten und halogenierten Nucleosiden 103a und 103b erhalten werden (A). Zur
Darstellung von C5-Halogen-3,5-Bis-O-(TBDMS)-2‘-dC 103a bzw. 103b wurden zwei
Wege verfolgt: Zum einen sollte 104 an C5-halogeniert werden (B) nachdem die
Hydroxylgruppen von 2'-Desoxycytidin 106 mit tert-Butyldimethylsilylchlorid geschitzt
wurden (C) und zum anderen sollten die TBDMS-Schutzgruppen nach der

Einfihrung des Halogenids eingeftihrt werden (D,E).

Die Versuche zur Darstellung von 5-Brom-2‘-desoxycytidin 105a konzentrierten sich
zunachst auf Darstellungsmethoden, die nach N. Bdge bei der Darstellung von
C8-Brom-2-dG erfolgreich waren.®® Dies war zum einen eine Reaktion unter zu
Hilfenahme von Ultraschall und zum anderen ein Ansatz im Lésungsmittel DMF, um

die Bromierung mit Hilfe von N-Bromsuccinimid (NBS) durchzufiihren.*®
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Ein weiterer Versuch war die Umsetzung von 106 mit NBS in der Mikrowelle bei 100
W und 150 W. Die drei Methoden fuhrten entweder zur Zersetzung oder zu
unerwinschten Reaktionen, bei denen das gewilnschte Produkt nicht erhalten
werden konnte. Ein vierter Ansatz war die Bromierung mit NBS in einer lonischen
Flussigkeit. Nach Kumar et al. kbnnen Nucleoside in lonischen Flussigkeiten (IF) auf
Imidazol-Basis mit Hilfe von N-Halogen-Succinimiden halogeniert werden.® Ein
Problem war hier die Abtrennung der Reagenzien vom Produkt, so dass 105a etwas
verunreinigt mit einer Ausbeute von 87% erhalten wurde (s. Abb. 113).
NBS, H,0, Rt

1) 50 min Ultraschall

2) 7 h rihren
NH, *HCI NH,

NBS, DMF, Rt, 24 h 5
| N N o r\ﬁN
HO N/&O HO N’J*o
0 NBS, H,0, Rt, Mikrowelle ;O:
OH OH
106 NBS, IF: [MoeMIm][TFA], 105a
Rt, 30 min
(87%)

Abb. 113: Darstellung von 5-Brom-2‘-dC 105a

Der Syntheseweg zur Darstellung der ionischen Flussigkeit ist in Abb. 114
dargestellt. Es wurde zunéchst Methylimidazol mit Chlorethylmethylether unter
Stickstoffatmosphare umgesetzt. Die Reaktion erfolgte mit einer Ausbeute von 98%
nahezu quantitativ. Im zweiten Reaktionsschritt wurde bei dem erhaltenen
1-(2-Methoxyethyl)-3-methyl-imidazolium-chlorid 107 durch die Umsetzung mit
Natriumtrifluoracetat das Gegenion ausgetauscht. Der Austausch der Gegenionen
erfolgte mit einer Ausbeute von mindestens 78%, wobei das Produkt 108 aufgrund
seiner hohen Polaritédt auch mit einem hohen Methanol-Anteil in der mobilen Phase

nicht vollstandig von der Kieselgelsaule eluiert werden konnte.

o— Oo—
N a0~ — —
?\) 80°C 48 h CF3C02Na, Aceton, Rt, 24 h O
N/ ’ ///N S) ///N )J\ &
~ 98% N j cl 78% N j F,C” N0
107 108

Abb. 114: Darstellung der lonischen Flussigkeit [MoeMIm][TFA] 108

Da sich die Synthese von 5-Brom-2‘-dC 105a als schwierig herausstellte, wurden die
Syntheseschritte umgedreht und zunachst die TBMDS-Schutzgruppen unter
Standardbedingungen mit einer Ausbeute von 91% eingefthrt (s. Abb. 115).
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NH, NH,

N 3.2 Aquiv. Imidazol,
2.2 Aquiv. TBDMS-CI,

C »
N"SO  Pyridin, Rt, 20 h TBDMSO N/go
0 0
o " o
OH OTBDMS
106 104

HO

Abb. 115: Darstellung von 3',5'-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-2‘-dC 104

Fur die Bromierung von 104 wurden zwei Verfahren gewahlt (s. S. Abb. 116). Zum
einen wurde ein Reaktionsansatz mit NBS in absolutlem DMF in einer
Schutzgasatmosphare durchgefiihrt. Zum anderen wurde eine Methode nach
Prakash et al. gewahlt, bei dem 104 zun&chst in Acetonitril suspendiert wird und
anschlieBend LiBr und Ammoniumcer(IV)nitrat zugesetzt werden. Diese
Reaktionsbedingungen zeigten sich mit einer Ausbeute an 103a von 52% als
Methode der Wahl.**"!

NH, 1.1 Aquiv. NBS, DMF, Rt, 24 h NH,
N 10% Br\f\N
TBDMSO N/go 1.2 Aquiv. LiBr, TBDMSO N/&O
o 1.9 Aquiv. (NH,),Ce(NO3)g, 0
CH3CN, Rt, 3 h
OTBDMS OTBDMS
104 52% 103a

Abb. 116: Bromierung zur Darstellung von 3‘,5'-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5-brom-2‘-dC 103a

Aus den Ergebnissen folgt, dass es zur Darstellung von 103a effektiver ist, zuerst die

TBDMS-Schutzgruppen einzufiihren und anschliel3end zu bromieren.

Um einen Uberblick Uber die Moglichkeiten der Buchwald-Hartwig-Kupplung bei
diesem System zu erhalten, wurde zusatzlich versucht, auch iodierte Verbindungen
als Edukte fur die C-N-Kreuzkupplung zu erhalten. Die lodierung von 104 erfolgte mit
Hilfe von lodmonochlorid unter den Reaktionsbedingungen von McGuigan et al. in
Methanol bei Raumtemperatur.’®® Nach anschlieRender basischer Aufarbeitung

wurde 103b mit einer sehr niedrigen Ausbeute von 3% isoliert.

NH; NH,
hN '\ﬁN
TBDMSO o | N/&O 1.4 Aquiv. ICI, CH;OH, Rt, 48h  TBDMSO . | N/&O
3%
OTBDMS OTBDMS
104 103b

Abb. 117: lodierung zur Darstellung von 3‘,5'-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5-iod-2°-dC 103b
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Eine Optimierung der Reaktionsbedingungen und der Aufarbeitung sollte die
Ausbeute erhohen. Jedoch war die erhaltene Menge zunachst ausreichend fur die

Erprobung der Kreuzkupplungsreaktion mit dem entsprechenden aromatischen Amin.

6.1.2 Darstellung von C5-Halogen-3‘,5-bis-O-(TBDMS)-2‘-dU

Analog zu 2'-Desoxycytidin 104 wurden auch Versuche durchgefiihrt, um
2'-Desoxyuridin 113 an C5 zu halogenieren um spéater mittels der Buchwald-Hartwig-
Kreuzkupplung eine Modifizierung des Nucleosids durchzufihren (A-E). Die
Reaktionsschritte A-E sind im Prinzip mit dem in Kap. 6.1.1 beschriebenen

Syntheseweg identisch (vgl. S. 119).

by NHy o) o)
Nt B ﬁi‘ c By
= N X0 TBDMSO ° N Y HO o N 0o
TBDMSO. k j k j
° OTBDMS OH
OTBDMS 111 113

102

F

¢ 1 2
X NH O X
R S X NH
= NSo NH |

| —D . HO
TBDMSO =——— TBDMSO N o' ©°
o o
OH
OTBDMS OTBDMS
109 110a: X = Br 112a: X = Br
110b: X = | 112b: X =1

Abb. 118: Retrosynthese von C5-Arylamin-modifiziertem 2'-dC 102 Uber das 2‘-dU-Derivat 109

Der Vorteil bei Uracil als Nucleobase ist, dass sie Uber keine exocyclische
Aminofunktion verfigt und somit keine Schutzgruppe fir die Kreuzkupplung bendétigt
wird. Allerdings war zu berlcksichtigen, dass sich die elektronischen Eigenschaften
des Heterozyklus dadurch ebenfalls andern und moglicherweise die NH-Funktion an
der 3-Position der Nucleobase zu Nebenreaktionen fiihren kénnte. Auf3erdem war
nicht bekannt, ob die exocyclische Aminogruppe von 2‘-dC 104 Uberhaupt geschutzt
werden muss. Die Aminierung von 2°-dU 113 lasst sich mit guten Ausbeuten, z. B.
mit 1,2,4-Triazol als Reagenz, durchfithren,™* so dass eine Uberfiihrung von 2-
Desoxyuridin-Derivaten in die entsprechenden 2°-Desoxycytidin-Derivate erfolgreich

sein sollte (F).
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Im ersten Syntheseweg wurde zundchst 111 durch Umsetzung von 113 mit
TBDMS-CI erhalten. AnschlieRend wurde 111 mit LiBr und Ammoniumcer(IV)nitrat zu
110a umgesetzt. Die Ausbeute Uber beide Reaktionsschritte betrug 13% (s. Abb.
119). Der limitierende Faktor war die Bromierung des 3‘,5-Bis-O-(TBDMS)-2'-dU
111. Die Ausbeute war geringer als bei der Bromierung von 3',5'-Bis-O-(TBDMS)-2’-
dC 104 (vgl. Abb. 116, S. 121).

) o}
3.5 Aquiv. Imidazol 1.1 Aquiv. LiBr, Br NH
2.5 Aquiv. TBDMS-CI /g 2.0 Aquiv. (NH4)2Ce(NO3)s, |
2'-dU  Pyridin, Rt, 20 h TBDMSO CHCN, Rt, 3 h TBDMSO N0
o)
86% 15%
113 OTBDMS OTBDMS

111 110a
Abb. 119: Darstellung von 3',5‘-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5-brom-2'-dU 110a Uber zwei Stufen

Die zweite Synthesesequenz beginnt mit der Bromierung an der C5-Position mit NBS
in der lonischen Flussigkeit 108 bei Raumtemperatur zu 112a. Nach
saulenchromatographischer Reinigung wurde 112a mit TBDMS-Cl umgesetzt. Die

Ausbeute Uber diese beiden Reaktionsschritte betrug 46%.

o O
Br Br
1.5 Aquiv. NBS | NH 3.5 Aquiv. Imidazol | NH
IF: [MoeMIm][TFA], HO N/&O 2.5 Aquiv. TBDMS-CI TBDMSO /&
2'-dU Rt ,20h :O: Pyridin, Rt, 20 h
[s) 630
113 73% OH % OTBDMS
112a 110a

Abb. 120: Darstellung von 3‘,5'-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5-brom-2‘-dU 110a tber zwei Stufen

Fur die Darstellung von 110b wurde 112b mittels TBDMS-Cl unter
Standardbedingungen mit einer Ausbeute von 81% 3°,5‘-Bis-O-(TBDMS)-geschitzt.
Somit standen mit 110a und 110b sowie den beiden, im vorigen Kapitel
synthetisierten, Verbindungen 103a und 103b alle vier geplanten Edukte fir die nun

folgende Erprobung der Buchwald-Hartwig Kreuzkupplungsreaktion zur Verfiigung.

6.1.3 Kupplung der halogenierten Nucleoside mittels Buchwald-Hartwig

Reaktion

Die Reaktionen wurden im Wesentlichen in Anlehnung an die von N. Bdge
etablierten Bedingungen zu Darstellung der C8-2-dG-Addukte durchgefiihrt.*”
Zusatzlich wurde Xantphos (9,9-Dimethyl-4,5-bis(diphenylphosphino)xanthen) als ein

weiterer Ligand in diesem System untersucht. Ausgehend von C5-Halogen-3‘,5'-bis-
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O-(TBDMS)-2'-dC 103a und 103b und C5-Halogen-3‘,5"-bis-O-(TBDMS)-2°-dU 110a
und 110b erfolgte jeweils die Umsetzung mit 4-Anisidin (s. Abb. 121). In absolutem
1,2-Dimethoxyethan wurden Pdy(dba)s;, der Ligand und das Edukt vorgelegt.
Anschliel3end wurde 4-Anisidin 8 und zuletzt die entsprechende Base hinzugegeben

und die Reaktionsmischung fuir 3-7 Tage bei 80 °C geruhrt.

NH, o) "
XﬁN " B \o/©/ | N/go
NAO N’g 115“‘1’“‘

e ot

O 0.1 Aquiv. Pd,(dba)s,
0.3 Aquiv. Ligand,

by NHa
18§z§ff"r ng;i??r 2 q. Base, 2 Aq. Anisidin, NN
TBDMSO A= : (0.2 Aqg. EtsNHCI), - | Y
1,2-DME, 80 °C, 3-7d o
o)
R 11474~

OTBDMS e
R

Abb. 121: Erprobung der C-N-Kreuzkupplungsreaktion zur Darstellung der C5-Addukte 114 und 115

Bei einigen Ansatzen wurde auch Triethylammoniumchlorid zum Reaktionsansatz
gegeben. Cacchi et al. beobachteten eine signifikante Ausbeutesteigerung durch den
Zusatz von Lithiumchlorid als Chlorid-Donor der Kupplung von Hydrazinderivaten als
Aminkomponente.*®” Daher galt es zu untersuchen, ob es beim Zusatz eines
Chlorid-Donors in diesem Fall auch zu einer Ausbeutesteigerung kommt. Nach der
wassrigen Aufarbeitung wurde das Rohprodukt saulenchromatographisch gereinigt
(s. Tabelle 16).

Tabelle 16: Versuche zur Darstellung von 114 und 115

RKt. Edukt Ligand Base  Reaktionszeit Ausbeute
18 103a  rac-BINAP  KsPOy 5d b
28 103a  rac-BINAP  KOtBu 5d b
3? 103a  rac-BINAP  Cs,COs; 5 d° -
42 103a Xantphos K3sPO, 3d° P
5 103a Xantphos  LiHMDS 7d -
6 103a Xantphos KOtBu 5d -
72 103b  rac-BINAP  KsPO, 5d b
8 110a  rac-BINAP  Cs,COs; 7d -
9 110b Xantphos KsPO, 5d -

3 Zusatz von Et;NHCI, ® Edukt und dehalogeniertes Edukt (isoliert), ¢ Nach 3 Tagen + 10mol% Pd-Kat.,
4 Edukt und dehalogeniertes Edukt (DC), ® Lésungsmittel verdampft
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Nach der Aufarbeitung konnte bei keiner der Reaktionen das gewtinschte Produkt
erhalten werden. Bei der s&aulenchromatographischen Reinigung der
Reaktionsansatze zeigte sich jedoch in fast allen Fallen, dass zum einen ein Teil des
Eduktes zurickerhalten werden konnte und zum anderen ein Teil des Eduktes
debromiert wurde (9-41%). Generell war eine teilweise Zersetzung des Eduktes tber
die Zeit zu beobachten. Auch eine Variation des Ligandes, der Base und des
Eduktes fuhrte nicht zum Erfolg. Die Beobachtung, dass in vielen Fallen nach der
Reaktion dehalogeniertes Edukt isoliert werden konnte, deutet darauf hin, dass die
oxidative Addition an das Palladium zumindest in Teilen stattfindet. Moglicherweise
ist diese jedoch erschwert, da auch das Edukt reisoliert wurde. Da die C-N-
Kreuzkupplungsreaktion zuvor bereits fiur Arylamine eingesetzt worden war, sollte
deren Addition an das Metall funktionieren. Mdoglicherweise kommt es bei der
reduktiven Eliminierung zu Problemen durch die Pyrimidinbasen aufgrund derer im

Vergleich zu den Purinen verschiedenen elektronischen Eigenschaften.

6.2 Darstellung von N?-Arylamin-modifizierten 2‘-dG-Addukten

und deren Einbau in Oligonucleotide

Im Folgenden sollten Untersuchungen zu den N2-Arylamin-modifizierten-Addukten
des 2‘-Desoxyguanosins durchgefiihrt werden. Uber die von Boge et al. etablierte
Syntheseroute sollten weitere  N2-Arylamin-modifizierte Phosphoramidite 10
dargestellt werden (s. Abb. 122 und S. 20f).) Nach deren Einbau in Oligonucleotide
sollten diese modifizierten Oligonucleotide untersucht werden. Der Einfluss der
Hydrazinoaryl-Modifikation sollte unter anderem mit mismatch-Basenpaarungen der
natirlichen DNA-Basen verglichen werden. Diese Basenfehlpaarungen entstehen bei
der natlirlichen DNA-Replikation, werden aber in der Regel durch die
Korrekturlesefunktion der humanen DNA-Polymerase korrigiert. Uber einen Vergleich
der Schmelzpunkte der synthetisierten Oligonucleotid-Doppelstrange mit den
mismatch-Doppelhelizes und in vorigen Arbeiten dargestellten DNA-Doppelstrangen
anderer Arylaminaddukte sollten die N2-Arylamin-modifizierten 2'-dG-Addukte

hinsichtlich ihres Einflusses auf die Stabilitat der DNA eingeordnet werden.
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Abb. 122: Retrosynthese der N*-Arylamin-modifizierten Phosphoramidite 10 nach Boge et al.

Neben der hier gezeigten Buchwald-Hartwig-Kreuzkupplungsreaktion zur C-N-
Kreuzkupplung der Arylhydrazine wurde zudem eine neue Alternative erprobt (s.
Kap. 6.2.2, S. 129ff).

6.2.1 Darstellung der Edukte fir die C-N-Kreuzkupplungsreaktion

Die  dreistufige = Synthese des Edukts fur die  Buchwald-Hartwig-
Kreuzkupplungsreaktion begann mit 2°-Desoxyguanosin 13, welches im ersten Schritt
mit einer Ausbeute von 92% 3‘,5‘-Bis-O-(TBDMS)-geschiitzt wurde (s. Abb. 123). Um
die Probleme bei der TBDMS-Schitzung von 2-dG  bei der
saulenchromatographischen Reinigung zu umgehen, wurde das Rohprodukt nach
der Aufarbeitung in Dichlormethan/Wasser 1:1 aufgenommen und durch Entfernen
des Dichlormethans am Rotationsverdampfer ausgefallt. Auf diese Weise konnte das
Produkt sauber und wesentlich einfacher als friiher erhalten werden, da es aus der
wassrigen Phase ausfiel. Parallel dazu wurde 2-(4-Cyanophenyl)ethanol 117 analog
zu Uhlmann et al. Uber eine Sandmeyer-Reaktion aus 2-(4-Aminophenyl)ethanol 116
mit einer Ausbeute von 71% erhalten.™®¥ Die anschlieRende Umsetzung von 13 mit
117 zur EinfUhrung der CPE-Schutzgruppe gelang unter Mitsunobu-

Reaktionsbedingungen in einer guten Ausbeute von 85%.
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o)
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2.5 Aquiv. TBDMS-CI N =
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1) PPhs, TBDMSO N N/)\NHZ
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2 HCIH,0 2:3,3°C, 85% OTBDMS
2) CuCN, H,O/Toluol/Benzol,
0°C » Rt 50°C, 1h 119
71%
OH OH

116 17
Abb. 123: Darstellung von O°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-3’,5"-bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-2’-dG 119
Die letzte Stufe stellte die Bromierung der C2-Position dar und wurde nach einer
Methode von Harwood et al. durchgefiihrt (s. Abb. 124).2%? Das geschiitzte 2'-dG-
Derivat 119 wurde mit Antimon(lll) in 0 °C kaltem Dibrommethan suspendiert und
bei -10 °C mit t-Butylnitrit versetzt. Nach einstiindigem Rihren bei -10 °C wurde die
Reaktion aufgearbeitet. Im Gegensatz zur ursprtinglichen Vorgehensweise wurde der
gelbliche, hochviskose Niederschlag so lange mit Dichlormethan extrahiert und das
Dichlormethan dekantiert, bis der Niederschlag farblos war. Die vereinigten

organischen Phasen wurden getrocknet und vom Ldsungsmittel befreit.

OCPE OCPE
N ) N
</ | \/Nk 0.75 Aquiv. SbBrs, </ | )N\
2.0 Aquiv. +-Butyinitrit, -
TBDMSO N“ N ONH, GhoBrs. 10°C. 1h | TBDMSO NTSNT gy
o , , °
60%
OTBDMS OTBDMS
119 12

Abb. 124: Dritte Stufe der Synthese des Eduktes 12 fiir die C-N-Kreuzkupplungsreaktion

Nach saulenchromatographischer Reinigung konnte 12 in einer Ausbeute von 60%
erhalten werden. Die Verbindung 12 stand somit fur die Kupplung mit den

Hydrazinen zur Verfligung.

Von den Hydrazinen mussten 4-Hydrazinobiphenyl 120 sowie 2-Hydrazinofluoren
121 synthetisiert werden. Die anderen Hydrazine waren kommerziell erhaltlich. Zur
Darstellung wurde zunéchst die Reduktion der entsprechenden Diazoniumsalze von
4-Aminobiphenyl 3 bzw. 2-Aminofluoren 4 erprobt (s. Abb. 125).[1%3
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1) NaNO,, H,O/HCI

2) SnCl,, HCI, -10 °C, 4 h
H,N
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63%
120

1) NaNO,, H,O/HCI
2) SnCl,, HCI, -10 °C, 4 h
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Abb. 125: Darstellung von 120 und 121 durch Reduktion der Diazoniumsalze von 3 und 4

Bei diesen Synthesen war ein vollstandiger Umsatz der Aminogruppen entscheidend,
da das Amin nicht vom Hydrazin abgetrennt werden konnte und die Instabilitdt der
Hydrazine keine aufwendige Reinigung zulief3. Im Fall des 4-Hydrazinobiphenyls 120
konnte das reine Hydrazin in 63% Ausbeute erhalten werden. Dagegen wurden bei
der Synthese von 2-Hydrazinofluoren 121 auch nach vielen Versuchen nur Gemische
aus 2-Aminofluoren 4 und 2-Hydrazinofluoren 121 erhalten. Trotz der zu erwartenden
Trennprobleme nach der Buchwald-Hartwig Kreuzkupplungsreaktion wurden die zwei
Reaktionen mit dem gro3ten Anteil an Hydrazinofluoren weiter eingesetzt, in der
Hoffnung, nach der Reaktion wenigstens einen Anteil des C2-Hydrazinofluoren-2’dG-

Adduktes isolieren zu kdnnen.

Da die Synthese von sauberem 2-Hydrazinofluoren Uber die zuvor beschriebene
Reaktion nicht moglich war, wurde nach einer Alternative gesucht. Bei der
Darstellung von 2-Hydrazinofluoren 121 in Anlehnung an Demers et al.**¥ wurde als
Edukt 2-Bromfluoren 122 verwendet, welches zunachst mit Magnesium und THF zur
Grignard-Verbindung 123 umgesetzt worden ist. AnschlieRend erfolgte die Zugabe
von Di-tert-butylazodicarboxylat 124 bei -78 °C, sowie die darauffolgende Abspaltung
der Boc-Gruppen mit Salzsaure (s. Abb. 126).

Mg-Spane, lod, .Boc
O~ R, (e || sormzmom
N
Boc”

122 123 124

Boc 5 M HCI, 1,4-Dioxan,

' N 2-Propanol, Reflux, 15 min ' H < HCI
NH NH,

125 121

Abb. 126: Versuchte Darstellung von 121 iber die Grignard-Reaktion nach Demers et al.
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Die Verbindung 125 konnte zwar mittels NMR-Spektroskopie nachgewiesen werden,
die Abspaltung der Schutzgruppen lieferte jedoch kein isolierbares Produkt. Somit
stand nur 4-Hydrazinobiphenyl von den bicyclischen, aromatischen Hydrazinen fur
weitere Reaktionen zur Verfigung. Die weiteren Reaktionen zu den modifizierten
Phosphoramiditen sind in Kapitel 6.2.3 (S. 132ff) beschrieben.

6.2.2 Alternative zur Buchwald-Hartwig-Kreuzkupplungsreaktion

Die Palladium-katalysierte Kreuzkupplung der Arylhydrazine mit dem C2-bromierten,
geschutzten 2’-dG 12 funktioniert als Reaktion zwar gut, jedoch sind die Aufarbeitung
und die sdulenchromatographische Reinigung sehr aufwendig und zusatzlich sind die
Kosten der Reagenzien relativ hoch. Es sollte daher eine alternative
Synthesemoglichkeit erprobt werden. Von G. Boche und N. Bége wurde bereits die
nucleophile, aromatische Substitutionen anhand von Triflat als Abgangsgruppe
untersucht.®>*%% jedoch filhrte diese Reaktion nur mit niedrigen Ausbeuten zum
Produkt, was mdglicherweise daran lag, dass eine noch bessere Abgangsgruppe

bendtigt wird.

Von Bae et al. wurde Uber die Verwendung von eines C-2-Tris(dimethylamino)
phosphonium-hexafluorophosphatsalzes zur Substitution mit aliphatischen Aminen
berichtet.'®*”! Da die Austrittsgruppe HMPA eine neutrale Verbindung ist, kénnte
diese eine noch bessere Austrittsgruppe als z. B. Triflate sein. In den Reaktionen von
Bae et al. wurden keine aromatischen Amine bzw. Hydrazine eingesetzt. Dies kdnnte
daran liegen, dass diese nicht nucleophil genug sind, oder einfach nicht getestet
wurden. Um dieser Fragestellung nachzugehen und um eine alternative Darstellung
der N2-Arylamin-modifizierten 2'-dG-Addukte zu finden, wurde diese Abgangsgruppe
im Folgenden erprobt (s. Abb. 127).

0SsG 0SG
N N %
% H NS |
TBDMSO N N Aryl TBDMSO o PFs
0 ——————— o) /P\
Me,N” | ~NMe;
NMez
OTBDMS OTBDMS
126: SG =Bn 127: SG =Bn
11: SG = CPE 128: SG = CPE

Abb. 127: Nucleophile, aromatische Substitution zur Synthese von 11 und 126
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Zunachst wurde das Phosphoniumsalz 127 bzw. 128 dargestellt. Hierzu wurden zwei
verschiedene Schutzgruppe an der O°-Position des 2-dG-Derivates verwendet, zum
einen die Benzyl- und zum anderen die 2-(4-Cyanophenyl)ethyl-Schutzgruppe (s.
Abb. 128). Uber Standardreaktionen wurde 2‘-Desoxyguanosin 13 3‘,5‘-Bis-O-(tert-
butyldimethylsilyl)-geschiitzt und die Schutzgruppen an der O°-Position eingefiihrt.
Danach wurde eine Diazotierungsreaktion mit anschlie@ender Hydrolyse zur
Darstellung der geschutzten 2‘-Desoxyxanthosine 130 und 131 durchgefihrt.

Im letzten Schritt wurde die Synthese der Tris(dimethylamino)phosphonium-
hexafluorophosphatsalze 127 und 128 mit 1H-Benzotriazol-1-yloxy-
tris(dimethylamino) phosphonium-Hexafluorophosphat (BOP) und DIPEA als Base in
Dichlormethan durchgefuhrt.

0SG
NH N
C % 4
3.5 Aquiv. Imidazol < | /)\ 1) PPhg, (Alkohol), <N | /)\
2.5 Aquiv. TBDMS-Cl o N™“N” "NH, 2)DIAD bei 0 °C, TBDMSO N" "NH,
2-dG  Pyridin, Rt, 20 h o 1,4-Dioxan, Rt, 48 h o
13 92%
OTBDMS OTBDMS
118 129: SG=Bn 70%
119: SG = CPE 85%
0SG 0SG
Aceton, </N ‘ SN /N ‘ N
NaNO,, AcOH/H,0, P BOP, DIPEA, % Py ’
0°C, 40 min, Rt, 6h _ TBDMSO NT N7T0  CHCl, Rt 5h  TBDMSO NTNTT0 2
o H 0 e
Me,N” \\MNMe2
OTBDMS OTBDMS €2
130: SG=Bn  45% 127: SG=Bn  80%
131: SG = CPE 72% 128: SG = CPE 67%

Abb. 128: Darstellung der geschiitzten 2’-Desoxyxanthosin Hexafluorophosphate 127 und 128

Die einzelnen Verbindungen konnten jeweils nach Aufarbeitung und
saulenchromatographischer Reinigung in zufriedenstellenden bis guten Ausbeuten

isoliert werden.

Nachdem die beiden Ausgangsmaterialien 127 und 128 fir die Erprobung der
nucleophilen, aromatischen Substitution durch die Arylhydrazine erfolgreich
dargestellt wurden, wurden verschiedene Testreaktionen durchgefuhrt (s. Abb. 127,
S. 129 und Tabelle 17). Generell wurde das Edukt in dem entsprechenden
Ldsungsmittel gelést, mit dem Hydrazin und der Base versetzt. AnschlielBend wurde
die Reaktionsmischung bei der angegebenen Temperatur gerihrt. Der

Reaktionsumsatz wurde mit Hilfe der Dunnschichtchromatographie verfolgt. Nach der
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Reaktion wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt
saulenchromatographisch gereinigt.  Zunachst wurde mit der Umsetzung von
Morpholin eine Reaktion von Bae et al. reproduziert, um zu Uberprifen, ob die
Reaktion prinzipiell funktioniert und keine ,Bedienungsfehler® gemacht wurden (Rkt.
1).%%1 Da das Produkt in einer guten Ausbeute von 71% isoliert werden konnte, war

die experimentelle Durchfiihrung in Ordnung.

Tabelle 17: Reaktionen zur Darstellung der N*-Addukte mittels nucleophiler, aromatischer Substitution

Rkt. SG  Aquiv./Hydrazin  Base Solvent  T[°C] t[h] Ausbeute

1 Bn 4 [ Morpholin - 1,2-DME Rt 48 71%
2 Bn 4 [ 4-Anisidin - 1,2-DME 80 48 -
3  Bn 4/ 4-Anisidin ~ Cs,CO; 1,2-DME Rt 24  35%°
4 Bn 4 / Anilin DBU 1,2-DME Rt 24 8%"
5 Bn 4 [ Anilin® NaH 1,2-DME Rt 24 -
6 Bn 2/ 3,5-DMA® n-BuLi  1,2-DME 80 96 -
7 CPE 4 | 4-Anisidin - 1,2-DME 80 96 -
8 CPE 4 | 4-Anisidin DBU 1,2-DME Rt 96 -2
9 CPE 12/ 3,5-DMA° NaH CH.Cl, 40 144 -2
10 CPE 3/3,5-DMA® n-BuLi CH.Cl, 40 5 -d
11 CPE 3/3,5-DMA® n-BuLi  1,2-DME 80 20 2%

% keine charakterisierbaren Verbindungen erhalten, b O°-Benzyl-3',5'-bis-O-(TBDMS)-2~
desoxyxanthosin 130, © zuvor deprotoniert, ? hicht-trennbares Gemisch erhalten

Zunachst wurde die Reaktion ohne Base erprobt (Rkt. 2 und 7), jedoch konnten die
nach der saulenchromatographischen Reinigung erhaltenen Fraktionen keinen
Verbindungen zugeordnet werden. Fiir das O°-Benzyl-geschiitzte Edukt 127 konnten
bei Verwendung von DBU bzw. Casiumcarbonat als Base 8% bzw. 35% von
0°-Benzyl-3*,5'-bis-O-(TBDMS)-2'-desoxyxanthosins 130 erhalten werden. Die
Bildung von 130 konnte mdglicherweise mit einem Angriff des Nucleophils auf das
positiv geladene Phosphor-Atom erklart werden. Moglicherweise fand auch eine
basische Hydrolyse des Phosphoniumsalzes 127 statt, da vielleicht das
Casiumcarbonat bzw. das DBU Wasser gezogen hatten, oder es bei der Reinigung
zu dieser Nebenreaktion kam. Neben den in Tabelle 17 zusammengefassten
Versuchen wurde noch eine Vielzahl weiterer Reaktionen mit anderen Basen,
Temperaturen und Reaktionszeiten durchgefuhrt. Jedoch waren diese Versuche
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nicht erfolgreich. Anhand dieser Ergebnisse drangte sich der Verdacht auf, dass die
zu schwache Nucleophilie der Hydrazine das Hauptproblem sein kdnnte. Da
nucleophile, aromatische Substitutionen meistens einem Additions-
Eliminierungsmechanismus  folgen, ist der Angriff des Nucleophils der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Reaktion. Zur Erh6hung der Nucleophilie
wurden mit Natriumhydrid und n-Butyllithium starkere Basen zur Deprotonierung der
Hydrazine eingesetzt (Rkt. 5, 6, 9-11). Dazu wurde das Hydrazin vor der Zugabe zum
Phosphoniumsalz in einem Kolben gelost und mit einem Aquivalent der Base
versetzt. Auf diese Weise konnte in einem Fall nach saulenchromatographischer
Reinigung erstmals das N?-(3,5-Dimethylanilin)-modifizierte 2-dG 1la erhalten

werden (Rkt. 11). Die Ausbeute war mit 2% jedoch sehr schlecht.

Abschlieend kann festgehalten werden, dass die nucleophile, aromatische
Substitution von Hexamethylphosphorsauretriamid durch Arylhydrazine nicht effizient
zu bewerkstelligen war und wahrscheinlich an der unzureichenden Nucleophilie der

Hydrazine scheiterte.

6.2.3 Darstellung der N*>-Arylamin-modifizierten Phosphoramidite

Da sich die erprobte Alternative zur Buchwald-Hartwig-Kreuzkupplungsreaktion als
nicht erfolgreich herausgestellt hatte, wurde im Folgenden wieder die bekannte
Palladium-katalysierte C-N-Kreuzkupplung zur Einfihrung der Arylhydrazine an der
C2-Position von 12 verwendet (s. Abb. 129).®” In absolutem 1,2-Dimethoxyethan
wurden Pdy(dba)s, rac-BINAP, Triethylammoniumchlorid und das Edukt 12 vorgelegt.
Anschlieend wurden das Hydrazin und zuletzt Kaliumphosphat hinzugegeben und

die Reaktionsmischung fiir zwei Tage bei 80 °C geruhrt.

QCPE 0.1 Aquiv. Pd,(dba)s, QCPE
N N 0.3 Aquiv. rac-BINAP, N XN
¢ 29 KgPO,, 0.2 Aq. EtgNHCI, ¢ AR
TBDMSO N“ >N B 2 Aq. Arylhydrazin, TBDMSO NSNS Nary
0 1,2-DME, 80 °C, 2 d o) H
OTBDMS OTBDMS

12 11a: Aryl = 3,5-Dimethylphenyl 64%

11b: Aryl = 4-Methoxyphenyl ~ 76%

11c: Aryl = Phenyl 71%

11d: Aryl = 4-Biphenyl 60%
11e: Aryl = 2-Fluorenyl -

Abb. 129: Synthese der N*Arylamin-modifizierten 2-dG-Addukte 11a-11e
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Wie zuvor erwahnt war die Aufarbeitung und Reinigung der Kupplungsprodukte 11a-
11d sehr aufwendig und zeitintensiv (s. S. 129). Aber trotzdem konnten die vier
Produkte in Ausbeuten von 60-76% erhalten werden. Bedauerlicherweise konnte von
den als Gemisch eingesetzten 2-Hydrazinofluorenen jeweils nur das C2-
Aminofluorenaddukt 132 erhalten werden (vgl. S. 128). Im nachsten Schritt wurden
die TBDMS-Schutzgruppen mit Triethylamin*Trihydrofluorid abgespalten (s. Abb.
130). Dabei wurde die saure Losung mit Triethylamin gepuffert.

OCPE OCPE OCPE

12.5 Aquiv. Et;N*3HF,

N > N N

</ | \)N\ H 10 Aquiv. Et3N, </ | >N H ; </ | SN
N PN, CHaCI/THF 1:1, N A NG N A N
TBDMSO N” N A Rieh HO N~ N Aryl /- HO N7 N Ay
o H ' o H ; o
Chromatographie: K
OTBDMS 1) Alox-Saule OH OH

2) RP-18-Saule

133a: Aryl = 3,5-Dimethylphenyl 45% 134a: Aryl = 3,5-Dimethylphenyl 30%
133b: Aryl = 4-Methoxyphenyl  51% 134b: Aryl = 4-Methoxyphenyl  23%
133c: Aryl = Phenyl 56% 134c: Aryl = Phenyl 10%
133d: Aryl = 4-Biphenyl 40% 134d: Aryl = 4-Biphenyl 19%

Abb. 130: Abspaltung der TBDMS-Schutzgruppen und partielle Oxidation der Hydrazinofunktion

11a-11d

Hierbei kam es zur, bereits von Boge et al. beobachteten, partiellen Oxidation der
Hydrazinofunktion zu der entsprechenden Azofunktion.®” Durch die Verwendung von
neutralem Aluminiumoxid (Aktivitatsstufe Ill) zur ersten saulenchromatographischen
Reinigung wurde versucht, dies so weit wie moglich zu vermeiden. Die Hydrazino-
und Azoverbindungen wurden dann Uber eine zweite, sehr zeitintensive
Chromatographie an RP-18-Kieselgel getrennt. Anhand der Ausbeuten sieht man,
dass ein deutlicher Uberschuss der Hydrazinoverbindungen isoliert werden konnte,

die Oxidation aber nicht vollstandig verhindert werden konnte.

In Vorbereitung der Festphasen-gestitzten, chemischen DNA-Synthese wurde im
nachsten Schritt die DMTr-Schutzgruppe an der primaren 5‘-Hydroxygruppe von
133a-133d eingefuhrt (s. Abb. 131).

OCPE OCPE
</N | SN 2 Aquiv. DMTFCI, </N | SN
A N Pyridin, Rt, 19 h A N
HO NT N7 N7 Ay DMTrO N™SNT N7 Ay
:o: H :o: H
OH OH
135a: Aryl = 3,5-Dimethylphenyl 67%
133a-133d =9, ylpheny
a 135b: Aryl = 4-Methoxyphenyl  91%
135¢c: Aryl = Phenyl 79%
135d: Aryl = 4-Biphenyl 69%

Abb. 131: Einfihrung der DMTr-Schutzgruppe an der 5'-Position von 133a-133d
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Die Umsetzung der Nucleoside 133a-133d mit DMTr-Chlorid gelang in Ausbeuten
von 67-91%. Auch hier erfolgte die saulenchromatographische Reinigung an
neutralem Aluminiumoxid (Aktivitatsstufe Ill). Der letzte Schritt in der Syntheseroute
zu den modifizierten Phosphoramiditen war die Phosphitylierung an der 3'-
Hydroxygruppe. Als Phosphitylierungsreagenz wurde Bis-N,N™-diisopropylamino-(2-
cyanoethyl)-phosphit (DIPP) eingesetzt (s. Abb. 132).

OCPE 1.0 Aquiv. DCI, OCPE
N SN 1.5 Aquiv. DIPP, N N
¢ Y § CH,Cl,/CH4CN 1:1, ¢ Py H
DMTrO NTONT N Ayl Rt 190 DMTrO NTN N Ay
OH o. +° 10a: Aryl = 3,5-Dimethylphenyl 85%
NCT TP 10b: Aryl = 4-Methoxyphenyl  81%
135a-135d 10c: Aryl = Phenyl 75%

|
N
\( j/ 10d: Aryl = 4-Biphenyl 63%

Abb. 132: Phosphitylierung zur Darstellung von 10a-10d

Nach Aufarbeitung und saulenchromatographischer Reinigung an neutralem
Aluminiumoxid (Aktivitatsstufe 111) wurden die Zielverbindungen 10a-10d durch
Gefriertrocknung aus Benzol als farblose Schaume in Ausbeuten von 63-85%
erhalten. Da nur die Massen fur die jeweiligen modifizierten Phosphoramidite 10a-
10d erhalten wurden, ist davon auszugehen, dass keine Oxidation zur
entsprechenden Azoverbindung eingetreten war. Die N?-Arylamin-modifizierten

Phosphoramidite sollten im Folgenden in Oligonucleotide eingebaut werden.

6.2.4 Untersuchung N?-Arylamin-modifizierter Oligonucleotide

Die chemische DNA-Synthese an der festen Phase wurde in den letzten Jahrzehnten
zu einer effizienten, standardisierten Technik entwickelt. Die hierfir meist verwendete
feste Phase besteht aus speziellen Glasperlen (CPG). Der Linker zwischen dem
festen Tragermaterial und dem Startnucleosid ist im Allgemeinen eine Dicarbonséure
(meist Bernsteinsaure), die wiederum an ein langkettiges Alkylamin (Long Chain
Amino Alkyl) gebunden ist. Das erste Nucleosid ist mit der 3‘-Hydroxygruppe an die
feste Phase gebunden. Von den entwickelten Verfahren zur VerknUpfung der
einzelnen Nucleotide hat sich die Phosphoramidit-Methode durchgesetzt und ist mit
der Zeit zur Standardmethode geworden.®®*% Dabei werden basenlabil geschiitzte
Phosphoramidite in  Gegenwart eines Aktivators wie Tetrazol oder

4,5-Dicyanoimidazol mit einem 5’-OH-freien Nucleosid zu einem Phosphittriester
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umgesetzt. Die  nicht  abreagierten  5'-Hydroxygruppen  werden mit
Essigsaureanhydrid als 5°-Acetate blockiert. Eine nachfolgende Oxidation mit lod in
Pyridin fuhrt zum entsprechenden Phosphattriester. Fir den nachsten Schritt wird die
DMTr-Gruppe an der 5'-Hydroxygruppe des gekuppelten Nucleosides mit
Trichloressigsaure abgespalten und der Kupplungszyklus erneut durchlaufen. Nach
erfolgreicher Synthese kann das fertige Oligonucleotid unter basischen Bedingungen
von der festen Phase abgespalten werden. Im gleichen Schritt werden ebenfalls alle
Schutzgruppen vom Oligonucleotid abgespalten.

Der gezielte Einbau Arylamin-modifizierter Nucleoside in Oligonucleotidsequenzen ist
zur Untersuchung von deren Einfluissen auf die Eigenschaften der modifizierten DNA
von entscheidender Bedeutung. Erste Hinweise geben die Analyse der
Schmelzpunkttemperaturen (T,-Werte) und die Messung des circularen Dichroismus
eines Doppelstranges. Diese Untersuchungen sollten mit den N?-Arylamin-
modifizierten Oligonucleotiden im Folgenden durchgefiihrt werden. Als Sequenz fur
die Untersuchungen wurde die Narl-Sequenz gewahlt (s. Abb. 133). Dieses
Dodecamer stellt eine Hotspot Region fir die Bildung von Arylamin-Addukten am 2’-

Desoxyguanosin dar.*"

@)
N
N N " W~
‘ N ” Aryl Hybrdisierung 3 d(GAG CCG CGG TAG) S
5'-d(CTC GGC GCC ATC) - 5'-d(CTC GGC XCC ATC)-3'
138-141

X = unmodifiziertes bzw.
modifiziertes Nucleotid

Abb. 133: Narl-Sequenz mit dem N*-Arylamin-modifizierten 2’-Desoxyguanosin = Doppelstrang mit
den zuséatzlich untersuchten mismatch-Modifikationen

AuBBerdem wurden in friheren Arbeiten aus unserer Arbeitsgruppe bereits
verschiedene Modifikationen in diese Sequenz eingebaut, so dass sich die eigens
erhaltenen Resultate gut mit den bereits vorliegenden Ergebnissen vergleichen

lassen sollten.

Die synthetisierten, modifizierten Phosphoramidite 10a-10d wurden an die siebte
Position der Narl-Sequenz eingebaut (s. Tabelle 18), einerseits um mdglichst mittig
im Dodecamer zu modifizieren und andererseits aufgrund der

Vergleichsmoglichkeiten mit den anderen Ergebnissen. Die unmodifizierten, in
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Tabelle 18 gezeigten Dodecamere 136, 137 und 142-144 wurden gekauft und das
abasic-Oligonucleotid 145 von M. Jacobsen zur Verfiigung gestellt.

Tabelle 18: Ubersicht der synthetisierten bzw. untersuchten Oligonucleotide der Narl-Sequenz

Oligonucleotid  Modifikation Sequenz?
136 Gegenstrang 5-d(GAT GGC GCC GAG)
137 unmodifiziert 5-d(CTC GGC GCC ATC)
138 N2-(3,5-DMA)  5-d(CTC GGC GCC ATC)
139 N2-(4-Anisidin) ~ 5-d(CTC GGC GCC ATC)
140 N2-(Anilin) 5-d(CTC GGC GCC ATC)
141 NZ2-(4-ABP) 5-d(CTC GGC GCC ATC)
142 A-mismatch ~ 5-d(CTC GGC ACC ATC)
143 T-mismatch  5-d(CTC GGC TCC ATC)
144 C-mismatch  5-d(CTC GGC CCC ATC)
145 abasic 5-d(CTC GGC dR°CC ATC)

® modifiziertes Nucleotid der Sequenz in Fett hervorgehoben, b 2'-Desoxyribose

Die Synthese der Oligonucleotide 138-141 ist im Folgenden kurz beschrieben. Es
wurden 10a-10d in spezielle Synthesizerflaschen eingewogen und in absolutem
Acetonitril gelost, so dass eine 0.1 molare Losung vorlag. Fur den Einbau der
unmodifizierten Nucleoside wurden sowohl die Standard-Chemikalien als auch das
Standard-Syntheseprotokoll des Herstellers verwendet. Als Tragermaterial wurden
kommerziell erhaltliche Succinyl-CPG-Trager eingesetzt. Die Kupplungsausbeuten
lagen bei jedem Schritt bei ca. 98% (photometrisch Uber einen Trityl-Assay ermittelt).
Fur den Kupplungsschritt mit den modifizierten Phosphoramiditen 10a-10d wurde
das Kupplungsprotokoll leicht verandert (s. Kap. 9.7.7, S. 284). Um eine von N. Bége
beobachtete Acetylierung der Hydrazinofunktion durch das Standard-Capping-
Reagenz (Essigsaureanhydrid) zu vermeiden, wurde dieses gegen eine Lésung aus
Pivalinsdaureanhydrid und 2,6-Lutidin in absolutem THF (1:1:8) ausgetauscht.
AuBerdem wurde ein dritter Kupplungsschritt eingefligt und die Kupplungszeit bei
jedem der drei Schritte von 15 auf 500 sec verlangert.'*® Trotz dieser
Veranderungen konnte die Kupplungsausbeute der modifizierten Phosphoramidite

nicht tiber 80% gesteigert werden.
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Fur die Synthese von 141 wurde zusatzlich zur Synthese am bisherigen Synthesizer
auch ein neuer DNA-Synthesizer verwendet (s. Kap. 9.7.7, S. 284). Hier war die
anhand des Tritylmonitors bestimmte Ausbeute mit 70% zwar nicht héher, aber mit
drei Kupplungsschritten a 90 Sekunden deutlich schneller. AuRerdem war der
Oxidationsschritt im Syntheseprotokoll vor den Capping-Schritt geschaltet. Dadurch
die Oxidationslosung vor dem nachsten Kupplungszyklus besser aus der Saule
gespult werden. Zunachst wurde das zu diesem Synthesizer gehorende
Cappingreagenz eingesetzt und erprobt, ob es hier ebenfalls zu einer Acetylierung
der Hydrazinofunktion kame.

Die letzte DMTr-Schutzgruppe wurde bereits am Synthesizer entfernt. Die
Abspaltung von der festen Phase sowie die Entfernung der Schutzgruppen erfolgte
manuell. Zunéchst erfolgte die Abspaltung der CPE-Schutzgruppe durch Aufnahme
des synthetisierten Oligonucleotides in 0.9 mL absloutem Pyridin und Zugabe von
0.1 mL DBU. Nach einer Inkubation von 24 Stunden im Thermomixer bei
Raumtemperatur wurde die Losung pipettiert. Die Abspaltung von der festen Phase
und die Entfernung der Schutzgruppen der Nucleobasen erfolgten durch Zugabe von
0.8 mL konzentriertem Ammoniak und 20 pL B-Mercaptoethanol fir 4 Stunden bei
45 °C. Das anschlie3end erhaltene Filtrat wurde im Speed-Vac-Probenkonzentrator
getrocknet. Die erhaltenen Rohprodukte der DNA-Synthesen wurden Uber die bereits
etablierte Methode per HPLC gereinigt.[#%%?

Per Massenspektrometrie wurden die nach der HPLC erhaltenen einzelnen
Fraktionen charakterisiert. Fur 138 und 140 konnten reine Fraktionen der
Dodecamere zugeordnet werden. Bedauerlicherweise konnten 139 und 141 auch
nach wiederholter Oligonucleotidsynthese massenspektrometrisch nicht detektiert
werden. Neben der Verwendung von ESI-MS wurde MALDI als lonisationsart
eingesetzt. Interessant war, dass im Fall von 141 kein Produkt aber auch kein
acetyliertes Hydrazinobipenyl-modifiziertes Oligonucleotid gefunden werden konnte
(siehe oben). Bei der massenspektrometrischen Analyse der per HPLC erhaltenen
Fraktionen der Reinigung des am neuen Synthesizer synthetisierten
Oligonuceleotides 141 wurde ein sehr groRBer Anteil des 5-mers 5-d(CC ATC)
gefunden. Dies ist der Abbruchstrang vor dem Einbau der Modifikation, was
moglicherweise bedeutet, dass die Kupplung der NZArylamin-modifizierten
Phosphoramidite am neuen Synthesizer in zukinftigen Arbeiten noch optimiert
werden musste.
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Die Untersuchung der Schmelzpunkttemperaturen (Tn-Werte) stellt eine géngige
Methode zur Einschéatzung der Stabilitdt einer DNA-Doppelhelix dar und wurde
anhand der in unserer Arbeitsgruppe etablierten Standardmethode durchgefihrt (s.
Kap. 9.7.7, S. 285). Der Th-Wert wird von der Basenzusammensetzung, der Lange
des Doppelstranges, aber auch von den Eigenschaften des Losungsmittels sowie der
Salzkonzentration beeinflusst. Ebenso kénnen sich auch falsche Basenpaare oder
Modifikationen der Nucleotide auf den T,-Wert auswirken. Bei Oligonucleotiden kann
durch Messung der UV-Absorption als Funktion der Temperatur der thermisch
induzierte Ubergang von einer geordneten, helikalen Struktur in einen ungeordneten,
denaturierten Zustand verfolgt werden. Das so genannte =n-Stacking, d. h. die
elektronische Wechselwirkung der =n-Systeme der Basen, die innerhalb der
Doppelhelix in Stapeln senkrecht zur Helixachse angeordnet sind, fuhrt zu einer
deutlichen Reduktion der UV-Absorption. Diesen Effekt bezeichnet man als
Hypochromizitat.*"" Der Wendepunkt der sigmoidalen Kurve, bzw. das Maximum der
ersten Ableitung, das man durch Auftragung der UV-Absorption gegen die

Temperatur erhalt, entspricht der Schmelzpunkttemperatur des Doppelstranges.

Tabelle 19: T,-Werte und thermodynamische Daten der an Position 7 modifizierten Narl-Sequenz

Doppelstrang?® Modifikation Tm [°C] AH [kcal/mol] AS [cal/mol/K]
137 unmodifiziert 62 -124 -343
138 N2-(3,5-DMA) 59 -85 -227
139 NZ-(4-Anisidin) n. b.° - -
140 N2-(Anilin) 61 -173 -489
141 NZ-(4-ABP) n. b.° - -
142 A-mismatch 47 -104 -297
143 T-mismatch 42 -69 -190
144 C-mismatch 40 -82 -234
145 abasic 35 -74 -213
146° C8-NH-Phenyl 49 -140.8 -414.7
147¢ C8-(NH-2-Fluorenyl) 49 -72.8 -197.1
148° C8-(N-Ac-Phenyl) 44 -80.2 -223.4
149° C8-(N-Ac-2-Fluorenyl) 45 -105.1 -301.4

2jeweils mit 136 als Gegenstrang, ® Oligonucleotid konnte nicht identifiziert werden, ¢ S. Kriiger™'?
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Die erhaltenen Ergebnisse bestéatigen die in eigenen Vorarbeiten zur Untersuchung
eines anderen Dodecamers gewonnenen Resultate.® Auch in der Narl-Sequenz
fihrten die N2-Anilin- und die NZ2-3,5-Dimethylanilin-Modifikation nur zu einer
Absenkung des Tp-Wertes um ca. 1 bis 3 °C (s. Tabelle 19). Mdglicherweise fligen
sich die aromatischen Ringe in die Doppelhelix ein und haben deswegen keinen so
stark destabilisierenden Einfluss wie z. B. die C8-NH-Arylamin- oder C8-N-Ac-
Arylamin-Addukte am 2'-Desoxyguanosin (s. Abb. 13, S. 19). Von S. Kriger wurde
anhand der C8-Modifikationen von 2°-dG gezeigt, dass ein Einbau an Position vier
oder Position sieben der Narl-Sequenz zu keinem grofRen Unterschied in der
Schmelzpunkttemperatur fihrt.*"? Aus diesem Grund wurde sich in dieser Arbeit auf

die Modifikation der siebten Position fokussiert.

Setzt man die gemessenen Schmelzpunkttemperaturen in Relation zu den
Ergebnissen der untersuchten mismatch-Oligonucleotide 143 und 144, stellt man
eine relativ starke Absenkung der Tp-Werte zwischen 20-22 °C fur die Pyrimidin-
Basen fest. Erwartungsgemafd ist die Absenkung im Fall des dA-dC-mismatch-
Oligonucleotides 142 mit 15 °C geringer. Fur die C8-N-Acetyl-Arylamin
Modifikationen wurde von S. Kruger eine syn-Konformation der Nucleobase im
Nucleosid bestimmt.'"? Dadurch ist die verhaltnismaRig groRe Absenkung der To-
Werte erklarbar, da die Nucleobase aus der Doppelhelix herausragt. Erstaunlich ist,
dass fur die C8-(N-Ac-Phenyl)- und C8-(N-Ac-2-Fluorenyl)-Modifikationen 148 und
149 nahezu identische T,-Werte gemessen wurden. Die Messung des circularen
Dichroismus zeigte fur alle hier untersuchten Dodecamere die natlrliche B-

Konformation der Doppelhelix an.

Die gro3te Schwéachung verursachte die abasic-site mit einem T,-Wert von nur 35 °C
(Oligonucleotid 145). Bedauerlich ist, dass das synthetisierte N-(4-Aminobiphenyl)-
modifizierte Oligonucleotid 141 nicht erhalten werden konnte und so kein Vergleich
zwischen monocyclischer und bicyclischer Modifikation mdglich war. Fur zukinftige
Arbeiten sollte die erneute Synthese bi- bzw. polycyclisch N-Arylamin-modifizierter
Oligonucleotide versucht werden. Aul3erdem sollte die abasic-site auch in den
Gegenstrang gegeniiber den N2Arylamin-modifizierten Nucleotiden eingebaut
werden. Dabei ist sogar eine Stabilisierung der Doppelhelix zu vermuten, da die

NZ-Arylamin-Modifikation den Part der fehlenden Base im n-stacking imitieren kénnte.
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Die geringe Absenkung des Tn-Werts der monocyclischen N*-Arylamin-modifizierten
Oligonucleotide 138 und 140 konnte die vermutete, hohere Persistenz dieser
Addukte in vivo erklaren, da sie moglicherweise durch die geringere destabilisierende
Wirkung auf die Doppelhelix schwieriger durch die Reparaturmechanismen der Zelle
erkannt werden konnen. Nach dem Abschluss der Untersuchungen zur Narl-
Sequenz sollten in zukiinftigen Arbeiten Primer-Verlangerungsstudien der N
Arylamin-modifizierten 2‘-dG-Addukte durchgefuhrt werden (vgl. Kap. 2.5.3, S. 21f).

Im Hinblick auf die Erkennung der N2-Arylamin-modifizierten 2'-dG-Addukte durch
humane DNA-Polymerasen sollte in einem weiteren Abschnitt der vorliegenden
Arbeit ein erstmaliger Zugang zu 5'-Triphosphaten von N2-Arylamin-modifizierten 2-
dG-Addukten entwickelt werden.

6.3 Darstellung N*-Arylamin-modifzierter 2-dG-5‘-Triphosphate

Das genotoxische Potential aromatischer Amine ist vor allem auf ihren Metabolismus
zu sogenannten ultimalen Carcinogenen zurtickzufihren (s. Kap. 2.5.1, S. 18ff). So
ist die Wechselwirkung der entstandenen DNA-Addukte mit DNA-Polymerasen
wahrend der Zellproliferation von entscheidender Bedeutung fir die Folgen dieser
Adduktbildung. Die Interaktion zwischen Polymerasen und Oligonucleotiden mit
gezielt eingebauten, Arylamin-modifizierten Nucleotiden wurde unter anderem in
unserer Arbeitsgruppe fir die C8-Addukte der Purinbasen bereits untersucht (s. Kap.
2.5.3, S. 21f).°21%4

Der Frage, ob DNA-Polymerasen auch NZ-Arylamin-modifizierte
Nucleosidtriphosphate fir die Elongation der DNA annehmen, konnte bis dato noch
nicht nachgegangen werden, da noch keine Syntheseroute zu entsprechend
modifizierten Triphosphaten erschlossen worden war. Ziel dieses Teilprojekts war
somit die erstmalige Darstellung N?-Arylamin-modifizierter 2'-Desoxyguanosin-5'-
Triphosphate. Teile dieses Projekts wurden von S. Otto in ihrer Bachelorarbeit
durchgefiihrt.?™® Um N%-Arylamin-2‘-desoxyguanosin-mono-, -di-, oder -triphosphate
zu synthetisieren, werden geeignete reaktive Phosphattriester bendtigt. Das von
C. Meier entwickelte cycloSal-Konzept wurde urspringlich als Prodrug-System fur
antiviral aktive Nucleotidanaloga entwickelt.®™ Als weitere Anwendung wurde
gezeigt, dass sich durch elektronenziehende Substituenten am Salicylalkohol die

cycloSal-Phosphattriester als Aktivester mit einer Vielzahl von Nucleophilen effizient
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und in kurzer Reaktionszeit umsetzen lassen.’**""! Es sollte im Folgenden erprobt
werden, ob sich die N%Arylamin-Addukte zu den entsprechenden cycloSal-
Phosphattriestern umsetzen lassen und diese anschlieBend mit einem
Pyrophosphat-Salz zu den entsprechenden Triphosphaten umgesetzt werden
konnen (s. Abb. 134).

ZT

152b:R=f§H O\ 153b:R=>}gﬁ' O\
0 0

Abb. 134: Retrosynthese der N*-Arylamin-modifizierten 2-dG-5'-Triphosphate 152a und 152b
ausgehend von den cycloSal-Verbindungen 153a und 153b

Zunachst wurden die cycloSal-Phosphattriester 153a und 153b dargestellt. Die
Azoverbindung 153a wurde als Modellverbindung fir 153b eingesetzt, da eventuell
bendtigte Optimierungsversuche nicht mit dem fur biologische Systeme relevanteren

Hydrazinoaddukt 153b durchgefiihrt werden sollten.

6.3.1 Synthese der N*Arylamin-modifizierten cycloSal-Phosphattriester 153a
und 153b

In den etablierten Syntheserouten zur Darstellung von cycloSal-Phosphattriestern
werden substituierte Saligenylchlorphosphite oder Saligenylphosphorchloridate mit
der 5-Hydroxygruppe der Zuckereinheit von Nucleosiden umgesetzt. Die
Phosphor(lll)-Verbindungen werden nach der Umsetzung mit einem geeigneten
Oxidationsmittel zur entsprechenden Phosphor(V)-Verbindung oxidiert.:"*"® Meist
werden die Saligenylchlorphosphite eingesetzt, da diese eine hdhere Reaktivitat
zeigen als die entsprechenden Saligenylphosphorchloridate. Jedoch konnte die
reaktivere Phosphor(lll)-Verbindung hier nicht eingesetzt werden, da es bei der sich
sonst anschlieenden Oxidation ebenfalls zu einer Oxidation der Hydrazinofunktion

gekommen waére.

Zudem wurde Chlor als Akzeptorsubstituent in 5-Position der cycloSal-Einheit

gewahlt, da die so substituierten cycloSal-Phosphattriester eine hohe Reaktivitat
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besitzen und dennoch stabil genug sind fur eine chromatographische Reinigung (s.
Abb. 135). Je elektronenziehender die Substituenten am Salicylalkohol sind, desto

elektrophiler ist das Phosphoratom im cycloSal-Phosphattriester.
OCPE

153a: R = fN‘N\@ o) X
o cl OH c OH
A, | — UL,
153b: R=" [ \CL OH OH
o) 156 155

I
Abb. 135: Retrosynthese der cycloSal-Phosphattriester 153a und 153b

Zur Darstellung des Saligenylphosphorchloridats 154 wurde im ersten
Reaktionsschritt 5-Chlorsalicylsdure 156 mit Hilfe von Lithiumaluminiumhydrid mit
64% Ausbeute zum Alkohol 155 reduziert (s. Abb. 136)."¥ AnschlieRend erfolgte die
Umsetzung von 155 mit  Phosphorylchlorid und  Triethylamin ~ zum
Saligenylphosphorchloridat  154.'"" Die Umsetzung erfolgte fir eine Stunde
bei -50 °C. Nach Problemen bei der saulenchromatographischen Reinigung wurde

das Produkt nur in einer relativ geringen Ausbeute von 24% erhalten.

o 1.1 Aquiv. POCl,,
Cl 2 Aquiv. LiAIH,  Cl 2.1 Aquiv. Et;N,  Cl
OH OH o’ ~cl

64% o
156 b 155 24% 154

Abb. 136: Darstellung des Saligenylphosphorchloridats 154

Als ersten Test der Umsetzung N?-Arylamin-modifizierter 2‘-dG-Addukte mit dem
Saligenylphosphorchloridat 154 wurden 100 mg der Azoverbindung 134b eingesetzt
(s. Abb. 137). Es wurden 0.8 Aquivalente des Saligenylphosphorchloridats 154
zugefigt, um die Umsetzung an der 3’-Hydroxygruppe mdoglichst vollstandig zu

vermeiden.

OCPE 1) Pyridin, OCPE
<NI£N Molsieb 0.3 nm, -40 °C CI\@f\O o Nl/gN
] 1eb. \
2) 0.8 Aquiv. 154, THF, % ¢
HO N A ) d o-Po - AN

N7 NN -40°C, 30 min N NN

0 0

134b o} 9% o
OH I OH

Abb. 137: Darstellung des cycloSal-Phosphattriesters 153a
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Um eine Bevorzugung der 5-OH-Gruppe gegenuber der 3’-OH-Gruppe zu
gewahrleisten, erfolgte die Zugabe der 0.8 Aquivalente
Saligenylphosphorchloridat 154 sehr langsam bei -40 °C. Nach erfolgter Zugabe
wurde die Reaktionsldsung fiir weitere 30 Minuten bei -40 °C geriihrt."® Fir die
Reinigung am Chromatotron wurden dem Laufmittel 2% Essigséure zugesetzt. So
konnte der cycloSal-Phosphatriester 153a mit einer Ausbeute von 9% isoliert werden.
Die geringe Ausbeute ist auf eine zu frihzeitige Beendigung der Reaktion
zuruckzufihren, da neben den 9% 153a noch 27% sauberes Edukt 134b und 69 mg
einer Mischfraktion aus dem Produkt 153a und dem Edukt 134b erhalten wurden.

Nach der erfolgreichen Umsetzung und Isolierung des Produkts 153a wurde 133b mit
dem Saligenylphosphorchloridat 154 zum 5-Chlor-cycloSal-O°-2-(4-
cyanophenyl)ethyl-2-N-(4-methoxyphenylhydrazino)-2’-dG-5-monophosphat =~ 153b
umzusetzen. Da die Reaktion zu 153a zuvor zu keinem isolierbaren 3‘-cycloSal-
Nebenprodukt gefiihrt hatte und die Umsetzung nicht vollstandig gewesen war,
wurden in diesem Fall 1.2 Aquivalente des Chloridats 154 eingesetzt (s. Abb. 138).

OCPE 1) Pyridin, OCPE
<N Sy Molsieb 0.3 nm, -40 °C  Cl N NSy
4 H 2) 1.2 Aquiv. 154, THF, 4 H
N PY ) d o"Po - AN

HO N7 NN -40°C, 30 min N"SNZN
(@] H (@) H
0 49% o)
OH

Abb. 138: Darstellung des cycloSal-Phosphattriesters 153b

Auch hier erfolgte die Zugabe der 1.2 Aquivalente Saligenylphosphorchloridat 32
sehr langsam. Die Umsetzung war nach 1.5 Stunden bei -40 °C nach beendeter
Zugabe vollstandig, sodass nach Reinigung am Chromatotron eine Ausbeute von
49% des 5’-cycloSal-Phosphattriester 153b erzielt wurde. Wéhrend der Reinigung
kam es jedoch zu einer geringen Zersetzung des Produkts zum entsprechenden
Monophosphat. In Abb. 139 ist das *'P-Spektrum des 5-Chlor-cycloSal-O°-2-(4-
cyanophenyl)ethyl-2-N-(4-methoxyphenylhydrazino)-2’-dG-5-monophosphats  153b

zu sehen.
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Abb. 139: *P-NMR-Spektrum des cycloSal-Phosphattriesters 153b in DMSO-ds

Bei der fur cycloSal-Phosphattriester charakteristischen chemischen Verschiebung
des Phosphoratoms sind die beiden Signale der Diastereomere bei -10.25
und -10.30 ppm erkennbar. Jedoch sind noch kleine andere Peaks vorhanden, die
moglicherweise durch eine Oxidation der Hydrazinogruppe zur Azofunktion oder
durch die geringfugige Verunreinigung mit doppelt maskiertem Nucleotid zustande
gekommen sind. In der folgenden Abbildung ist das zugehérige *H-NMR-Spektrum
von 153b gezeigt. Auch hier sind die beiden Diastereomere des cycloSal-
Phosphattriesters 153b erkennbar. Jedoch ist zu erkennen, dass tatsachlich eine
partielle Oxidation der Hydrazinoverbindung 153b zur Azoverbindung 153a
stattgefunden hat (s. Abb. 140). Wahrscheinlich ist die auf die chromatographische
Reinigung am Chromatotron zurlckzufiihren, da die Oxidation an normalem
Kieselgel bereits zuvor beobachtet wurde. Zur Optimierung sollte die Reinigung

zukUnftig an neutralem Aluminiumoxid erprobt werden.
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Es konnte gezeigt werden, dass die bereits etablierte Syntheseroute Uber
Saligenylphosphorchloridate erfolgreich auf die N2 (4-Anisidin)-modifizierten Addukte
angewendet werden konnte. Die synthetisierten cycloSal-Phosphattriester 153a und
153b standen somit fir Umsetzungen mit den entsprechenden Nucleophilen zu

Nucleosidtriphosphaten zur Verfligung.

6.3.2 Darstellung der N?(4-Anisidin)-modifizierten 2‘-dG-5‘-Triphosphate
152a und 152b

Nachdem die entsprechenden cycloSal-Phosphattriester 153a und 153b dargestellt
werden konnten, sollten diese nun mit Pyrophosphat umgesetzt werden. Das fir die
Reaktionen bendtigte Tetrabutylammonium-Pyrophosphat wurde von |. Sarac und T.
Gollnest zur Verfugung gestellt. Die hier verwendete Methode ist in Vorarbeiten in
unserer Arbeitsgruppe optimiert und etabliert worden und sollte so im Folgenden auf
die Phosphattriester 153a und 153b ubertragen werden (s. Abb. 134, S. 141).1'84
Generell ist bei dieser Art von Reaktion absolute Wasserfreiheit oberstes Gebot. Aus
diesem Grund wurden die vorgelegten Edukte mit aktiviertem Molsieb 4 A {iber Nacht
im Olpumpenvakuum getrocknet. Am nachsten Tag wurde absolutes DMF
zugegeben und wiederum fur 3 Stunden stehen gelassen. Daraufhin wurde der
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geldste Phosphattriester tber 2 min zu der Pyrophosphat-Losung getropft. Danach
wurde mit 1 mL trockenem DMF das Molsieb im Triesterkolben nachgespiilt und
dieses DMF ebenfalls zum Pyrophosphat getropft. Anschlieend wurde die
Reaktionslosung fur 21 h bei Rt geruhrt.

Als erster Versuch wurde 153a zur Synthese des Triphosphats 152a eingesetzt (s.
Abb. 141). Der Reaktionsumsatz wurde mittels Dinnschichtchromatographie an
Silicagel verfolgt, als mobile Phase wurde Isopropanol/Ammoniumacetat 1M (2:1)
verwendet. Dadurch konnte auch das sehr polare Triphosphat 152a eluiert werden.

OCPE OCPE

cl
0 N . N
@WO «Nf\N 2.3 Aquiv. (nBuy,),H,P,07, o o o ¢ ,:'1
oo A Molsieb 0.4 nm, DMF,Rt,21h _O-P-0-P-O-P—0 N—~ P

N">N"R o i | N R
o) o)
7;7‘ 66% L & & b

OH OH

153a: R = SchN\@\ 152a: R = gN"N\©\
(@) O

Abb. 141: Darstellung des Triphosphats 152a aus dem cycloSal-Phosphattriester 153a

Nach der Aufarbeitung wurde das Rohprodukt auf Ammonium-Gegenionen
umgesalzen, da sich bei der Optimierung des Syntheseprotokolls fir NTPs von S.
Warnecke gezeigt hatte, dass diese Form am besten zu reinigen war.'®! Die
anschlieBend durchgeflhrte saulenchromatographische Reinigung an RP-18-
Kieselgel mit einem Wasser/Acetonitril-Gradient als Eluent ergab das O°-2-(4-
Cyanophenyl)ethyl-2-N-(4-methoxyphenylazo)-2’-dG-5'-triphosphat  152a in einer

Ausbeute von 68%. Die Ausbeute wurde mit drei Ammoniumgegenionen berechnet.

Diese Anzahl kann etwas variieren, da durch Gefriertrocknung der erhaltenen
Fraktionen unter Protonierung der Phosphatgruppe wahrscheinlich Teile der
Gegenionen als Ammoniak ausgasen konnten, was von S. Warnecke zuvor bereits
beobachtet worden war.'* Im Folgenden sind das *'P- und das *H-NMR-Spektrum
der gereinigten Zielverbindung 152a abgebildet. Das *P-NMR-Spektrum weist die
charakteristischen Signale fur Triphosphate auf, z. B. das bei -23.21 ppm liegende
Pseudotriplett des B-Phosphoratoms (s. Abb. 142). Erfreulich war, dass das bei der
Reaktion in geringem Anteil ebenfalls entstandene Nucleosidmonophosphat fast

vollstandig abgetrennt werden konnte.
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Abb. 142: *P-NMR-Spektrum von O°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-(4-methoxyphenylazo)-
2’-dG-5-triphosphat 152a in D,O
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Abb. 143: *H-NMR-Spektrum von O°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-(4-methoxyphenylazo)-
2’-dG-5'-triphosphat 152a in D,O
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Nachdem diese Reaktion erfolgreich war, wurde als nachstes 5-Chlor-cycloSal-O°®-2-
(4-cyanophenyl)ethyl-2-N-(4-methoxyphenylhydrazino)-2’-dG-5"-monophosphat 153b
mit dem Pyrophosphat-Salz umgesetzt (s. Abb. 144).

OCPE OCPE
cl o N ) N
\©(\|5¢O ¢l ~N 2.3 Aquiv. (nBuy)sHP,05, 9 9 0 | SN
0’0 Z._  Molsieb 0.4 nm,DMF,Rt, 21h _O-P-0-P-0-P—0 L

NT>NTR © | | | N N~ R
jﬁiﬁ 36% L 8 &L %Oj

Abb. 144: Darstellung des Triphosphats 152b aus dem cycloSal-Phosphattriester 153b

Beim Extrahieren der organischen Phase (Ethylacetat) mit Wasser wurde diesmal
eine sehr schwierige Phasentrennung beobachtet. Dies ist wahrscheinlich auf das
DMF zurickzufuhren. Nach der Aufarbeitung wurden die Gegenionen im Rohprodukt
zur besseren Reinigung wie zuvor gegen Ammonium ausgetauscht. Die
anschlieBend durchgefiihrte saulenchromatographische Reinigung an RP-18-
Kieselgel mit einem Wasser/Acetonitril-Gradient als Eluent ergab das O°-2-(4-
Cyanophenyl)ethyl-2-N-(4-methoxyphenylhydrazino)-2’-dG-5'-triphosphat  152b in
einer relativ geringen Ausbeute von 36%. Im Folgenden sind das *'P- und das *H-

NMR-Spektrum der gereinigten Zielverbindung 152b abgebildet.

Das *P-NMR-Spektrum zeigt die charakteristischen Signale fiir Triphosphate, z. B.
das bei -23.09 ppm liegende Pseudotriplett des B-Phosphoratoms (s. Abb. 145).
Interessant war, dass die chemischen Verschiebungen der a- und y-Phosphoratoms
bei den beiden Triphosphaten 152a und 152b relativ nahe beieinander bei ca. -10
ppm liegen. FUr verschiedene NTPs wurde dies bereits von S. Warnecke
beobachtet.*®" In anderen Fallen war das y -Phosphoratom etwas zu tieferem Feld
verschoben (ca. -7 ppm).'® Neben den Signalen der Phosphoratome des
Triphosphats 152b zeigte das >'P-NMR-Spektrum weitere phosphorhaltige
Verbindungen mit Signalen bei -5.59 und -6.31 ppm, sowie einen geringen Anteil
Nucleosidmonophosphat. Anhand des *H-NMR-Spektrums wurde ebenfalls deutlich,
dass das Triphosphat 152b nach der saulenchromatographischen Reinigung nicht
vollstandig sauber erhalten werden konnte und hier zukinftig weitere Optimierung

notig ist.
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Abb. 145: *'P-NMR-Spektrum von O°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-(4-methoxyphenylhydrazino)-
2’-dG-5’-triphosphat 152b in D,O
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Abb. 146: *H-NMR-Spektrum von O°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-(4-methoxyphenylhydrazino)-
2’-dG-5'-triphosphat 152b in D,O
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Resultate und Diskussion

Trotz der Verunreinigungen konnten die Triphosphate 152a und 152b erfolgreich
synthetisiert werden, was auch massenspektrometrisch bestatigt wurde. Mit diesem
Ergebnis wurden erstmals Triphosphate von N?-Arylamin-modifizierten 2'-dG-
Addukten chemisch zugénglich gemacht. Die geschaffenen Grundlagen kénnen in
zukunftigen Arbeiten weiter optimiert werden. So sollte z. B. die Verwendung einer
anderen Schutzgruppe an der O°-Position erprobt werden, damit diese leichter
abgespalten werden kann. Zusatzlich konnen weitere Arylamine eingesetzt werden
und anschliel3end vor allem biochemische Untersuchungen der Interaktion mit DNA-
Polymerasen durchgefiihrt werden. Mit diesem Kapitel sind die Resultate des dritten
Abschnitts dieser Arbeit diskutiert und nun folgt eine kurze Zusammenfassung der

gewonnenen Ergebnisse.

6.4  Fazit: Synthesen zur Darstellung der Arylamin-Addukte

Das in diesem Kapitel vorgestellte Themengebiet kann in drei Projekte unterteilt

werden:

Zur ErschlieBung der Verbindungsklasse C5-Arylamin-modifizierter 2’-dC-Addukte
wurden zunéchst erfolgreich C5-halogenierte-2’-dC- und C5-halogenierte-2‘-dU-
Verbindungen dargestellt (s. S. 119-123).

Das 3',5'-Bis-O-(TBDMS)-5-brom-2’-desoxycytidin 103a konnte mit einer Ausbeute
von 47% Uber zwei Stufen Uber die Schutzung von 2’-dC*HCI 106 mit TBDMS-CI und
anschlieRender Bromierung mit LiBr gewonnen werden (s. S. 121). Fir die Synthese
von 3’,5-Bis-O-(TBDMS)-5-brom-2’-desoxyuridin 110a stellte sich die Syntheseroute
Uber das 5-Brom-2°-dU 112a als effizienter heraus, da hierbei eine Ausbeute Uber
zwei Stufen von 46% erzielt werden konnte (s. S. 123). Die Synthese von 3’,5’-Bis-O-
(TBDMS)-5-i0d-2’-dU 110b gelang in guter Ausbeute (86%) aus 5-lod-2’-dU 112b.
Die C-N-Kreuzkupplungen der oben beschriebenen C5-halogenierten Nucleoside
unter den fir die Purinbasen etablierten Kupplungsbedingungen waren nicht
erfolgreich. Daraufhin wurden sowohl die Base und der Ligand als auch die
Reaktionszeit variiert (s. S. 123f). Das Kreuzkupplungsprodukt konnte jedoch in
keinem Fall erhalten werden, so dass in zukinftigen Arbeiten weitere Optimierungen
der Kupplungsbedingungen durchgefihrt oder alternative Wege zur Darstellung von
102 gefunden werden sollten. Hierbei konnte die Verwendung eines anderen

Palladium-Katalysators ein Ansatzpunkt sein.
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Resultate und Diskussion

Uber die von N. Bége etablierte, siebenstufige Syntheseroute konnten vier N*
Arylamin-modifizierte Phosphoramidite von 2‘-Desoxyguanosin, 10a-10d, erfolgreich
dargestellt werden (s. S. 126-129 und S. 132-134).

Da zusatzlich eine Alternative zur Buchwald-Hartwig-Kreuzkupplungsreaktion
gefunden werden sollte, wurden zur Erprobung =zunachst zwei C-2-
Tris(dimethylamino)phosphonium-hexafluorophosphatsalze 127 und 128 dargestellt
(s. S. 129-131). Zur anschliel3enden nucleophilen, aromatischen Substitution durch
das entsprechende Hydrazin wurden verschiedenste Basen und
Reaktionsbedingungen erprobt. Jedoch fuhrten die Versuche nur in einem Fall zum
Produkt (s. S. 131). Mit n-BuLi konnte das Produkt 11a in einer Ausbeute von 2%
isoliert werden.

Nach der erfolgreichen Synthese der vier Phosphoramidite 10a-10d wurden diese mit
Hilfe der chemischen DNA-Synthese an der siebten Position in die Oligonucleotide
138-141 der Narl-Sequenz eingebaut (s. S. 134f). Nach der Reinigung per HPLC
konnten jedoch 139 und 141 massenspektrometrisch nicht identifiziert werden. Die
erfolgreich dargestellten Oligonucleotide 138 und 140 wurden hinsichtlich ihrer
Eigenschaften mit den mismatch-Oligonucleotiden 142-145 sowie den C8-Arylamin-
Addukten vom 2'-dG 146-149 verglichen (s. S. 138-140). Durch Messung der Tp-
Werte wurde ein geringerer Einfluss dieser beiden monozyklischen, N*-Arylamin-
modifizierten 2°-dG-Addukte auf die Stabilitdt des entsprechenden Doppelstranges
festgestellt, als es z. B. bei den anderen Addukten am 2'-dG oder den mismatch-

Oligonucleotiden der Fall war.

Im dritten Projekt dieses Teils konnten erstmalig 5'-Triphosphate von N?-Arylamin-
modifizierten 2'-dG-Addukten dargestellt werden (s. S. 145-150). Dazu wurde die
Anwendung der etablierten cycloSal-Methode nach C. Meier zur Darstellung der 5'-
cycloSal Phosphattriester 153a und 153b erprobt. Durch Verwendung des
Saligenylphosphorchloridats 154 konnte eine oxidative Aufarbeitung und damit die
Oxidation der Hydrazingruppe weitgehend verhindert werden (s. S. 142-145). Mit der
erfolgreichen Darstellung der modifizierten 5'-Triphosphate 152a und 152b konnte
gezeigt werden, dass die in unserer Arbeitsgruppe etablierte Syntheseroute auf N?-

Arylamin-modifizierte 2’dG-Addukte prinzipiell Gbertragbar ist.

151



Zusammenfassung

7 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden drei Themengebiete bearbeitet, wobei der deutliche
Schwerpunkt auf den ersten beiden Teilen lag. Diese standen vor dem Hintergrund,
neue Inhibitoren der Desoxyhypusinsynthase (DHS) zu identifizieren. Durch Inhibition
der DHS sollte eine Hemmung der Replikation von HIV-1 erreicht werden. Der dritte
Teil stand vor dem Hintergrund der Carcinogenese durch aromatische Amine. In
diesem Abschnitt wurden Arylamin-modifizierte Nucleoside chemisch synthetisiert,
nach Einbau in Oligonucleotide untersucht und in entsprechende Triphosphate
tberfuhrt.

7.1 Neue active-site Inhibitoren der DHS

Die zelleigene DHS dient zur Aktivierung des eukaryotischen Initiationsfaktors 5A,
der eine Rolle bei verschiedenen Erkrankungen und Infektionen, unter anderem bei
HIV-1, zu spielen scheint (s. S. 11-12). Zur Identifizierung neuer, verbesserter
Inhibitoren der DHS wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe um M. Rarey ein

rationaler Ansatz zum Wirkstoffdesign angewandt (s. S. 25-27 und 50-52).

Zunachst wurden, basierend auf der Kristallstruktur der DHS und dem bekannten
Inhibitor der DHS, GC7 1, von A. Kolodzik Uber Struktur-basiertes Wirkstoffdesign 29
virtuelle Hits als potentielle, neue DHS-Inhibitoren der ersten Generation errechnet
(s. S. 26). Von diesen waren drei Verbindungen kommerziell erhaltlich und zu sieben
der ausgewahlten Verbindungen wurden effiziente Syntheserouten entwickelt (s. S.
27-45). Die insgesamt 10 neuen, potentiellen DHS-Inhibitoren der ersten Generation
5, 16-20 und 26-29 (s. Abb. 46, S. 45) wurden von der Arbeitsgruppe um J. Hauber
eingehenden in vitro Tests hinsichtlich der DHS-Inhibition und der Inhibition der
HIV-1 Replikation in Zellkultur unterzogen (s. S. 45-49). Es wurde fir 17 und 28 eine
Inhibition der DHS festgestellt. In den Tests zur Inhibition der HIV-1 Replikation
zeigte nur 17 eine signifikante Aktivitat gegen HIV-1 (s. S. 47). Bei 17 (DAPI), das als
DNA-Farbstoff in der Biochemie genutzt wird, spielen eventuell hinsichtlich der guten
Werte fur die HIV-1 Inhibition zusétzlich zur DHS-Inhibition auftretende
Wirkmechanismen eine Rolle. Positiv ist, dass alle getesteten Verbindungen bis zu
einer Konzentration von 4 uM keine toxischen Effekte auf die Zellen hatten (siehe
auch 4.1.4, S. 49).
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Im Folgenden wurde 17 als Hit verwendet, um durch die gewonnen Erkenntnisse das
molecular modelling zu optimieren (s. S. 50-52). Zusatzlich zum Struktur-basierten
Wirkstoffdesign wurde Fragment-basiertes Design verwendet, um in silico eine
zweite Generation neuartiger, potentieller Inhibitoren der DHS zu generieren, deren
virtuelle Bindungsaffinitaiten zur DHS im Vergleich zu GC7 1 und der ersten
Generation potentieller DHS-Inhibitoren deutlich verbessert waren (s. Abb. 54, S. 52).
Aus den neu berechneten Verbindungen wurde 2-(2-Guanidinoethyl)-5-aminomethyl-
1H-indol 46 nach synthetischen Gesichtspunkten fur die Synthese ausgewéhlt. Die
theoretischen Wechselwirkungen von 46 mit dem aktiven Zentrum der DHS sind in
Abb. 94 (S. 93) veranschaulicht.

Das kommerziell erhaltliche 4-Amino-3-iodbenzonitrii 50 wies ein geeignetes
Substitutionsmuster auf und wurde als Ausgangsverbindung in der entwickelten
Syntheseroute verwendet (s. Abb. 57, S. 55). Nach erfolgreichem Aufbau des
Indolgeriistes 53b (s. S. 58-63) flhrte dieser erste Syntheseweg nur bis eine Stufe
vor der Zielverbindung, da die Reduktion der Nitrilfunktion des Indols 53b zur
Aminomethylgruppe nicht erfolgreich war (s. S. 68f). Daraufhin wurde die
Syntheseroute umgestellt (s. Abb. 74, S. 71). Erneut wurde vom 4-Amino-3-
iodbenzonitril 50 ausgegangen, welches zuerst mit Boran*THF zu 61 reduziert
wurde. Daraufhin wurde das Produkt mit Di-tert-butyldicarbonat zu 62a umgesetzt.
Die in diesem Schritt versuchte gleichzeitige Einfihrung der N-Boc-Gruppe an der
aromatischen Aminogruppe war nicht erfolgreich, jedoch fiihrte die Umsetzung von
62a mit 4-Toluolsulfonsaurechlorid zu 62b zum Durchbruch (s. S. 73-74).

Ausgehend von den Verbindungen 62a und 62b konnte die Zielverbindung 46 nach
Optimierung der Synthesen auf zwei verschiedenen Wegen erstmalig erfolgreich
dargestellt werden (Syntheseroute 1, s. Abb. 95, S. 94, und Syntheseroute 2, s. Abb.
96, S. 95). Die entwickelten Synthesewege unterschieden sich in der Abfolge der
durchgefiihrten Reaktionsschritte und vor allem in der Mdglichkeit, das Indolgerist
einmal mit geschitztem Indolstickstoffatom (Route 1, 7 Stufen, 30-49%
Gesamtausbeute) und andererseits mit freiem Indolstickstoffatom zu synthetisieren
(Route 2, 7 Stufen, 14-17% Gesamtausbeute). Zusammengenommen bieten beide
Synthesewege jeweils Vorteile und einen effizienten Zugang zu der
Verbindungsklasse Aminomethyl- bzw. Guanidinoalkyl-substituierter Indole (siehe
auch Kap. 4.3.9, S. 93-96). Die vor allem bei Route 1 hohen Ausbeuten und
zuverlassige Reproduzierbarkeit erleichtern die Herstellung gré3erer Mengen an 46
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bzw. entsprechender Derivate. Die in dieser Arbeit geschaffenen Grundlagen zur
Synthese von 46 werden Gegenstand zukunftiger Arbeiten sein, unter anderem um
Route 2 hinsichtlich einer besseren Gesamtausbeute zu optimieren und vor allem,

um weitere Verbindungen als neuartige Inhibitoren der DHS zu erhalten.

In den biochemischen Tests zeigte sich, dass 46 die DHS dosisabhangig hemmit.
Jedoch war die Substanz nur etwa halb so aktiv wie GC7 1 (s. S. 91). Vergleicht man
die Ergebnisse des DHS-Assays mit denen des Tests gegen HIV-1, stellt man eine
groRRe Ahnlichkeit fest. Die HIV-1 Replikation wurde ebenfalls durch 46 gehemmt und
ungefahr im gleichen Verhaltnis geringer als GC7 1 inhibierend wirkte (s. S. 92). Die
fur die erstmalig synthetisierte Verbindung 46 erhaltenen Testergebnisse sind
trotzdem ein sehr erfreuliches Resultat, da eine dosisabhangige Inhibition gefunden
wurde und somit durch rationales Wirkstoffdesign ein neuartiger Hit zur Inhibition der
DHS und damit HIV-1 identifiziert werden konnte.

7.2  Untersuchung von CNI-1493 Derivaten als DHS-Inhibitoren

Neben den zuvor beschriebenen Arbeiten zur Entwicklung neuer active-site
Inhibitoren der DHS wurde sich im zweiten Abschnitt mit CNI-1493 2, einem schon
bekannten DHS-Inhibitor, beschéftigt (s. S. 11). Interessant ist, dass 2 zu groR ist,
um einerseits durch den schmalen Tunnel zum aktiven Zentrum der DHS zu
gelangen und andererseits fur die Bindung im aktiven Zentrum selbst (vgl. Abb. 7,
S.10). Die zur Aktivitat von 2 bendétigten Strukturelemente wurden (ber die
Derivatisierung von CNI-1493 identifiziert. AuRerdem sollte die Stabilitat von 2

untersucht werden.

Zur Synthese von CNI-1493 2 wurde eine literaturbekannte Syntheseroute
angewendet (s. S. 97-101). Das im Rahmen dieser Arbeit synthetisierte CNI-1493 2
wurde daraufhin von der Arbeitsgruppe um R. Hilgenfeld erstmalig mit der DHS co-
kristallisiert und zeigte eine mogliche Bindungsstelle auf der AuRenflache der DHS
auf.® Um eine Struktur-Aktivitats-Beziehung aufstellen zu kénnen, wurde der Linker
zwischen den beiden Kopfgruppen 87 variiert (s. Abb. 102, S. 101). Es konnten
dreizehn CNI-Analoga 75-87 Uber den bekannten, flnfstufigen Syntheseweg
erfolgreich dargestellt werden (s. S. 101-103). Nach den von Kooperationspartnern
durchgefuhrten biochemischen Tests dieser CNI-1493 Derivate 75-88 wurde

festgestellt (s. S. 103-108), dass mindestens zwei auf irgendeine Weise verknupfte
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Kopfgruppen fur die Aktivitat von CNI-1493 2 notwendig waren. Als kirzest-mdglicher
Linker stellte sich der Oxalyl-Linker heraus (75, s. S. 104). Eine zu lange Alkylkette,
wie bei 80 (Ci4), fuhrte mdoglicherweise durch entropische Effekte zu einer
schlechteren Aktivitat. Da die starren CNI-Analoga 75, 85 und 86 eine gute Inhibition
zeigten, obwohl sie nicht in der Lage sind, die in der Kristallstruktur gefundene
Konformation einzunehmen, ist anzunehmen, dass es noch einen anderen
Wirkmechanismus dieser Analoga gibt (s. S. 105). Die Inhibition von HIV-1 in
Zellkultur durch die CNI-Analoga 76, 79, 85 und 86 zeigte bis auf eine Ausnahme
eine hohe Ubereinstimmung in den Aktivitaten der Verbindungen mit den Resultaten
des DHS-Assays (s. S. 1071).

Die Tests gegen das Pflanzenpathogen Fusarium graminearum zeigten etwas
andere Ergebnisse (s. S. 108-111). Eine Inhibition des Pilzwachstums Uber eine
Hemmung der DHS von F. graminearum war bei den starren CNI-Analoga 75 und 85
und 86 nahezu nicht vorhanden (s. S. 110). Von den getesteten Verbindungen waren
vier Verbindungen (76, 78, 83 und 84) so aktiv wie CNI-1493 2 und mit 81 wurde
eine Verbindung gefunden, die schon bei 5 uM eine nahezu vollstandige Inhibition
der DHS des Pflanzenpathogens und damit eine nahezu vollstandige Hemmung des

Pilzwachstums zeigte.

In einem weiteren Projekt des zweiten Abschnitts wurde eine Methode zur Analyse
der Hydrolyse von CNI-1493 2 mit Hilfe der HPLC entwickelt (s. S. 111f). Im Sauren
war 2 Uber mindestens 5 Tage stabil, dagegen wurde im neutralen bis basischen
Milieu eine schrittweise Hydrolyse der Iminbindungen zu den entsprechenden
Ketonen beobachtet und diese mittels LC-MS verifiziert (s. S. 114f). Je hoher die
Basizitat des Puffers, desto schneller verlief die Hydrolyse. Unterschiedliche Puffer
fuhrten bei gleichem pH-Wert zu verschiedenen Halbwertszeiten. Der pH-Wert hatte
einen deutlich gréReren Einfluss als die Temperatur. Eine Hydrolyse der
Amidbindung konnte in keinem Fall beobachtet werden. Durch die Untersuchung der
Hydrolyse von 2 im Kristallisationspuffer konnte das von Hilgenfeld et al. in der
Kristallstruktur des DHS:CNI-1493 Co-Kristalls® gefundene Aminoguanidinfragment
mit der Hydrolyse der Iminbindungen von CNI-1493 2 erklart werden (s. S. 115).
Unterstitzend kam hinzu, dass fir Aminoguanidin 88 keine DHS-Aktivitdt gemessen
wurde, so dass das im aktiven Zentrum der kristallisierten DHS gefundene 88 ein
Artefakt aus der Hydrolyse von CNI-1493 unter den Inkubationsbedingungen war (s.
S. 104).
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7.3 Aromatische Amine als DNA-Addukte

Im dritten Teil dieser Arbeit wurden drei verschiedene Projekte durchgefihrt:

Zunachst wurden erste Versuche, einen synthetischen Zugang zu den C5-Arylamin-
Addukten des 2°-dCs zu entwickeln, durchgefihrt (s. Abb. 112, S. 119). Dazu wurden
als Erstes C5-halogenierte-2’dC- 103a und 103b und -2°-dU-Verbindungen 110a und
110b erfolgreich dargestellt (s. S. 119-123). Die C-N-Kreuzkupplungen der oben
beschriebenen C-5-halogenierten Nucleoside unter den etablierten
Kupplungsbedingungen zu 102 waren nicht erfolgreich. Darlber hinaus wurden
sowohl die Basen und der Ligand als auch die Reaktionszeit variiert (s. S. 123f). Das
Kreuzkupplungsprodukt 102 bzw. 109 konnte jedoch in keinem Fall erhalten werden,
so dass in zukinftigen Arbeiten weitere Optimierungen der Kupplungsbedingungen
durchgefuhrt oder alternative Wege zur Darstellung von 102 gefunden werden
sollten. Hierbei kdnnte die Verwendung eines anderen Palladium-Katalysators ein

Ansatzpunkt sein.

Im zweiten Projekt des dritten Teils wurden aufbauend auf bereits durchgefiihrten
Arbeiten vier N*-Arylamin-modifizierte Phosphoramidite von 2‘-Desoxyguanosin, 10a-
10d, uber eine siebenstufige Syntheseroute erfolgreich dargestellt (s. S. 126-129 und
S. 132-134). Es wurde versucht, zur etablierten Buchwald-Hartwig-
Kreuzkupplungsreaktion eine Alternative zu finden. Dafiir wurden zunéachst zwei C-2-
Tris(dimethylamino)phosphonium-hexafluorophosphatsalze 127 und 128 zur
Erprobung dargestellt (s. S. 129-131). Zur anschlieenden nucleophilen,
aromatischen Substitution durch das entsprechende Hydrazin wurden verschiedene
Basen und Reaktionsbedingungen erprobt. Jedoch fuhrten die Versuche nur in
einem Fall zum Produkt (s. S. 131). Mit n-BuLi konnte das Produkt 11a in einer
Ausbeute von 2% isoliert werden. Nach der erfolgreichen Synthese der vier
Phosphoramidite 10a-10d wurden diese mit Hilfe der chemischen DNA-Synthese an
der siebten Position in die Oligonucleotide 138-141 der Narl-Sequenz eingebaut (s.
S. 134f). Die erfolgreich dargestellten Oligonucleotide 138 und 140 wurden
hinsichtlich ihrer Eigenschaften mit den mismatch-Oligonucleotiden 142-145 sowie
den Oligonucleotiden der C8-Arylamin-Addukten vom 2‘-dG 146-149 verglichen (s.
S. 138-140). Durch Messung der Tn-Werte wurde ein geringerer Einfluss dieser
beiden monozyklischen, N%Arylamin-modifizierten 2'-dG-Addukte 138 und 140 auf

die Stabilitdt des entsprechenden Doppelstranges festgestellt, als es z. B. bei den
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anderen Addukten am 2°-dG 146-149 oder den mismatch-Oligonucleotiden 142-145

der Fall war.

Als drittes Projekt dieses Abschnitts konnten erstmalig 5'-Triphosphate der
NZ-Arylamin-modifizierten 2-dG-Addukte dargestellt werden (s. S. 145-150). Dazu
wurde die Anwendung der etablierten cycloSal-Methode nach C. Meier zur
Darstellung der 5'-cycloSal Phosphattriester 153a und 153b erprobt. Durch
Verwendung des Saligenylphosphorchloridats 154 konnte eine oxidative
Aufarbeitung und damit die Oxidation der Hydrazingruppe weitgehend verhindert
werden (s. S. 142-145). Mit der erfolgreichen Darstellung der modifizierten 5°-
Triphosphate 152a und 152b konnte gezeigt werden, dass die in unserer
Arbeitsgruppe etablierte Syntheseroute auf die N2-Arylamin-modifizierten 2'dG-
Addukte prinzipiell Gbertragbar ist (s. S. 146-150).
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8 Summary

This thesis deals with three topics. ldentifying new inhibitors of the deoxyhypusine
synthase (DHS) was the main subject of the first two parts. The inhibition of this
cellular protein should lead to a subsequent inhibition of HIV-1 replication. The
carcinogenesis induced by aromatic amines was the background in the third chapter.
Therefore, arylamine modified nucleoside adducts should be synthesized and
investigated.

8.1 New active-site DHS inhibitors

The cellular DHS is needed for activation of the eukaryotic initiation factor 5A. Among
other diseases, elF-5A is supposed to be also involved in the HIV-1 replication cycle
(p- 11-12). In cooperation with the group of M. Rarey a rational drug design approach
was used (p. 25-27 and 50-52).

Based on the DHS crystal structure and the known inhibitor GC7 1, A. Kolodzik
identified via structure-based drug design 29 virtual hits as new, potential first
generation DHS inhibitors (p. 26). Three compounds were commercially available
and efficient synthetic routes were developed for the synthesis of another seven
compounds (p. 27-45). The total of ten new, potential first generation DHS inhibitors
5, 16-20 and 26-29 were tested in the group of J. Hauber regarding their inhibition of
the DHS and additionally their inhibitory potency on HIV-1 replication in cell culture
(p. 45-49). However, only 17 and 28 inhibited the DHS. These results were consistent
with the measured activity against HIV-1, where 17 showed effective inhibition (p.
48). Due to the fact that 17 (DAPI) is also a known DNA-stain, maybe other
mechanisms of action were additionally responsible for the good anti-HIV-1 activity.
Noteworthy, all tested compounds exhibited no cellular toxicity up to 8 uM (see also
chapter 4.1.4, p. 49).

In the following work, 17 was used as a hit structure for optimisation of the molecular
modelling (p. 50-52). In addition to the previously used structure-based design,
fragment-based drug design was applied to develop a second generation of new,
potential DHS inhibitors (p. 52). These new compounds had much higher virtual
binding affinities to the DHS compared to GC7 1 and the first generation of newly

designed, potential DHS inhibitors. From the second set of compounds the 2-(2-
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guanidinoethyl)-5-aminomethyl-1H-indole 46 was selected for synthesis regarding the
synthetic accessibility. The calculated interactions between 46 and the active site of
the DHS are shown in figure 91 (p. 93).

Bearing a suitable substitution pattern, the commercially available 4-amino-3-
iodobenzonitrile 50 was used as a starting material for the developed synthetic route
(p. 55). After successful synthesis of the indole moiety 53b (p. 58-63), the first
synthetic approach failed when trying to reduce the nitrile function to the
corresponding aminomethyl group (p. 68-69). Thus, the synthetic route was
rearranged (p. 71) starting again from the 4-amino-3-iodobenzonitrile 50 which was in
this case first reduced to 61 using borane*THF. After optimization the target
compound 46 was successfully prepared via two synthetic routes (synthetic route 1,
p. 94, and route 2, p. 95). Both developed synthetic approaches differ in the reaction
sequence and, more important, in the possibility to synthesize the indole moiety on
the one hand with a N-tosyl protected indole nitrogen (route 1, 7 steps, 30-49%
overall yield) and on the other hand with a free indole nitrogen atom (route 2, 5 steps,
14-17% overall yield). Both synthetic pathways exhibit advantages and represent an
efficient approach for this new class of aminomethyl- or guanidinoalkyl- substituted

indoles (see also chapter 4.3.9, p. 93-96).

The new compound 46 showed dose-dependent inhibition of the DHS in vitro.
However, the activity of 46 was about half of the GC7 1 inhibitory potency (p. 92).
Comparison of the DHS-assay results with the results of the test in cell culture
against HIV-1 showed a similar activity profile, meaning that GC7 1 was twice as
active as 46 (p.93). The obtained antiviral data for 46 is still a very good result
because a dose-dependent inhibition of the DHS and HIV-1 was found. Thereby, it
was shown that the approach of applying rational drug design to discover new DHS

inhibitors which was used in this work led to a new hit structure against HIV-1.

8.2 CNI-1493 derivatives as DHS inhibitors

Besides the previously described work regarding the development of new active site
DHS inhibitors the second part of this thesis deals with CNI-1493 2, a known DHS
inhibitor (p. 11). It is interesting that 2 does not fit into the active site and is also too
big to pass through the small tunnel to the catalytic site (p. 10). The structural

requirements for the activity of CNI-1493 2 were identified by the synthesis and
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biological evaluation of a set of CNI analogs. In addition, the stability of CNI-1493

should be investigated.

A literature known approach was used for the synthesis of CNI-1493 2 (p. 98-102).
The synthesized 2 was used by the group of R. Hilgenfeld to obtain a DHS:CNI-1493
co-crystal for the first time. The structure revealed an unexpected binding site on the
outer surface of the DHS. For a structure-activity-relationship study, the linker
between the two head groups (87) was varied (p. 102). Thirteen CNI analogs 75-87
were synthesized via the known, five steps containing synthetic route (p. 102-104). In
the DHS inhibition assay it was shown that at least two linked head groups are
needed for the activity of the class of CNI-1493 derivatives. The shortest possible
linker was the oxalyl-linker (75, p. 105). A too long alkyl chain like in CNI analog 80
(C14) led to a worse activity probably due to entropic reasons. Interestingly, the rigid
CNI analogs 75, 85 and 86 also showed significant activity in the DHS assay even
though, they cannot adopt the “sandwich-like” conformation of CNI-1493 2 found in
the crystal structure.® This could be a hint for another mechanism of action of these
analogs (p. 106). The inhibition of HIV-1 by the CNI analogs 76, 79, 85 and 86 in cell
culture showed with one exception a high accordance with the results obtained in the
DHS inhibition assay (p. 108-110).

The CNI analogs were also tested against the plant pathogen Fusarium graminearum
showing slightly different results: the rigid derivatives 75, 85 and 86 were almost
inactive. However the more flexible compounds 83 and 84 showed a good activity.
Four compounds (76, 78, 83 and 84) were as good as CNI-1493 2 and one (81) even
slightly better.

Another part of the work regarding the CNI-1493 compounds was the development of
an analytical method for the investigation of the hydrolysis behavior of CNI-1493 2 (p.
112-113). CNI-1493 2 was stable under acidic conditions for at least 5 days whereas
a subsequent hydrolysis of the imine bonds was detected under neutral to basic
conditions. This hydrolysis was confirmed by LC-MS (p. 115-116). The more basic
the buffer the faster the hydrolysis proceeded, but the hydrolysis also seemed to be
buffer-dependent. In general, the pH value had a higher influence than the incubation
temperature. A cleavage of the amide bond was not detected in any case. Due to

these results, the amino guanidine fragment 88 found in the active site of the DHS in
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the DHS:CNI-1493 co-crystal could be explained as an artifact resulting from the
hydrolysis of CNI-1493 2 in the basic crystallization buffer (p. 116).

8.3  Synthesis of arylamine modified nucleosides

The third part of this thesis can be divided in three different projects. In the first
project, it was tried to develop a synthetic route towards C5-arylamine-2’-dC adducts
(p- 120). Therefore, C5-halogen-2’-dCs 103a and 103b and C5-halogen-2’-dUs 110a
and 110b were synthesized (p. 120-124). The C-N cross coupling reaction of these
compounds with arylamines to 102 and 109 was first tested under the established
reaction conditions. However, a variation of the base or the ligand did not lead to the
desired 102 (p. 124). As a future perspective it could be useful to try different
catalysts or to think about a synthetic approach without the C-N cross coupling

reaction.

On a previously established synthetic route, four N2-arylamine-modified 2’-dG
phosphoramidites 10a-10d were synthesized in the second project of the third part
(p. 127-130 and p. 133-135). In addition, it was tried to synthesize these arylamine
adducts via a nucleophilic, aromatic substitution. Therefore, two C-2-
tris(dimethylamino)phosphonium hexafluorophosphate salts, 127 and 128 were
synthesized (p. 130-132). For the subsequent substitution with an arylhydrazine
different bases and reaction conditions were tested. In only one case the reaction led
to the product 1la in 2% vyield. By chemical DNA synthesis the successfully
synthesized phosphoramidites 10a-10d were then incorporated in the
oligonucelotides 138-141 (Narl-sequence, p. 135-136). Afterwards these
oligonucleotides were analyzed regarding their Ty-values and these values were
compared to other DNA lesions 142-149 (p. 139-141). It was shown that the two
monocyclic N%-arylamine-modified 2’-dG adducts 138 and 140 did not affect the
stability of the Narl-duplex in such a dramatic manner as the other lesions 142-149
did.

Two 5'-triphosphates of N?-arylamine-modified 2’-dG were successfully synthesized
for the first time in the last project of the third part (p. 146-151). The previously
established cycloSal method by C. Meier was used to synthesize the 5’-cycloSal-
phosphate triesters 153a and 153b. By using the saligenylphosphorchloridate 154 an

oxidative workup and oxidation of the hydrazino function could be circumvented (p.
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143-146). With the successful synthesis of the two N%-arylamine-modified 2’-dG-5'-
triphosphates 152a and 152b it was shown, that the established synthetic approach

via the cycloSal method can be transferred to this type of arylamine modification (p.

147-151).
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9 Experimenteller Teil

9.1 Allgemeines

Wenn nicht anders angegeben, wurden die Chemikalien direkt nach Erhalt vom

H&andler ohne weitere Bearbeitung eingesetzt.

9.1.1 Reagenzien

1,8-Diazabicyclo[5.4.0]

undec-7-en:

Thionylchlorid:

9.1.2 Lo6sungsmittel

Acetonitril:

1,2-Dichlorethan:

Dichlormethan:

N,N-Dimethylformamid:

CoH16N2 [152.24 g/mol]; Sdp.: 261 °C; p = 1.02 g/cm®
1.) technische Qualitat; im Vakuum destilliert und Gber
Molsieb 0.4 nm gelagert.
SOCI, [118.97 g/mol]; Sdp.: 75.3 °C; p = 1.64 g/cm®
2.) Unter Stickstoffatmosphére destilliert

C2H3N [41.05 g/mol]; Sdp.: 81-82 °C; p = 0.78 g/cm?®
1.) Chromasolv® gradient grade, for HPLC (Sigma-
Aldrich 34851-2.5L).
2.) Unter Stickstoffatmosphare fur mehrere Tage uber
Calciumhydrid zum Ruckfluss erhitzt, anschliel3end

destilliert und tGber Molsieb 0.3 nm aufbewahrt.

C,H4Cl, [98.97 g/mol]; Sdp.: 84 °C; p = 1.25 g/cm®
1.) Extra trocken, AcroSeal®; H,O: < 50 ppm; (Acros Nr.
326841000).
CH,Cl, [84.93]; Sdp.: 39-40 °C; p = 1.33 g/cm®
1.) technische Qualitat; Gber Calciumchlorid getrocknet
und bei Normaldruck destilliert.
2.) Unter Stickstoffatmosphare flir mehrere Tage uber

Calciumhydrid zum Riuckfluss erhitzt, anschliel3end

destilliert und Gber Molsieb 0.4 nm aufbewabhrt.

C3H;NO [73.10 g/mol]; Sdp.: 153 °C; p = 0.95 g/cm?®
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1,2-Dimethoxyethan:

1,4-Dioxan:

Essigsaureethylester:

Methanol:

N-Methyl-2-pyrrolidon:

Petrolether (50-70):

Pyridin:

Tetrahydrofuran:

Experimenteller Teil

1.) puriss. absolut, tber Molsieb (0.4 nm), HO:

< 100 ppm (Sigma-Aldrich 40248).
C4H1002[90.12 g/mol]; Sdp.: 84 °C; p = 0.87 g/cm®

1.) technische Qualitat; unter Stickstoffatmosphéare fir
mehrere Tage Uber Kalium zum Ruckfluss erhitzt,
anschlieBend destilliert und Uber Molsieb 0.4 nm
aufbewabhrt.

C4HgO, [88.11 g/mol]; Sdp.: 101 °C; p = 1.03 g/cm?

1.) technische Qualitat; unter Stickstoffatmosphéare fir
mehrere Tage Uber Kalium zum Ruckfluss erhitzt,
anschlieBend destilliert und Uber Molsieb 0.4 nm
aufbewabhrt.

C4HgO, [88.11 g/mol]; Sdp.: 77 °C; p = 0.90 g/cm®

1.) technische Qualitat; Gber Calciumchlorid getrocknet
und bei Normaldruck destilliert.

CH3OH [32.04 g/mol]; Sdp.: 64 °C; p = 0.79 glcm®

1.) technische Qualitat; bei Normaldruck destilliert.

2.) puriss. Absolut, tber Molsieb (0.4 nm), H,O:
< 100 ppm; (Sigma-Aldrich 65542).

CsHgNO [99.13 g/mol]; Sdp.: 202 °C; p = 1.03 g/cm?®

1.) technische Qualitat; unter Stickstoffatmosphare fur
mehrere Tage Uber Calciumhydrid zum Riuckfluss

erhitzt, anschlieRend destilliert.

1.) technische Qualitat, bei Normaldruck destilliert.
CsHsN [79.10 g/mol]; Sdp.: 115 °C; p = 0.98 glcm?®
1.) Extra trocken, AcroSeal® (iber Molsieb (0.4 nm),
H,0: < 50 ppm; (Acros Nr. 364420025).
C4HgO [72.11 g/mol]; Sdp.: 65-66 °C; p = 0.89 g/cm?®

1.) technische Qualitat; unter Stickstoffatmosphare fur

mehrere Tage Uber Kalium zum Ruckfluss erhitzt,
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anschlielRend destilliert und Uber Molsieb 0.4 nm
aufbewabhrt.
Triethylamin: CeH1sN [101.19 g/mol]; Sdp.: 89 °C; p = 0.72 g/cm®

1.) technische Qualitat; unter Stickstoffatmosphare fur
mehrere Tage Uber Natrium zum Ruckfluss erhitzt,
anschlieBend destilliert und Uber Molsieb 0.4 nm
aufbewabhrt.

p-Xylol: CgH10 [106.17 g/mol]; Sdp.: 138 °C; p = 0.86 gicm®
1.) zur Synthese; (Merck 808691).

9.1.3 Puffer fur die HPLC

Ammoniumformiat-Puffer pH = 3.0 (CNI-1493 Hydrolyse): Es wurden 6.30 ¢
(200 mmol) Ammoniumformiat in ca. 900 mL Reinstwasser geldst, mit Ameisensaure

auf einen pH-Wert von 3.0 eingestellt und mit Reinstwasser auf 1000 mL aufgefllt.

TEAA-Puffer pH = 6.9 (Trennung der Oligonucleotide): Es wurden 5.88 mL Eisessig
und 10.12 mL Triethylamin in ca. 900 mL Reinstwasser gelost, auf einen pH-Wert

von 6.9 eingestellt und mit Reinstwasser auf 1000 mL aufgefulit.

9.1.4 Chromatographie

Dinnschichtchromatographie (DC)

Es wurden mit Kieselgel (+ Fluoreszenzindikator) beschichtete Aluminiumfolien
(Merck Nr. 5554; Schichtdicke 0.2 mm und Macherey-Nagel ALUGRAM® Xtra SIL
G/UV,s4 Nr. 818333) verwendet. Die Laufstrecke betrug 5-10 cm. Alle RiWerte
wurden bei Kammersattigung ermittelt. Die Detektion der UV-aktiven Verbindungen
erfolgte mit einer UV-Lampe bei Wellenlangen von 254 nm und 366 nm. Als
Farbereagenz wurde ein Gemisch aus p-Methoxybenzaldehyd (0.7 mL), Ethanol
(99.8%, 27 mL), konz. Schwefelsaure (1.0 mL) und Essigsaure (0.3 mL) verwendet.

Zur Detektion nicht-UV-aktiver Amine wurde ein Ninhydrin-Farbereagenz verwendet.

Zirkuldre, praparative Diinnschichtchromatographie (Chromatotron)

Mit einem Chromatotron der Firma Harrison Research, Modell 7924 T, wurden

Substanzgemische mit Rohausbeuten von bis zu 4 g getrennt. Als Trennmittel diente
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gipshaltiges Kieselgel 60 PF254 (Merck Nr. 7749) in Schichtdicken von 1, 2 und 4
mm auf Glasplatten (Durchmesser: 20 cm). Die Detektion der UV-aktiven
Verbindungen erfolgte mit einer UV-Lampe bei einer Wellenlange von 254 nm und
366 nm.

Praparative Saulenchromatographie

Fur saulenchromatographische Trennungen wurde Kieselgel 60 der Firma Macherey-
Nagel (0.040-0.063, 230-400 mesh ASTM) verwendet. Es wurden stets destillierte

Losungsmittel verwendet.

Umkehrphasenchromatographie

Fur die Sdulenchromatographie an einer Umkehrphase wurde LiChroprep RP-18 (40-
63 um) der Firma Merck sowie RP-Kieselgel C18 der Firma Macherey-Nagel (100-50

Polygoprep) verwendet.

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Fur die CNI-1493 Hydrolyse:

Software: EZ Chrom Elite

System: VWR-Hitachi LaChromElite

Pumpe: VWR-Hitachi L-2130

Automatischer Probenwechsler: VWR-Hitachi L-2200

Dioden Array Detektor: VWR-Hitachi L-2455

Saule 1: EcoCart 125-3 LiChrospher® 100 RP-18e (5 pm) von Merck
Saule 2: Nucleodur® C18 Gravity (EC 125/4.6, 5 pm) von Macherey-Nagel

Methode RP-18 mit Ammoniumformiat-Puffer:

Acetonitril-Gradient von 5-44% in Ammoniumformiat-Puffer bis 12 min, dann
isokratisch 95% Wasser fur 5 min, 10 min 95% Acetonitril  isokratisch und
abschlieRend 95% Puffer fir 10 Minuten. Flussraten: Merck-Saule 0.5 mL/min und

Gravity 1.3 mL/min. UV-Detektion bei 264 nm.

Fur die CNI-1493 Hydrolyse per LC-MS:

Software: Agilent MassHunter
Massenspektrometer: Agilent 6224 ESI-TOF

HPLC: Agilent HPLC 1200

Saule: Extend-C18 (EC 50/2.1, 1.8 um) von Agilent
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Methode RP-18 mit Ammoniumformiat-Puffer:

Acetonitril-Gradient von 5-44% in Ammoniumformiat-Puffer bis 12 min, in einer min
44-95% Acetonitril, dann isokratisch 95% Acetonitril fur 5 min und abschliel3end 95-
5% Acetonitril fir 2 Minuten. Flussraten: 0.5 mL/min. UV-Detektion bei 264 nm.

Fur die Oligonucleotide:

Software: Chromatography Data Station Software HPLC
System Manager Version 3.1.1.

Interface: Merck-Hitachi Model L-7000

Pumpe: Merck-Hitachi Model L-7100

Automatischer Probenwechsler: Merck-Hitachi Model L-7200

Dioden Array Detektor: Merck-Hitachi Model L-7455

Séaule 1: EcoCart 125-3 LiChrospher® 100 RP-18e (5 um) von Merck

Saule 2: Nucleodur® C18 Gravity (EC 125/3, 5 pm) von Macherey-Nagel

Methode RP-18 mit TEAA-Puffer:

Acetonitril-Gradient von 5-23% in TEAA-Puffer bis 55 min, dann isokratisch 95%
Wasser fur 5 min, 10 min 95% Acetonitril isokratisch und abschlieBend 95% Puffer
fur 10 Minuten. Flussraten: 0.5 mL/min (Saule 1) und 0.56 mL/min (Saule 2).

9.1.5 Gerate

Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Die NMR-Spektren wurden in der spektroskopischen Abteilung des Instituts fur
organische Chemie der Universitat Hamburg auf Geraten der Firma Bruker

aufgenommen.

'H-NMR: Bruker AMX 400 (400 MHz), Bruker AV 400 (400 MHz), Bruker DMX 500
(500 MHz). Die Standardisierung erfolgte gegen CDCl3; (& = 7.26 ppm), Benzol-ds
(7.16 ppm), DMSO-ds (6 = 2.50 ppm) oder D,O (6 = 4.79 ppm). Die Aufnahmen

erfolgten tber einen Messbereich von 0 bis 14 ppm.

13C-NMR: Bruker AMX 400 (101 MHz), Bruker AV 400 (101 MHz), Bruker DMX 500
(125 MHz). Die Standardisierung erfolgte gegen CDCI; (& = 77.16 ppm), Benzol-ds
(128.0 ppm) oder DMSO-dg (8 = 39.52 ppm). Die in D-O gemessenen *C-NMR-
Spektren wurden nicht kalibriert. Die Aufnahmen erfolgten tGber einen Messbereich

von 0 bis 200 ppm.
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$IP_NMR: Bruker AMX 400 (162 MHz), Bruker AV 400 (162 MHz), Bruker DMX 500
(202 MHz). Die Verschiebungen der *'P-NMR-Signale werden gegen einen externen
Standard von 85%-iger Phosphorsaure angegeben.

Infrarotspektroskopie (IR)

Die IR-Spektren wurden an einem Bruker Alpha-P IR-Spektrometer bei
Raumtemperatur in einem Messbereich von 400 - 4000 cm™ aufgenommen. Falls
nicht anders angegeben, erfolgte die Messung der Proben in Substanz. Als
Messmethode wurde die attenuated total reflexion (ATR) verwendet.

UV-Spektrometer

Die UV-Spektren wurden an einem UV-Spektralphotometer (CARY 1E) der Firma

Varian aufgenommen.

Massenspektrometrie (MS)

Die Massenspektren wurden in der massenspektrometrischen Abteilung des

Departments Chemie der Universitdt Hamburg aufgenommen.

Die EI-Massensprektren wurden mit einem doppelt-fokussierenden VG Analytical

VG/70-250S-Spektrometer aufgenommen.

Die (HR-)FAB-Massenspektren wurden mit einem doppelt-fokussierenden
Spektrometer VG/70-250F der Firma VG Analytical gemessen. Als Matrix wurde

m-Nitrobenzylalkohol und als Stol3gas Xenon verwendet.

Die (HR-)ESI-Massenspektren wurden entweder mit einem Finnigan ThermoQuest
MAT 95 XL Spektrometer oder einem Agilent Technologies ESI-TOF 6224

Spektrometer gemessen.

Die MALDI-Massenspektren wurden auf einem Bruker UltrafleXtreme Smartbeam I

Laser gemessen. Als Matrix wurden DHB oder THAP verwendet.

Gefriertrocknung

Zum Gefriertrocknen wassriger Losungen wurde eine Christ-Alpha 2-4 Gefrier-

trocknungsanlage verwendet.

Thermomixer

Die Abspaltung vom Trager wurde in einem Eppendorf Thermomixer, Modell 5436,

bei 45 °C durchgeflhrt.
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Mikrowelle

Fur chemische Reaktionen unter Mikrowelleneinstrahlung wurde eine Mikrowelle

CEM Discover® LabMate der Firma CEM Corp. verwendet.

Circular Dichroismus

Die Messungen des Circular Dichroismus der Oligonucleotide wurden an einem CD
Instrument Model 215 der Firma AVIV durchgefihrt.

DNA Synthesizer

Die Synthese der Oligonucleotide erfolgte entweder auf einem Applied Biosystems
RNA/DNA-Synthesizer 394 oder mit einem H-8-DNA-Synthesizer der Firma K&A
Laborgerate. Die Synthesen wurden dabei nach der Phosphoramidit-Methode

durchgefuhrt.

Nanodrop

Die Konzentrationsbestimmung der Oligonucleotide wurde mit Hilfe eines Thermo

Scientific Nanodrop durchgeflhrt.

Speed-Vac-Probenkonzentrator

Die Trocknung der Oligonucleotide wurde mit Hilfe eines Speed-Vac-
Probenkonzentrators, einer Zentrifuge mit integrierter Membranpumpe, der Firma

Eppendorf durchgefihrt.

9.2 Biochemische Assays

9.2.1 Inhibition der Desoxyhypusinsynthase

Die DHS-Inhibition durch die synthetisierten Verbindungen wurde von Mitarbeitern
des Heinrich-Pette-Insituts (Hamburg) bestimmt, dazu wurde die DHS-Reaktion
grundsatzlich wie von Bevec et al. beschrieben durchgefiihrt.*®! Die
Reaktionsmischung enthielt 5 pg elF5A-Vorlauferprotein, 3 pg DHS und 2 pCi [°H]-
Spermidin (32,4 Ci/mmol) in einem Gesamtvolumen von 200 ul Reaktionspuffer
(300 mM Glycin-NaOH, pH 9.0, 1 mM NAD®, 1 mM DTT, 50 pug/ml BSA). Die
enzymatische Reaktion wurde in Gegenwart der neuen, potentiellen DHS-Inhibitoren

bzw. in Gegenwart von DMSO als Losungsmittel-Kontrolle durchgeftihrt. Nach 1 h bei
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37 °C wurde die Reaktion durch Zugabe von 200 pL 20 mM Spermidin in PBS
gestoppt und auf eine Millipore GSWPO2500-Nitrocellulose-Membran transferiert, die
zuvor 1h lang mit 20 mM Spermidin/PBS geblockt worden war. Die
Reaktionsmischung wurde unter vermindertem Druck filtriert und anschlieRend die
Membran mit 5 mL PBS gewaschen. Schlie3lich wurde die Membran an der Luft

getrocknet und das Tritium-Signal in einem Fliissig-Szintillationszahler gemessen.°!

9.2.2 Inhibition der HIV-1 Replikation in Zellkultur

Die Tests wurden von Mitarbeitern des Heinrich-Pette-Insituts (Hamburg) und des
Universitatsklinikums Eppendorf (Hamburg) durchgefiihrt. PM1-Zellen und das HIV-
1-Isolat BaL wurden vom NIH AIDS Research and Reference Reagent Program
erhalten. Die Zellen wurden in RPMI (Invitrogen) mit 10% FCS (Biochrom AG), 100
units/ml Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin (Invitrogen) gehalten. Die Zellen
wurden in Gegenwart der zu testenden DHS-Inhibitoren bzw. in Gegenwart von DMSO
als Losungsmittel-Kontrolle 8 bis 10 Tage lang prainkubiert und entsprechend der
Kulturdichte gesplittet. AnschlieRend wurden die Zellen mit dem Makrophagen-tropen
(R5) HIV-1-Stamm BaL infiziert.*® Fir die Infektion wurden etwa 3-10° Zellen ohne
die zu testenden Verbindungen in 500 ul Kulturmedium resuspendiert und 3 h bei
37 °C mit 3 ng HIV-1-Virusstamm inkubiert. Nach der Infektion wurden die Zellen
zweimal mit PBS gewaschen und in Gegenwart der potentiellen DHS-Inhibitoren
bzw. in Gegenwart von DMSO als Lésungsmittel-Kontrolle weiter inkubiert. An Tag 3
nach der Infektion wurde das Kulturmedium ersetzt und die Zellen gesplittet. An Tag
7 nach der Infektion wurden die p24-Level im Uberstand durch Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA, Innogenetics NV) bestimmt. Parallel wurde die
Zellviabilitat mittels AlamarBlue (AbD Serotec) getestet. Fir jede getestete

Konzentration wurden bis zu sechs unabhéangige Infektionen durchgefiihrt.4%!

9.2.3 Inhibition des Pathogenwachstums bei Mais

Die Tests wurden von Mitarbeitern des Biozentrums Klein Flottbek (Hamburg) in 96-
well Mikrotiter-Platten durchgefiuhrt. Um das Wachstum von Fusarium graminearum
guantifizieren zu kdénnen, wurde ein GFP-exprimierender Wildtyp-Stamm verwendet.
Das Myzelien-Wachstum wurde durch Messung der Fluoreszenz mittels ELISA unter

Verwendung einer Anregungswellenlange von 485 nm und einer Emissions-
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wellenlange von 528 nm bestimmt. Der inhibierende Effekt der CNI-Analoga 75-87
auf das Myzelien-Wachstum wurde dadurch bestimmt, dass 20 pL einer Keimlésung
bestehend aus 2 * 10* Keime/mL und 2 pL der zu testenden CNI-Analoga in finalen
Konzentrationen von 1 pM, 5 uM oder 10 pM in 180 pL SNA-Medium eingesetzt
wurden. Als Negativkontrolle wurden 180 pL SNA-Medium mit 2 pL DMSO
eingesetzt. Die Mikrotiter-Platte wurde bei 28 °C und 150 U/min inkubiert und die
Fluoreszenz alle 24 Stunden fur 4 Tage gemessen. Der inhibierende Effekt ist
prozentual zum Pilzwachstum dargestellt. Dabei wurde das Wachstum von F.
graminearum in der Negativkontrolle als 100% gesetzt.>"

9.3 Hydrolyseuntersuchungen

Verwendete Puffer und Losungen

50 mM Phosphatpuffer nach Sérensen:

Es wurden 547 mg Dinatriumhydrogenphosphat und 155 mg Kaliumdihydrogen-
phosphat in 100 mL Reinstwasser gelost. Der pH-Wert wurde mittels verdinnter
Phosphorsaure oder 1 M Natronlauge auf den benétigten Wert eingestellt.
Glycin-Puffer:

Es wurden 300 mM Glycin, 1 mM NAD*, 1 mM DTT und 50 pg/mL BSA in 50 mL
Reinstwasser geldst und mit 1 M Natronlauge auf pH 9.0 eingestellt.
Tris-Kristallisationspuffer:

Es wurden 100 mM Tris, 63% 2-Methyl-2,4-pentandiol und 3 mM NAD" bei pH 8.5
eingesetzt.

RPMI-1640 Kulturmedium:

Es wurde vom Herinrich-Pette-Institut erhaltenes RPMI-1640 Kulturmedium mit 10 %
hitzedeaktiviertem fotalem Kalberserum (FCS) verwendet.

Interner Standard (AZT-L6sung):

Es wurden 5 mg AZT in 500 pL Reinstwasser gel6st (38 mM).

Hydrolyseexperimente zur Untersuchung von CNI-1493 2
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Die Hydrolyse von CNI-1493 2 wurde durch Inkubation in verschiedenen Puffern mit
unterschiedlichen pH-Werten und bei Rt bzw. 37 °C durchgefihrt. Zunachst wurde
von CNI-1493 eine 5 mM Stammlésung in DMSO angesetzt. Von dieser Losung
wurden 16 pL mit 12 pL der AZT-LOdsung und 372 pL bzw. 72 uL DMSO versetzt und
auf 800 pL mit dem entsprechenden Puffer aufgefillt. Durch kurzes
,vortexen“ (Durchmischen) wurde die Hydrolyse gestartet und die Proben bei Rt bzw.
37 °C im Thermomixer inubiert. Zu den jeweiligen Zeiten wurden Aliquote von je
40 pL entnommen und direkt in die analytische HPLC injiziert. Die Halbwertszeiten
wurden aus den erhaltenen Chromatogrammen anhand des Quotienten aus den
Peakflachen von CNI-1493, der Hydrolyseprodukte und dem internen Standard
berechnet und gegen die Hydrolysedauer in Stunden aufgetragen. Durch Anlegen
einer Ausgleichsgrade durch die experimentell bestimmten Messpunkte konnte aus
der erhaltenen Gradengleichung tber die Formel

tip=In2/k
die Hydrolysehalbwertszeit ti, berechnet werden, da aufgrund des grof3en
Wasseriliberschusses eine Reaktion pseudo-erster Ordnung angenommen wird. ES
wurde keine Doppelbestimmung durchgefiihrt wurde und abhéngig vom Puffer nicht

immer Basislinien-getrennte Peaks erhalten wurden.

9.4  Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAV 1 Reduktion der aromatischen Nitrogruppen mit Zinn(ll)chlorid

Zunachst wurde Zinn(Il)chlorid in konz. HCI (2.5 mL pro 1 mmol Nitroverbindung)
geléost und auf 50 °C erwarmt. Anschlie@Rend wurde die Nitroverbindung
portionsweise zugegeben und fir 15 Minuten bis 2 Stunden bei 50 °C gerihrt. Im
Anschluss wurde diese Ldsung unter sehr starker Gas- und Schaumentwicklung
vorsichtig zu einem Gemisch aus Kaliumcarbonat (1.8 g pro mL HCI) mit Eis und
Wasser (ca. 5 mL pro 1 mL HCI) gegeben. Das Produkt wurde dreimal mit EE
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Gber Natriumsulfat getrocknet
und das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt.

Variante a:

Nach der Aufarbeitung wurde keine weitere Reinigung durchgefihrt, wenn diese
nach analytischer Untersuchung des Produktes aufgrund hoher Reinheit des

Produktes nicht mehr nétig war.
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Variante b:

Das Rohprodukt wurde in Methanol gel6st und mit Macherey-Nagel Chromabond®
versetzt. Nach Entfernen des Methanols im Vakuum wurde der Feststoff auf das
Kieselgel in einer Glassaule aufgetragen und saulenchromatographisch gereinigt.
Die Zusammensetzung des Eluenten ist den jeweiligen Synthesevorschriften zu

entnehmen.

AAV 2 Synthese der Harnstoff- und Thioharnstoffderivate

In einer Stickstoffatmosphare wurde 1 Aquivalent des entsprechenden Diamins in
abs. THF (3.5 mL pro 1 mmol Diamin) gel6st. Zu dieser Losung wurde eine Lésung
aus 0.35 Aquiv. Trimethylsilylisocyanat bzw. Trimethylsilylisothiocyanat in abs. THF
(30 mL pro 1 mmol Cyanat) lUber einen Zeitraum von 3 Stunden tropfenweise
zugefugt. Anschlie@Rend wurde die Reaktionsmischung fir 2 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt, mit dest. Wasser (1.4 mL pro 1 mmol Diamin) versetzt und
weitere 2 Stunden geruhrt. Nach Entfernen des Lésungsmittels im Vakuum wurde
der Ruckstand in heiRem Ethylacetat suspendiert und filtriert. Der zurtickbleibende
Feststoff wurde anschlieend mit dest. Wasser (2 mL pro 1 mmol Diamin)
gewaschen. Nach Gefriertrocknung dieser wassrigen Phase wurde das Produkt

erhalten.

AAV 3 Darstellung der Ammoniumchloride mittels Boran-THF-Reduktion

Es wurde unter Stickstoffatmosphare 1 Aquivalent der Nitrilverbindung in abs. THF
(5 mL pro 1 mmol Edukt) gelost. AnschlieRend wurden 3 Aquivalente 1 M Boran-
THF-L6sung (BH3- THF) zugetropft und fur vier Stunden in der Siedehitze gerihrt.
Nach dem Abkiihlen wurde der Reaktionsansatz mit 3 Aquivalenten 1 M Salzsaure
versetzt und fir eine weitere Stunde auf 100 °C erhitzt. Das Losungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt und das entsprechende Ammoniumchlorid ohne

weitere Reinigung direkt weiter umgesetzt.

AAV 4 Einfuhrung der Boc-Schutzgruppe

Es wurde unter Stickstoff als Schutzgas 1 Aquivalent Ammoniumchlorid mit 4
Aquivalenten abs. Triethylamin und abs. Dichlormethan (5 mL pro 1 mmol Edukt)
versetzt und auf 0 °C gekuhlt. AnschlieBend wurden 0.2 Aquivalente DMAP und
portionsweise 3 Aquivalente Di-tert-butyldicarbonat zugegeben Die Suspension

wurde fur funf Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Die nun klare L6sung wurde mit
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Dichlormethan verdinnt, dreimal mit dest. Wasser und einmal mit gesattigter NaCl-
Losung gewaschen. Die wassrigen Phasen wurden daraufhin mit Dichlormethan
extrahiert, die vereinigten organischen Phasen uUber Natriumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Die Reinigung des
Rohproduktes erfolgte sdulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 2:1 — 1:1 v/v).

Bei versuchter gleichzeitiger Einfuhrung der Boc-Schutzgruppe an der aromatischen
Aminogruppe wurden 2-7 Aquiv. Di-tert-butyldicarbonat eingesetzt. AuRerdem
wurden das Losungsmittel, die Temperatur sowie die Reaktionszeit variiert.

AAV 5 C-C-Kreuzkupplung mit Polymer-gebundenem Palladium-Katalysator

Es wurden unter Stickstoff als Schutzgas 1 Aquivalent des Aryliodids und 3.5 mol%
Pd EnCat TPP30® in abs. Acetonitril (5 mL pro mmol Edukt) gelést und anschlieRend
mit 1.5 Aquivalenten dest. DBU versetzt. Nach der tropfenweisen Zugabe von 1.5
Aquivalenten des Alkins wurde der Reaktionsansatz fur 21 Stunden unter Ruckfluss
erhitzt. Nach dem Abkuhlen der Suspension wurde diese mit Dichlormethan und
Methanol verdinnt, und abschlieRend das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Die sdulenchromatographische Reinigung des Rohproduktes erfolgte an
Kieselgel (CH,CI,/CH30H: 98:2 — 9:1 v/v).

AAV 6 Ringschlussreaktion zum Indol in Anlehnung an Castro et al.

Es wurde unter Stickstoffatmosphare 1 Aquivalent des Kreuzkupplungsproduktes mit
0.5 Aquivalenten Kupfer(l)-iodid und 1-1.5 Aquivalenten Base (Kalium-tert-butanolat
oder dest. DBU) und in abs. DMF (10 mL pro 1 mmol Edukt) suspendiert. Der
Reaktionsansatz wurde bei 80-100 °C bis zum Beenden der Reaktion (1-5 d) geruhrt.
Nach dem Abkuhlen wurde die Suspension mit dest. Wasser versetzt und dreimal mit
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesattigter
NaCl-Lésung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Die saulenchromatographische Reinigung des

Rohproduktes erfolgte an Kieselgel.

AAV 7 Ringschlussreaktion zum Indol in Anlehnung an Hiroya et al.

Unter Schutzgasatmosphare wurde 1 Aquivalent des Kreuzkupplungsproduktes mit
1.1 Aquivalenten Kupfer(ll)-acetat versetzt und in abs. 1,2-Dichlorethan (10 mL pro
0.3 mmol Edukt) suspendiert. Nach Zugabe von 1.2 Aquivalenten Kaliumhydrid
(833%ige Suspension in Paraffindl) wurde das Reaktionsgemisch bei variierter
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Reaktionsdauer und Reaktionstemperatur gerthrt. Das Losungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt. Die Reinigung erfolgte an Kieselgel (CH2Cl,/CH3OH:
99:1 — 9:1 v/v).

AAV 8 Direkte Ringschlussreaktion zum Indol in Anlehnung an Larock et al.

In einer Stickstoffatmosphare wurde 1 Aquivalent des O-tert-Butyl-(4-amino-3-
iodbenzyl)carbamates 62a bzw. O-tert-Butyl-[4-N-(toluolsulfonyl-amino)-3-
iodbenzyljcarbamates 62b mit 1 Aquivalent Lithiumchlorid, 5 Aquivalenten
Natriumcarbonat und 5 mol% Pd(PPhs)s versetzt und in abs. DMF (10 mL pro 1
mmol Edukt) suspendiert. AnschlieBend wurden tropfenweise 1.5 Aquiv. des Alkins
zugegeben und bei 100 °C bis zum Beenden der Reaktion (6 h - 5 d) gerihrt. Nach
dem Abkuhlen wurde die Suspension mit dest. Wasser (1.5 mL pro 1 mL DMF)
versetzt und dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit gesattigter NaCl-Losung gewaschen, tber Natriumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Die Reinigung des
Rohproduktes erfolgte an Kieselgel. Die Zusammensetzung des Eluenten ist den

jeweiligen Synthesevorschriften zu entnehmen.

AAV 9 In situ Ringschlussreaktion zum Indol nach C-C-Kreuzkupplung in Anlehnung

an Adachi et al.

Unter Stickstoff ~ wurde 1 Aquivalent  des O-tert-Butyl-(4-amino-3-
iodbenzyl)carbamates 62a bzw. O-tert-Butyl-[4-N-(toluolsulfonyl-amino)- 3-
iodbenzyl]carbamates  62b mit 0.2 Aquivalenten  Kupfer(l)-iodid  sowie
0.1 Aquivalenten Dichloridobis(triphenylphos-phin)palladium(ll) versetzt. Nach der
Zugabe von 3 oder 6 Aquivalenten des Alkins wurde das Gemisch in DMF (10 mL
pro 1 mmol Edukt) suspendiert. Der Reaktionsansatz wurde fur 17 Stunden bei 85 °C
geruhrt. AnschlieBend wurde die Suspension zur Uberfilhrung mit Ethylacetat
verdunnt und dreimal mit dest. Wasser gewaschen. Die wassrigen Phasen wurden
einmal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Die Reinigung des Rohproduktes erfolgte an Kieselgel. Die Zusammensetzung des

Eluenten ist den jeweiligen Synthesevorschriften zu entnehmen.
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AAV 10 Mitsunobu-Reaktion zur Einfihrung der Guanidinogruppe

Es wurde unter Stickstoffatmosphéare 1 Aquivalent des Alkohols mit 1.5 Aquivalenten
Triphenylphosphin und 1.5 Aquivalenten N,N’-Bis-tert-butoxycarbonylguanidin 59
versetzt und in abs. Tetrahydrofuran (3 mL pro 0.2 mmol Edukt) gelost. Bei 0 °C
wurden 1.5 Aquivalente Diisopropylazodicarboxylat zugetropft, anschlieBend auf
Raumtemperatur erwadrmt und dann fur drei Stunden unter Ruckfluss erhitzt. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das erhaltene
Rohprodukt an Kieselgel gereinigt. Die Zusammensetzung des Eluenten ist den

jeweiligen Synthesevorschriften zu entnehmen.

AAV 11 Abspaltung der N-Tosyl-Gruppe

Unter Schutzgasatmosphare wurde 1 Aquivalent der N-tosylierten Verbindung in
Methanol gel6st (30 mL pro 1 mmol) und anschlielend mit festem Natriumhydroxid
oder Kaliumhydroxid versetzt. Die Reaktionstemperatur und Reaktionsdauer wurde
variiert. Zur Uberfiihrung des Reaktionsansatzes wurde mit Ethylacetat verdinnt,
dreimal mit dest. Wasser gewaschen und die wassrige Phase einmal mit Ethylacetat
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber Natriumsulfat getrocknet
und das Loésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Die Reinigung des
Rohproduktes erfolgte an Kieselgel (CH,CIl,/CH30H: 99:1 — 9:1 v/v).

AAV 12 Abspaltung der Boc-Schutzgruppen in wassriger HCI

Es wurde 1 Aguivalent 5-(O-tert-Butoxycarbonyl)-aminomethyl-2-(2-N,N‘-bis-tert-
butoxycarbonylguanidinoethyl)-1H-Indol 66a  eingesetzt. Als Reagenz und
Losungsmittel wurde 2 M HCI/CH;CN (1:1 v/iv, 50 mL pro 1 mmol von 66a)
zugegeben und die Reaktionsmischung bis zum vollstindigen Umsatz bei
Raumtemperatur gerlhrt. Der Reaktionsumsatz wurde
dunnschichtchromatographisch verfolgt (CH,Cl,/CH3OH: 4:1 v/v). Aufgrund der
hohen Polaritat des entschitzten Produktes wurde der Verbrauch des Eduktes als
Mal fur den Umsatz genommen. Nach Gefriertrocknung der Reaktionsmischung
wurde das Rohprodukt sdulenchromatographisch an RP-Kieselgel mit dest. Wasser
als Eluent gereinigt. Eine erneute Gefriertrocknung lieferte das Produkt als
Hydrochlorid.
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AAV 13 Synthese der Dicarbonsaurechloride

Wenn das entsprechende S&urechlorid nicht kommerziell erhaltlich war, wurde die
Dicarbonsaure in dest. Thionylchlorid (0.5 mL pro mmol Edukt) suspendiert. Nach
Zugabe von 5 Tropfen abs. DMF wurde die Reaktionsmischung bis zum Ausbleiben
der Gasentwicklung zum Sieden erhitzt. Anschlie3end wurde das Losungsmittel im
Vakuum entfernt und das entsprechende Dicarbonsaurechlorid ohne weitere
Reinigung umgesetzt.

AAV 14 Bildung der Amidbindung zu den Tetraketonen

In einer Stickstoffatmosphare wurde 3,5-Diacetylanilin 68 in abs. Dichlormethan (7
mL pro mmol Edukt) gelést und mit 2.7 Aquivalenten abs. Pyridin versetzt.
AnschlieRend wurde die Reaktionsmischung auf -10 °C gekuihlt und Gber 30 Minuten
tropfenweise mit 0.5 Aquivalenten des Dicarbonsaurechlorides versetzt. Das
Saurechlorid wurde entweder in Substanz oder geldst in abs. Dichlormethan (10 mL
pro mmol) zugetropft. Nach Aufwarmen auf Raumtemperatur wurde die
Reaktionsmischung fir 2-15 Stunden geruhrt. Das ausgefallene Produkt wurde durch
Filtration erhalten und nacheinander mit 10 mL Dichlormethan und 5 mL dest.

Wasser gewaschen und anschlieRend im Olpumpenvakuum getrocknet.

AAV 15 Synthese der Guanylhydrazone zur Darstellung der CNI-1493 Analoga

Das entsprechende Tetraketon 89-100 wurde in 3-5 mL Ethanol/dest. Wasser (9:1
viv) gelost und mit 5 Aquivalenten Aminoguanidin-Hydrochlorid versetzt. Nach
Zugabe von 2 Tropfen konz. HCI wurde die Reaktionsmischung fir 3 Stunden zum
Sieden erhitzt. Bei -26 °C fiel das Produkt als Tetrahydrochlorid aus der
Reaktionslésung aus und wurde durch Filtration erhalten. Zur Reinigung wurde der
Niederschlag mit 10 mL -26 °C kaltem Ethanol und 2 mL kaltem dest. Wasser

gewaschen und im Hochvakuum getrocknet.

AAV 16 Synthese der C5-Arylamin-2-dC-Addukte mittels Buchwald-Hartwig Reaktion

In einer Stickstoffatmosphare wurde 1 Aquivalent Nucleosid mit 30 mol% Ligand,
10 mol% Pd,(dba)s, 2 Aquivalenten Base, 0.2 Aquivalenten Triethylammoniumchlorid
und 2 Aquivalenten 4-Anisidin versetzt. Die Reaktanden wurden in absolutem
1,2-Dimethoxyethan geldst/suspendiert und 3-7 Tage bei 80 °C geruhrt. Nach dem
Abkuhlen der Reaktionslésung wurde eine gesattigte Natriumhydrogencarbonat-

Losung und anschlieBend eine gesattigte Natriumchloridlésung hinzugegeben. Nach
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der Trennung der Phasen wurde die wassrige Phase dreimal mit Ethylacetat
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden zweimal mit geséttigter
Natriumchlorid-Lésung und anschlieBend mit Wasser gewaschen. Nach der
Trocknung uber Natriumsulfat wurde das LOsungsmittel entfernt. Die Reinigung
erfolgte sdulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE: 10% — 35% EE).

AAV 17 Synthese der N*-Arylamin-2-dG-Addukte mittels Buchwald-Hartwig-Reaktion

In einer Stickstoffatmosphare wurde 1 Aquivalent O°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-
3’,5’-bis-O-(TBDMS)-2-brom-2’-dG 12 mit 30mol% rac-BINAP, 10mol% Pd,(dba)s,
2 Aquivalenten Kaliumphosphat, 0.2 Aquivalenten Triethylammoniumchlorid und
2 Aquivalenten des Arylhydrazins versetzt. Die Reaktanden wurden in abs. 1,2-
Dimethoxyethan (20 mL pro mmol Edukt) geldst/suspendiert und 63 h bei 80 °C
gerihrt. Nach dem Abkihlen der Reaktionslésung wurde eine gesattigte
Natriumhydrogencarbonat-Lésung und anschlie3end eine gesattigte Natriumchlorid-
Losung dazugeben. Nach Trennung der Phasen wurde die wassrige Phase dreimal
mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden zweimal mit
gesattigter Natriumchloridldsung und anschlieRend mit Wasser gewaschen. Nach der
Trocknung Uber Natriumsulfat wurde das Losungsmittel entfernt. Die Reinigung
erfolgte sdulenchromatographisch (PE/EE: 10% — 35% EE).

AAV 18 Desilylierung der N*>-Addukte

Unter einer Stickstoffatmosphéare wurde das jeweilige O°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-
N-arylamino-3’,5’-bis-O-(TBDMS)-2’-dG-Derivat in abs. Tetrahydrofuran und abs.
Dichlormethan (1:1 v/v, 20 mL pro mmol Edukt) geldst, mit 10 Aquivalenten
Triethylamin und 12.5 Aquivalenten Triethylamin-Trihydrofluorid versetzt und bis zur
vollstandigen Umsetzung des Eduktes bei Raumtemperatur gerthrt. Nach dem Ende
der Reaktion wurde eine gesattigte Natriumhydrogencarbonat-Lésung hinzugegeben
und die wassrige Phase dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Nach anschlieRendem
Trocknen Uber Magnesiumsulfat wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt und der Rickstand séaulenchromatographisch tber Aluminiumoxid (Neutral,
Aktivitatsstufe 3) gereinigt. Als Eluent diente Dichlormethan mit einem
Methanolgradient (10% — 40%). Die Trennung der Azo- und Hydrazinoform erfolgte
mit Hilfe von RP-18-Kieselgel. Laufmittel: 1000 mL Acetonitril/Wasser 1:4 v/v; 500 mL
Acetonitri/Wasser 2.5:7.5 wv/v; 500 mL Acetonitri/Wasser 3:7 v/v; 500 mL
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Acetonitril/Wasser 3.5:6.5 v/v; Acetonitril/lWasser 4:6 v/v. Nach dem Entfernen des

Acetonitrils wurden die jeweils vereinigten Phasen lyophilisiert.

AAV 19 DMTr-Schiitzung der N?>-Addukte

Das O°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-hydrazinoaryl-2’-desoxyguanosin-Derivat wurde
zweimal mit abs. Pyridin coevaporiert, in abs. Pyridin (25 mL pro mmol Edukt) geldst,
in einer Stickstoffatmosphare mit 2 Aquivalenten Dimethoxytritylchlorid versetzt und
bis zur vollstandigen Umsetzung des Eduktes bei Raumtemperatur gerthrt. Nach
Zugabe von gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung und Dichlormethan
wurden die Phasen getrennt und die wassrige Phase noch dreimal mit Dichlormethan
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tGber Natriumsulfat getrocknet
und unter vermindertem Druck vom Losungsmittel befreit. Der Rickstand wurde
séaulenchromatographisch tber Aluminiumoxid (Neutral, Aktivitatsstufe 3) gereinigt.

Als Eluent diente Dichlormethan.

AAV 20 Phosphitylierung der  0O°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-hydrazinoaryl-5™-O-
dimethoxytrityl-2’-desoxyguanosin-Derivate

Das 0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-hydrazinoaryl-5'-O-dimethoxytrityl-2’-desoxy-
guanosin-Derivat wurde zweimal mit 3 mL abs. Acetonitril coevaporiert, unter einer
Stickstoffatmosphare in abs. Dichlormethan/abs. Acetonitril (1:1 v/v, 30 mL pro mmol
Edukt) gelost und mit einem Aquivalent 4,5-Dicyanoimidazol versetzt. Unter Riihren
wurden 1.5 Aguivalente Bis-N,N’-Diisopropylamino-(2-cyanoethyl)-phosphit (DIPP)
zugetropft und die Reaktionsmischung bis zur vollstandigen Umsetzung des Eduktes
bei Raumtemperatur geruhrt. Nach Zugabe von gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Lésung wurden die Phasen getrennt und die wassrige
Phase noch dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und unter vermindertem Druck vom
Losungsmittel befreit. Der Rickstand wurde séaulenchromatographisch uber
Aluminiumoxid (Neutral, Aktivitatsstufe 3) gereinigt. Als Eluent diente
Dichlormethan/Ethylacetat 1:2 v/v. Eine anschlieRende Gefriertrocknung mit Benzol

lieferte das gewlinschte Produkt als Feststoff.

AAV 21 Synthese der 5’-cycloSal-Phosphattriester tber die P(V)-Route

Unter Stickstoffatmosphéare wurde das O°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-hydrazinoaryl-

2’-desoxyguanosin-Derivat in 1.5 mL abs. Pyridin (7.5 mL pro mmol Edukt) geldst
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und mit funf Kugeln aktiviertem Molekularsieb (3 A) versetzt. AnschlieRend wurde
bei -40 °C eine L6sung von 1.2 Aquivalenten des Saligenylphosphorchloridats in
0.5 mL abs. Tetrahydrofuran langsam zugetropft (ca. 100 pyL/h). Nach beendeter
Zugabe wurde das Reaktionsgemisch fir 0.5-1.5 h weiter bei -40 °C gerthrt und der
Umsatz dinnschichtchromatographisch verfolgt (CH2Cl,/CH3OH: 9:1 + 1% Eisessig
v/v). Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Ruckstand
am Chromatotron gereinigt. Als Eluent diente Dichlormethan mit einem

Methanolgradienten (0-20% mit 2% Essigséaure).

AAV 22 Synthese der N*Arylamin-modifizierten 2-dG-5"-Triphosphate

In einer Stickstoffatmosphéare wurden zwei Kolben mit jeweils 7 Kérnchen aktiviertem
Molsieb (0.4 nm) versetzt. Dann wurde ein Aquivalent des entsprechenden cycloSal-
Phosphattriesters in den einen Kolben und 2-2.3 Aquivalente des
Tetrabutylammonium-Pyrophosphats in den zweiten Kolben eingewogen und jeweils
tber Nacht im Olpumpenvakuum getrocknet. AnschlieBend wurde das Pyrophosphat
in 2 mL (pro 120 pmol Pyrophosphat) und der Triester in 3 mL (pro 50 umol Triester)
abs. DMF geldst und jeweils 3 h geruhrt bzw. stehen gelassen. Daraufhin wurde der
Triester unter Ruhren Uber 3 min zu der Pyrophosphat-L6ésung getropft. Mit 1 mL
abs. DMF wurde das Molsieb im Triesterkolben nachgespiilt und ebenfalls zum
Pyrophosphat getropft. AnschlieRend wurde die Reaktionslosung fur 24-48 Stunden
bei Raumtemperatur gerihrt und der Umsatz dinnschichtchromatographisch verfolgt
(Isopropanol/l M NH4OAc: 2:1 v/v). Nach Entfernen des Ldsungsmittels unter
reduziertem Druck wurde der Rickstand mit Ethylacetat/dest. Wasser aufgenommen
und die organische Phase dreimal mit dest. Wasser extrahiert. Die vereinigten
wassrigen Phasen wurden gefriergetrocknet.  AnschlieBend wurden die
Tetrabutylammonium-Gegenionen mit Hilfe der lonenaustauschchromatographie an
Dowex (W50x8, NH;) gegen Ammonium ausgetauscht. Nach erneuter
Gefriertrocknung wurde die saulenchromatographische Reinigung an RP-Kieselgel
durchgefiihrt. Als Eluent diente dest. Wasser mit einem Acetonitrilgradienten (0-30%
v/v). Eine anschlieBende Gefriertrocknung lieferte das entsprechende Triphosphat.
Die Ausbeute wurde mit drei Ammoniumgegenionen berechnet. Diese Anzahl kann
etwas variieren, da durch Gefriertrocknung der erhaltenen Fraktionen unter
Protonierung der Phosphatgruppe wahrscheinlich Teile der Gegenionen als
Ammoniak ausgasen konnten, was von S. Warnecke zuvor bereits beobachtet

worden war.[*84
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9.5 Synthesen zu den active-site DHS-Inhibitoren

9.5.1 Synthesen der ersten Generation neuer, potentieller DHS-Inhibitoren
3-Nitro-N-(4-nitrophenyl)benzamid 31

Synthese 1:

In einer Stickstoffatmosphére wurden 200 mg (1.50 mmol) 4-Nitroanilin 33 in 4 mL
abs. Dichlormethan gelost und mit 230 pL (170 mg, 1.65 mmol, 1.1 Aquiv.) abs.
Triethylamin versetzt. Zu dieser Loésung wurden, in 8 mL abs. Dichlormethan gel6ste,
306 mg (1.65 mmol, 1.1 Aquiv.) 3-Nitrobenzoylchlorid 32 langsam zugetropft.
Anschliel3end wurde die Reaktionsmischung fur 22 Stunden in der Siedehitze gerihrt
und der Umsatz dunnschichtchromatographisch verfolgt (CH.Cl,/CH3OH: 9:1 v/v).
Die Reaktionsmischung wurde mit dest. Wasser (1x), Natriumhydrogencarbonat-
LAsung (2x), dest. Wasser (1x) und 3 M HCI (2x) gewaschen. Nach dem Trocknung
der organischen Phase uber Natriumsulfat wurde das Ldsungsmittel im Vakuum
entfernt und das Rohprodukt an Kieselgel (CH,CI,/CH3OH: 98:2 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 70 mg (0.24 mmol, 17%) eines gelben O,N

Feststoffes. - DC: Ri-Wert (CH2Clo/CH3OH: 9:1 v/v): 4©1_/<O g °

0.85. - 'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-ds): 11.10 (s, s ¢ NN ! NO,
1H, Amide-NH), 8.82 (dd, “Jun = 1.8, “Jup = 1.8 Hz, 1H, 31 oM

H-3), 8.48 (ddd, 3Jun = 8.2, “Jyn = 1.5, “Iun = 1.5 Hz, C13H13N30

3 4 4 M = 227.2618 g/mol
1H, H-7), 8.43 (ddd, 3Jupn = 8.0, *Jupn = 1.2, “Jyp = 1.2

Hz, 1H, H-5), 8.30 (d, 3Jun = 9.1 Hz, 2H, H-10), 8.07 (d, 3Jun = 9.2 Hz, 2H, H-9),
7.88 (dd, 3Ju 1 = 8.1, *Jyn = 8.1 Hz, 1H, H-6). - **C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-
de): 164.1 (Amid-C), 147.6 (C-4), 145.0 (C-8), 142.6 (C-11), 135.6 (C-2), 134.4 (C-5),
130.3 (C-6), 126.6 (C-7), 124.8 (C-10), 122.6 (C-3), 120.2 (C-9). - IR: Wellenzahl [cm’
Y: 3367, 3082, 1686, 1525, 1347, 1299, 1109, 848, 704. - HRMS (FAB, m/z): ber.:
288.0620 [M+H]", gef.: 288.0610 [M+H]".

Synthese 2:

In einer Stickstoffatmosphéare wurde 1.00 g (7.24 mmol) 4-Nitroanilin 33 in 24 mL
abs. Pyridin gelést und mit 1.61 g (8.69 mmol, 1.2 Aquiv.) 3-Nitrobenzoylchlorid 32

versetzt. AnschlieBend wurde die Reaktionsmischung fur 18 Stunden in der

181



Experimenteller Teil

Siedehitze geruhrt und der Umsatz dunnschichtchromatographisch verfolgt
(CH2CI/CH30H: 9:1 v/v). Nachdem die Reaktionsmischung auf Eiswasser gegossen
worden war, wurde der ausgefallene Niederschlag filtriert, mit dest. Wasser
gewaschen und im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 1.90 g (6.61 mmol, 91%) eines gelben Feststoffes. Die analytischen Daten

stimmen mit den oben genannten Uberein.

3-Amino-N-(4-aminophenyl)benzamid 26

Synthese 1:

In einer Stickstoffatmosphare wurden 30 mg (0.10 mmol) 3-Nitro-N-(4-
nitrophenyl)benzamid 31 in 10 mL 98%igem Ethanol gelést und mit einer
Spatelspitze Pd/C versetzt. Nach kurzem Halten ins Ultraschall-Bad wurde das
Reaktionsgemisch bei Raumtemperatur unter einer Wasserstoffatmosphare fiir 24 h
geruhrt und der Umsatz dinnschichtchromatographisch verfolgt (CH,Cl,/CH3OH: 9:1
v/v). AnschlieRend wurde der Katalysator durch mehrmalige Zentrifugation entfernt.
Nach dem Entfernung des Lésungsmittels wurde das Rohprodukt am Chromatotron

mit Dichlormethan mit einem Methanolgradienten (0-15%) gereinigt.

Ausbeute: 5.5 mg (23 umol, 23%) eines farblosen H)N

Feststoffes. - DC: RiWert (CH.CIo/CH30OH: 9:1 viv): . "y s
0.52. - 'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 9.64 (s, 5 ¢ ™ \ )N
1H, Amid-NH), 7.35 (dd, 3Jun = 6.8, *Jun = 1.9 Hz, 2H, 26 "
H-9), 7.12-7.00 (m, 3H, H-2/-5/-6), 6.70 (ddd, 3Jyu = 7.9, C13H13Nz0

A A 3 M = 227.2618 g/mol
Jun = 2.3, “Jun = 1.0 Hz, 1H, H-4), 6.52 (dd, 3Jupn = 6.7,

2.1 Hz, 2H, H-10), 5.23 (s, 2H, NHy), 4.87 (s, 2H, NH,). - *C-NMR: & [ppm] (101
MHz, DMSO-dg): 165.3 (Amid-C), 148.4 (C-3), 144.6 (C-11), 136.1 (C-1), 128.4 (C-
5), 128.2 (C-8), 122.0 (C-9), 116.1 (C-4), 114.3 (C-6), 113.4 (C-10), 112.7 (C-2). - IR:
Wellenzahl [cm™]: 3325, 3218, 1597, 1583, 1511, 1320, 1246, 817, 505. - HRMS
(FAB, m/z): ber.: 228.1136 [M+H]", gef.: 228.1132 [M+H]".

Synthese 2:

In einer Stickstoffatmosphare wurden ca. 100 mg Raney-Nickel eingewogen, im
Vakuum getrocknet und in 2 mL abs. DMF suspendiert. Dann wurden 50.0 mg (174
pmol) 3-Nitro-N-(4-nitrophenyl)benzamid 31, geldst in 6 mL abs. DMF zugegeben
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und auf 0 °C gekihlt. AnschlieRend wurden in der Kalte 55 pL (700 umol, 4 Aquiv.)
Hydrazinhydrat (80%ige-L6sung) dazugegeben, die Reaktionsmischung bei
Raumtemperatur fur 24 Stunden geruhrt und der Umsatz
dunnschichtchromatographisch verfolgt (CH.Cl,/CH3OH: 9:1 v/v). Anschliel3end
wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt an Kieselgel mit
Dichlormethan mit einem Methanolgradienten (0-15%) gereinigt.

Ausbeute: 6 mg (26 pumol, 15%) eines farblosen Feststoffes. Die analytischen Daten

stimmen mit den oben genannten Uberein.

Synthese 3:

In einer Stickstoffatmosphare wurden 50.0 mg (0.174 mmol) 3-Nitro-N-(4-
nitrophenyl)benzamid 31 in 10 mL 98%igem Ethanol geldst, mit 32 mg (0.288 mmol)
Calciumchlorid (gel6st in 0.7 mL dest. Wasser) und 800 mg Zink-Staub versetzt.
Anschlielend wurde das Reaktionsgemisch bei Raumtemperatur fir 1.5 h gerthrt
und der Umsatz dunnschichtchromatographisch verfolgt (CH.Cl,/CH3OH: 9:1 v/v).
Nach Entfernung des Ldsungsmittels unter vermindertem Druck wurde das
Rohprodukt saulenchromatographisch an Kieselgel mit Dichlormethan mit einem

Methanolgradient (0-10%) gereinigt.

Ausbeute: 8 mg (35 umol, 21%) eines farblosen Feststoffes. Die analytischen Daten

stimmen mit den oben genannten Uberein.

Synthese 4:

Die Reaktion wurde gemald der AAV 1 durchgefiihrt. Es wurden 100 mg (0.348
mmol) 3-Nitro-N-(4-nitrophenyl)benzamid 31 und 11 Aquiv. SnCl, eingesetzt. Die

Reaktionsdauer betrug 15 Minuten und die Reinigung erfolgte nach Variante a.

Ausbeute: 75 mg (0.33 mmol, 95%) eines farblosen Feststoffes. Die analytischen

Daten stimmen mit den oben genannten tberein.

Synthese 5:

Die Reaktion wurde gemafR der AAV 1 durchgefuhrt. Es wurden 50.0 mg (0.174
mmol) 3-Nitro-N-(4-nitrophenyl)benzamid 31 und 20 Aquiv. SnCl, eingesetzt. Die
Reaktionsdauer betrug 2 Stunden und die Reinigung erfolgte nach Variante b mit
CH,CI,/CH30H: 9:1 als Eluent.
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Ausbeute: 29 mg (0.13 mmol, 74%) eines farblosen Feststoffes. Die analytischen

Daten stimmen mit den oben genannten tberein.

2,5-Di-(3-nitrophenyl)-1,3,4-oxadiazol 34

Synthese 1:

In einer Stickstoffatmosphare wurden 200 mg (1.10 mmol) 3-Nitrobenzoylchlorid 32
in 8 mL abs. Dioxan geldst und auf O °C gekuhlt. Anschlie3end wurden 18 pL (18 mg,
0.55 mmol, 0.5 Aquiv.) Hydrazinhydrat 37 zugesetzt und fiir 30 Min bei Rt geriihrt.
Nun wurden 0.350 mL (390 mg, 2.75 mmol, 2.5 Aquiv.) BF3*Et,O (verdinnt in 2 mL
abs. Dioxan) zugegeben. Nach 4 Stunden in der Siedehitze wurde die Reaktion
abgebrochen. Dazu wurde durch Zugabe von ges. Ammoniumchlorid-Lésung ein pH-
Wert von 6.0 eingestellt, dreimal mit Ethylacetat extrahiert und die vereinigten
organischen Phasen Uber Natriumsulfat getrocknet und vom Ldsungsmittel befreit.
Das Rohprodukt wurde am Chromatotron mit Dichlormethan mit einem
Methanolgradient (0-10%) gereinigt.

Ausbeute: 24 mg (77 pmol, 7%) eines farblosen O)N3 > N—N NO,
Feststoffes. - DC: R+Wert (CH.CI/CH3OH: 9:1 viv): 4 - / >_©
o
0.82. - 'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 9.00 (dd, 5 6
44 _ 44 _ 34 _ 34
Jun = 1.7, "Iun = 1.7 Hz, 2H, H-2), 8.64 (dt, °Jyn = 7.9,
C14HgN4O5

“Jun = 1.4 Hz, 2H, H-6), 8.51 (ddd, 3Jun = 8.2, “Iyp = M = 312.2371 g/mol

1.0, *Jun = 1.0 Hz, 2H, H-4), 7.96 (dd, Jun = 8.0, %Jun = 8.0 Hz, 2H, H-5). - °C-
NMR: 3 [ppm] (101 MHz, CDCls): 163.6 (Oxadiazol-C), 148.9 (C-3), 132.8 (C-6),
130.8 C-5), 126.8 (C-4), 125.2 (C-1), 122.2 (C-2). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3093, 1517,
1350, 1062, 912, 713, 667. - HRMS (FAB, m/z): ber.: 313.0572 [M+H]*, gef.:
313.0576 [M+H]".

Synthese 2:

Zunachst wurden zur Darstellung der polyphosphorigen Saure 15 ¢
Phosphorpentoxid mit 10 mL konzentrierter Phosphorsédure vermischt. Zu dieser
Lésung wurden 1.00 g (5.99 mmol) 3-Nitrobenzoesaure 35 und 0.67 g (5.99 mmol)
Aminoharnstoff-Hydrochlorid 36 gegeben. Nach Rihren der Reaktionsmischung fiir 2

Stunden bei 170 °C wurde die Reaktionsmischung vorsichtig in Eis/Wasser
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gegossen. Das ausgefallene Produkt wurde filtriert, mit Wasser gewaschen und im
Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute: 482 mg (1.55 mmol, 26%) eines farblosen Feststoffes. Die analytischen

Daten stimmen mit den oben genannten tberein.

2,5-Di-(3-aminophenyl)-1,3,4-oxadiazol 27

Synthese 1:

In einer Stickstoffatmosphare wurden ca. 100 mg Raney-Nickel eingewogen, im
Vakuum getrocknet und in 3 mL abs. DMF suspendiert. Dann wurden 20 mg (64
pmol) 2,5-Di-(3-nitrophenyl)-1,3,4-oxadiazol 34, geldst in 4 mL abs. DMF zugegeben
und auf 0 °C gekihlt. AnschlieBend wurden in der Kalte 10.0 pL (270 pumol, 4 Aquiv.)
Hydrazinhydrat (80%ige-LOsung) dazugegeben, die Reaktionsmischung bei Rt fur 5
Stunden gerthrt. und der Umsatz dunnschichtchromatographisch verfolgt
(CH,CI,/CH30H: 9:1 v/v). Anschlielend wurde das Lésungsmittel im Vakuum entfernt
und das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Dichlormethan mit

einem Methanolgradient (0-10%) gereinigt.

Ausbeute: 5.3 mg (21 umol, 33%) eines leicht gelblichen H:N3 > NN NH,
Feststoffes. - DC: RiWert (CH.CIo/CH30H: 9:1 viv): 4 - /O@
0.61. - 'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-de): 7.29 (dd, 5 6 ”r

“Inn = 1.8, “Inn = 1.8 Hz, 2H, H-2), 7.26-7.21 (m, 2H, H- C1aH1oN4O

5), 7.21-7.18 (m, 2H, H-6), 6.79 (ddd, 3Ju = 7.8, “Jun = M =252.2713 g/mol

2.3, Yuu = 1.3 Hz, 2H, H-4), 5.52 (s, 4H, NH,) . - *C-NMR: & [ppm] (101 MHz,
DMSO-dg): 164.2 (Oxadiazol-C), 149.4 (C-1), 129.8 (C-5), 123.5 (C-3), 117.2 (C-4),
113.7 (C-6), 111.0 (C-2). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3207, 1592, 1468, 1317, 781, 678. -
HRMS (FAB, m/z): ber.: 253.1083 [M+H]", gef.: 253.1089 [M+H]".

Synthese 2:

Die Reaktion wurde gemal der AAV 1 durchgefihrt. Es wurden 100 mg (0.320
mmol) 2,5-Di-(3-nitrophenyl)-1,3,4-oxadiazol 34 und 10 Aquiv. SnCl, eingesetzt. Die

Reaktionsdauer betrug 1.5 Stunden und die Reinigung erfolgte nach Variante a.

Ausbeute: 68 mg (0.27 mmol, 84%) eines leicht gelblichen Feststoffes. Die

analytischen Daten stimmen mit den oben genannten tberein.
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6-Nitro-2-(3-nitrophenyl)benzoxazol 40

Synthese 1:

Es wurden 104 mg (362 pmol) 3-Nitro-N-(4-nitrophenyl)benzamid 31 mit 1.5 mL 2-
Dichlorbenzol versetzt und 30 mg (83 umol, 0.2 Aquiv.) Kupfertriflat hinzugegeben.
Die Suspension wurde fur 22 h bei 160 °C gerthrt. Nach dem Abkuhlen auf Rt wurde
das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt

saulenchromatographisch an Kieselgel mit PE:EE (6:1 — 1:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 28 mg (99 pmol, 27%) eines leicht ON o i
rosafarbenen Feststoffes. - DC: Ri-Wert (PE/EE: 4:1 v/v): 10 g, OZ 5N02
0.41. - *H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCly): 9.15 (dd, z > <\sz©
43uw= 1.8 Hz, “Jun= 1.8 Hz, 1H, H-0), 8.63 (ddd, Wp= w0
7.7 Hz, *Jyn = 1.6 Hz, Iy = 1.1 Hz, 1H, H-13), 8.57 (dd,

C13H7N305
1H, *Jun = 2.3 Hz, *Jyn = 0.4 Hz, H-6), 8.48 (ddd, 3Jyn = M = 285.2118 g/mol
8.3 Hz, “Jyn = 2.3 Hz, “Jyn = 1.1 Hz, 1H, H-11), 8.39 (dd, 3J4 4= 8.8 Hz, “J = 2.2 Hz,
1H, H-4), 7.93 (dd, *Juu= 8.8 Hz, >Jyn= 0.3 Hz, 1H, H-3), 7.81 (t, *Jux= 8.0 Hz, 1H,
H-12). - **C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCl3) = 149.7 (C-7), 148.5 (C-2), 146.4 (C-1),
145.5 (C-10), 133.5 (C-13), 130.5 (C-12), 127.0 (C-11), 123.2 (C-8), 122.7 (C-3),
122.2 (C-9), 121.5 (C-5), 121.2 (C-4), 107.6 (C-6). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3104,
2922, 2852, 1521, 1345, 1061, 815, 733, 707. - HRMS (FAB, m/z): ber.: 285.0386
[M], gef.: 286.0463 [M+H]".

Synthese 2:

Es wurden 771 mg (5.00 mmol) 2-Amino-5-nitrophenol 42 und 836 (5.00 mmol) 3-
Nitrobenzoesaure 35 in 15 mL Xylol suspendiert. Nach Zugabe von 340 mg (5.50
mmol) Borsaure wurde die Reaktionsmischung fir 8 Stunden zum Sieden erhitzt.
Anschlieend wurde das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt

saulenchromatographisch an Kieselgel (CH,Cl,/CH3OH: 99:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 229 mg (0.803 mmol, 16%) eines leicht rosafarbenen Feststoffes. Die

analytischen Daten stimmen mit den oben genannten tberein.
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6-Amino-2-(3-aminophenyl)benzoxazol 29

Versuch 1:

Die Reaktion wurde gemal3 der AAV 1 durchgefihrt. Es wurden 28 mg (0.098 mmol)
6-Nitro-2-(3-nitrophenyl)benzoxazol 40 und 17 Aquiv. SnCl, eingesetzt. Die
Reaktionsdauer betrug 2 Stunden und die Reinigung erfolgte nach Variante b mit
CHCI,/CH30H: 19:1 v/v als Eluent.

Das reduzierte Produkt 29 konnte nicht erhalten werden. Stattdessen kam es neben
der Reduktion der beiden Nitrogruppen zu einer reduktiven Offnung des Oxazol-
Funfringes zum 3-Amino-N-(4-aminophenyl)benzamid 26.

Versuch 2:

Unter  Stickstoffatmosphéare wurden 10 mg (44 pmol) 3-Amino-N-(4-
aminophenyl)benzamid 26, 6.4 mg (18 pmol) Kupfertrifiat und 1.15 mL 2-
Dichlorbenzol vermischt und nach Entfernen der Stickstoffatmosphéare tiber 48 h zum
Ruckfluss erhitzt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt, die Losung Uber

Kieselgel filtriert. Das gewlnschte Produkt konnte nicht erhalten werden.

Synthese 1:

In einer Stickstoffatmosphare wurden 75 mg (33 umol) 6-Nitro-2-(3-
nitrophenyl)benzoxazol 40 in 8 mL 98%igem Ethanol gelost und mit einer
Spatelspitze Pd/C versetzt. Nach kurzem Halten ins Ultraschall-Bad wurde das
Reaktionsgemisch bei Raumtemperatur unter einer Wasserstoffatmosphére fur 68 h
geruhrt und der Umsatz dinnschichtchromatographisch verfolgt (CH,CI,/CH3OH: 9:1
v/v). AnschlieRend wurde der Katalysator durch Filtration und Waschen mit Methanol
entfernt. Nach Entfernung des Losungsmittels wurde das Rohprodukt

saulenchromatographisch an Kieselgel (CH,Cl,/CH3OH: 97:3 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 18 mg (80 pmol, 25%) eines farblosen

Feststoffes. - DC: Ri-Wert (CH2Cl,/CH3sOH: 9:1 v/v): 0.47. :21'2" y 8, O:7©/5NH2
- 'H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, DMSO-de): 7.37 (d, Juu = -7 N s
8.2 Hz, 1H, H-3), 7.31 (s, 1H, H-9), 7.24-7.14 (m, 2H, H- 29

12/-13), 6.79 (s, 1H, H-6), 6.70 (d, *Jupn = 7.4 Hz, 1H, H- CigH11NzO

11), 6.62 (d, *Jun = 8.4 Hz, 1H, H-4), 5.38 (2 * s, 4H, 2 * M = 225.2459 g/mol

NH,). - *C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 159.8 (C-1), 151.7 (C-2), 149.2 (C-
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8), 147.8 (C-7), 131.9 (C-5), 129.5 (C-12), 127.6 (C-10), 119.5 (C-3), 116.2 (C-11),
113.9 (C-13), 112.3 (C-4), 111.3 (C-9), 94.2 (C-6). - IR: Wellenzahl [cm™Y]: 3413,
3314, 3205, 1628, 1489, 1354, 1146, 811, 717, 622. - HRMS (ESI', m/z): ber.:
226.0902 [M+H]", gef.: 226.0974 [M+H]".

3-Nitro-N-(4-nitrophenyl)benzothioamid 39

In einer Stickstoffatmosphare wurden 203 mg (0.707 OyN

mmol) 3-Nitro-N-(4-nitrophenyl)benzamid 31 und 515 mg P

(1.27 mmol, 1.8 Aquiv.) Lawesson’s Reagenz in 5 mL HNONOZ
abs. THF gelost und 39 h zum Ruckfluss erhitzt. Die 39

Losung wurde abgekuhlt, das Lésungsmittel im Vakuum C13HgN30,S

. M = 303.2933 g/mol
entfernt und das Rohprodukt saulenchromatographisch J

an Kieselgel (PE:EE: 3:1 — 1:2 v/v) gereinigt. Es wurden 96.2 mg eines gelblichen
Feststoffes erhalten. Jedoch war der isolierte Feststoff stark verunreinigt, so dass
keine weitere Analytik durchgefiihrt werden konnte.

6-Nitro-2-(3-nitrophenyl)benzothiazol 41

Versuch 1:

In einer Stickstoffatmosphére wurden 200 mg (1.11 O.N S
mmol) 6-Nitrobenzothiazol 43 und 829 mg (3.33 mmol, \©i )—Q
; N

3 Aquiv.) 1-lod-3-nitrobenzol 44 in 1.5 mL abs. DMF

gelost und mit 21 mg (0.11 mmol, 0.1 Aquiv.)

Kupfer(l)iodid sowie 25 mg (2.22, 2 Aquiv.) KOtBu C43H7N30,S
M = 301.2774 g/mol

versetzt. Nach 60 Minuten bei 140 °C in der Mikrowelle

41

wurde der Reaktionsansatz mit EE verdiinnt, dreimal mit ges. NaCl-Lésung
gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet. Nachdem das organische
Losungsmittel im Vakuum entfernt worden war, wurde das Rohprodukt
saulenchromatographisch an Kieselgel (PE:EE: 10% — 30%) gereinigt. Mit Hilfe der
NMR-Spektroskopie konnte in einer der erhaltenen Fraktionen das Produkt 41
nachgewiesen werden (11 mg, 33 pmol, 3%), jedoch konnte aufgrund der
enthaltenen Verunreinigungen und der geringen Menge keine vollstidndige

Charakterisierung durchgefihrt werden.

188



Experimenteller Teil

Versuch 2:

In einer Stickstoffatmosphéare wurden 112 mg (0.62 mmol) 6-Nitrobenzothiazol 43,
185 mg (0.74 mmol, 1.2 Aquiv.) 1-lod-3-nitrobenzol 44, 342 mg (1.24 mmol, 2 Aquiv.)
Silbercarbonat, 16 mg (62 pumol, 0.1 Aquiv.) Triphenylphosphin und 25 mg (31 pmol,
0.05 Aquiv.) [Pd(dppf)ClJ*CH2Clz in 5 mL abs. CH3CN suspendiert. AnschlieRend
wurde die Reaktionsmischung bei 60 °C fur 48 Stunden gerthrt und der Umsatz
dunnschichtchromatographisch verfolgt (PE/EE: 2:1 v/v). Da sich nach 48 Stunden
kein Umsatz zeigte, wurden zuséatzlich 25 mg (31 umol, 0.05 Aquiv.)
[Pd(dppf)Cl,]*CH.CIl, zugesetzt und die Reaktionsmischung fur weitere 38 Stunden
erhitzt. Da nach 86 Stunden dinnschichtchromatographisch kein Umsatz der Edukte

festzustellen war, wurde die Reaktion abgebrochen.

Versuch 3:

Es wurden 112 mg (0.62 mmol) 6-Nitrobenzothiazol 43, 185 mg (0.74 mmol, 1.2
Aquiv.) 1-lod-3-nitrobenzol 44, 342 mg (1.24 mmol, 2 Aquiv.) Silbercarbonat, 16 mg
(62 pmol, 0.1 Aquiv.) Triphenylphosphin und 25 mg (31 pmol, 0.05 Aquiv.)
[Pd(dppf)Cl]*CH.Cl, in 5 mL dest. Wasser suspendiert. Anschlieend wurde die
Reaktionsmischung bei 60 °C fur 40 Stunden gerdhrt und der Umsatz
dunnschichtchromatographisch verfolgt (PE/EE: 2:1 v/v). Nach beendeter Reaktion
wurde die Reaktionsmischung dber Celite filtriert, mit Aceton und Dichlormethan
nachgespult und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das
Rohprodukt saulenchromatographisch an Kieselgel mit PE:EE (9:1 v/v) als Laufmittel
gereinigt. Mit Hilfe der NMR-Spektroskopie konnte in einer der erhaltenen Fraktionen
das Produkt 41 nachgewiesen werden (7.0 mg, 22 pmol, 4%), aufgrund der
enthaltenen Verunreinigungen und der geringen Menge konnte keine vollstandige

Charakterisierung durchgeftihrt werden.

(6-Aminohexyl)harnstoff 18

Die Reaktion wurde gemald der AAV 2 durchgefihrt. Es HoN H 2 4 6
2 \[r \/\/\/\NHZ
1 3 5
o}
eingesetzt. 18

wurden 500 mg (4.30 mmol) 1,6-Diaminohexan 24a

Ausbeute: 68 mg (0.43 mmol, 28%) eines farblosen C7H47N30
L M = 159.2294 g/mol
Schaumes. - "H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-dg):
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5.92 (t, ®Jun = 6.3 Hz, 1H, Harnstoff-NH), 5.34 (s, 2H, Harnstoff-NH,), 3.44 (brs, 2H,
NH,), 2.93 (q, ®Jun = 6.6 Hz, 2H, H-1), 2.53 (t, *Jyn = 6.7 Hz, 2H, H-6), 1.39-1.20 (m,
8H, Alkyl-H). - *C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-de): 158.6 (Harnstoff-C), 41.1 (C-
6), 38.9 (C-1), 30.0, 26.2, 26.1, 26.0 (Alkyl-C). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3301, 2932,
2854, 1643, 1556, 1356, 1228, 587. - HRMS (FAB, m/z): ber.: 160.1449 [M+H]*, gef.:
160.1451 [M+H]".

(7-Aminoheptyl)harnstoff 19

Die Reaktion wurde gemal der AAV 2 durchgefiihrt. Es wurden 500 mg (3.85 mmol)
1,7-Diaminoheptan 24b eingesetzt.

Ausbeute: 24 mg (0.14 mmol, 11%) eines farblosen H 2 4 6

HoN N A~~~ NH2
Schaumes. - 'H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, DMSO-ds): 1 1 3 5 7
5.92 (t, *Jun = 6.4 Hz, 1H, Harnstoff-NH), 5.34 (s, 2H, 19
Harnstoff-NH,), 3.78 (brs, 2H, NHy), 2.93 (q, 3Jun = CgH1N30

6.6 Hz, 2H, H-1), 2.59 (t, *Jupn = 7.1 Hz, 2H, H-7), M =173.2560 g/mol

1.42-121 (m, 10H, Alkyl-H). - C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-ds): 158.6
(Harnstoff-C), 40.2 (C-7), 38.7 (C-1), 31.0, 29.9, 28.5, 26.3, 26.2 (Alkyl-C). - IR:
Wellenzahl [Cm'l]: 3349, 2931, 2852, 1651, 1596, 1553, 1262, 1225. - HRMS (FAB,
m/z): ber.: 174.1606 [M+H]", gef.: 174.1614 [M+H]".

(8-Aminooctyl)harnstoff

Die Reaktion wurde gemald der AAV 2 durchgefihrt. Es wurden 500 mg (3.5 mmol)

1,8-Diaminooctan 24c eingesetzt.

Ausbeute: 90 mg (0.48 mmol, 39%) eines farblosen H 4 s s
Schaumes. - *H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO- 2 NS S S,
de): 5.93 (t, *Jun = 6.0 Hz, 1H, Harnstoff-NH), 5.35 ©

20

(s, 2H, Harnstoff-NHy), 3.60 (brs, 2H, NH,), 2.92 (q,

3 3 CoH24N3O

Jun = 6.6 Hz, 2H, H-1), 2.56 (t, “Jyn = 7.2 Hz, 2H, M = 187.2825 g/mol

H-8), 1.40-1.30 (m, 4H, H-2/-7), 1.27-1.22 (m, 8H, Alkyl-H). - **C-NMR: & [ppm] (101
MHz, DMSO-dg): 158.7 (Harnstoff-C), 40.8 (C-8), 38.9 (C-1), 31.6, 30.0, 28.9, 28.7,
26.4, 26.2 (Alkyl-C). - IR: Wellenzahl [cm™]:3393, 1928, 2851, 1655, 1594, 1558,
1404, 655, 572. - HRMS (FAB, m/z): ber.: 188.1762 [M+H]", gef.: 188.1763 [M+H]".

190



Experimenteller Teil

(6-Aminohexyl)thioharnstoff 21

Die Reaktion wurde gemall der AAV 2 H

durchgefiihrt. Es wurden 500 mg (4.30 mmol) 1,6- H?N\[(N\/\/\/\NH2
Diaminohexan 24a eingesetzt. S 21
Das Produkt 21 konnte nicht erhalten werden. C7H17N3S

M = 175.2950 g/mol

(7-Aminoheptyl)thioharnstoff 22

Die Reaktion wurde gemaf der AAV 2 durchgefihrt. HN H NH
2 ~N N2
Es wurden 500 mg (3.85 mmol) 1,7-Diaminoheptan
22
M = 189.3216 g/mol

24b eingesetzt.

Das Produkt 21 konnte nicht erhalten werden.

(8-Aminooctyl)thioharnstoff 23

In einer Stickstoffatmosphére wurden 500 mg (3.5 HAN H
2 NSNS
mmol) 1,8-Diaminooctan 24c in 15 mL Brombenzol NH,

suspendiert und mit 133 mg (1.75 mmol) 23
CgH2¢N3S
Ammoniumisothiocyanat versetzt. AnschlieRend M = 20935118? g/mol

wurde die Reaktionsmischung fuir 18 Stunden in der Siedehitze gerihrt. Nach Kihlen
auf 0 °C wurde die Reaktionsmischung mit dest. Wasser gewaschen. In keiner der
beiden Phasen konnte das Produkt 23 oder andere charakterisierbare Verbindungen

identifiziert werden.

N-(6-Aminohexyl)prop-2-enamid 28

Versuch 1:

In einer Stickstoffatmosphére wurden 1.16 g (10 mmol) 1,6-Diaminohexan 22a in
15 mL abs. Pyridin geldst. Im Tropftrichter wurden 10 mL abs. Pyridin vorgelegt und
mit 0.40 mL (0.45 g, 5.0 mmol, 0.5 Aquiv.) Acryloylchlorid 38 versetzt. Dabei
reagierte das Acryloylchlorid anscheinend mit dem Pyridin. Aus diesem Grund wurde

dieser Ansatz verworfen.
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Synthese 1:

In einer Stickstoffatmosphére wurden 1.16 g (10 mmol) 1,6-Diaminohexan 22a in
15 mL abs. Dichlormethan suspendiert und mit 1.41 mL (1.01 g, 10 mmol) abs.
Triethylamin geldst. Nach Kiuhlen auf -10 °C wurde in der Kalte eine Losung aus
0.37 mL (0.41 g, 4.5 mmol) Acryloylchlorid 38 in 10 mL abs. Dichlormethan tber
2 Stunden zugetropft. AnschlieRend wurde die Reaktionsmischung fur 20 Stunden
bei Raumtemperatur geruhrt und der Umsatz dinnschichtchromatographisch verfolgt
(CH,CI,/CH3OH/Et3N: 80:18:2 v/viv). Zur Aufarbeitung wurde mit ges. Natriumchlorid-
Losung gewaschen, die vereinigten organischen Phasen Uber Natriumsulfat
getrocknet und das Loésungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel (CH,CIl,/CH3OH/Et3N: 80:18:2 v/v/v) gereinigt.

Es wurde ein sehr geringer Anteil 28 erhalten. Jedoch wurden 478 mg (2.13 mmol,

95%) des doppelt acylierten Produktes als Hauptprodukt erhalten.

Synthese 2:

In einer Stickstoffatmosphére wurden 500 mg (4.3 mmol) 1,6-Diaminohexan 22a in
10 mL abs. THF suspendiert und mit 0.27 mL (0.20 g, 1.9 mmol) abs. Triethylamin
geldst. Nach Kuhlen auf -10 °C wurde in der Kélte eine Loésung aus 0.14 mL (0.16 g,
1.72 mmol) Acryloylchlorid 38 in 30 mL abs. THF (ber 2 Stunden zugetropft.
AnschlieRend wurde die Reaktionsmischung fur 48 Stunden bei Raumtemperatur
gerihrt und der Umsatz dunnschichtchromatographisch verfolgt
(CH,CI,/CH3OH/Et3N: 80:18:2 v/viv). Zur Aufarbeitung wurde mit ges. Natriumchlorid-
Losung gewaschen, die vereinigten organischen Phasen (ber Natriumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde

saulenchromatographisch an Kieselgel (CH,CIl,/CH3OH/Et3N: 80:18:2 v/v/v) gereinigt.

Es wurde ein sehr geringer Anteil 28 erhalten. Jedoch wurden 168 mg (0.75 mmol,

87%) des doppelt acylierten Produktes als Hauptprodukt erhalten.

Synthese 3:

In einer Stickstoffatmosphéare wurden 500 mg (4.30 mmol) 1,6-Diaminohexan 22a in
20 mL abs. Methanol geldst und auf 0 °C gekuhlt. AnschlieRend wurden 0.35 mL (4.3
mmol) Acryloylchlorid 38 langsam Uber eine Stunde zugetropft. Nach der Zugabe

wurde die Reaktion auf Raumtemperatur erwarmt und ftr weitere 30 Minuten gerihrt.
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Das Ldsungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt
saulenchromatographisch an Kieselgel (CH,CIl,/CH3OH/Et3N: 80:18:2 v/v/v) gereinigt.

Ausbeute: 253 mg (1.49 mmol, 35%) eines farblosen > H 5 7

9
N\/\/\/\
Feststoffes. - DC: R#Wert (CH,CI,/CH3OH/Et3N: 1/\( Y s s NH
(e}
80:18:2 viviv): 0.31. 'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, 28
DMSO-dg): 8.05 (s, 1H, Amid-NH), 6.20 (dd, 2Jun = CoH1gN20

3 ) M = 170.2520 g/mol
17.1, °Jyn = 10.3 Hz, 1H, H-2), 6.05 (dd, “JIyn = 17.1,

%Jun = 2.3 Hz, 1H, H-1a), 5.55 (dd, ®Juyn = 10.0, 3344 = 2.3 Hz, 1H, H-1b), 3.25 (brs,
2H, NHy), 3.10 (q, *Ju 4 = 6.8 Hz, 2H, H-4), 2.53-2.51 (m, 2H, H-9), 1.44-1.22 (m, 8H,
Alkyl-H). - *C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 164.4 (Amid-C), 131.9 (C-2),
124.6 (C-3), 41.4 (C-9), 38.5 (C-4), 33.0, 29.1, 26.4, 26.0 (Alkyl-C). - IR: Wellenzahl
[cm™]: 3296, 3057, 2930, 2856, 1653, 1542, 1239, 951. - HRMS (FAB, m/z): ber.:
171.1497 [M+H]", gef: 171.1499 [M+H]".

9.5.2 Synthese des neuartigen DHS-Inhibitors (46) der zweiten Generation

4-Amino-3-(4-brombut-1-inyl)-benzonitril 54a

Versuch 1:

In einer Stickstoffatmosphare wurden 488 mg (2.00 mmol) P Br
4-Amino-3-iodbenzonitril 50, 0.68 mL (7.2 mmol, 3.6 Aquiv.) NC ~
4-Brom-1-butin 55a und 231 mg (0.200 mmol, 0.1 Aquiv.) NH,
Pd(PPhs); in 6 mL abs. DMF gel6st. Nach 20 Minuten 542

wurden 76 mg (0.40 mmol, 0.2 Aquiv.) Kupfer(l)iodid und C. HeBIN,

0.65 mL (3.8 mmol, 3.6 Aquiv.) abs. DIPEA in die schwarze M = 249.1066 g/mol

Losung zugegeben. Nach 5 Tagen unter RiUhren bei Raumtemperatur wurde flr
24 Stunden zum Sieden erhitzt. Anschlie3end wurde das Lésungsmittel entfernt und
das Rohprodukt saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (PE/EE: 3:1 v/v). Es
konnte mittels NMR-Spektroskopie keine Umsetzung zum gewinschten Produkt

festgestellt werden.

Versuch 2:

In einer Stickstoffatmosphare wurden 150 mg (615 pmol) 4-Amino-3-iodbenzonitril
50, 6 mg (0.03 mmol, 0.05 Aquiv.) Kupfer(l)iodid sowie 21 mg (0.03 mmol,

0.05 Aquiv.) PdCI(PPha), in 3 mL abs. EtsN geldst und bei Raumtemperatur geriihrt.
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Sobald die Lésung homogen war, wurden 0.07 mL (0.7 mmol, 1.2 Aquiv.) 4-Brom-1-
butin 55a zugegeben. Es wurde fur 24 h bei Raumtemperatur gerihrt. Anschlie3end
wurde fur 24 h in der Siedehitze geruhrt. Die Reaktion wurde abgekunhlt und in 50 mL
Wasser aufgenommen, dreimal mit jeweils 10 mL Ethylacetat sowie dreimal mit
jeweils 30 mL gesattigter Natriumchloridlésung gewaschen und Uber
Magnesiumsulfat getrocknet. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgte

saulenchromatographisch (PE/EE: 3:1 v/v). Das Produkt konnte nicht isoliert werden.

Versuch 3:

Die Reaktion wurde gemald der AAV 5 durchgefiihrt. Es wurden 199 mg (0.816
mmol) 4-Amino-3-iodbenzonitril 50 und 98 L (0.98 mmol, 1.2 Aquiv.) 4-Brom-1-butin
55a eingesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 36 Stunden. Das Produkt konnte nicht

erhalten werden.

4-Amino-3-(4-hydroxybut-1-inyl)-benzonitril 54b

Synthese 1:

In einer Stickstoffatmosphare wurden 100 mg (440 umol)
4-Amino-3-iodbenzonitril 50, 4 mg (0.02 mmol, 0.05 Aquiv.)
Kupfer(l)iodid sowie 15 mg (0.02 mmol, 0.05 Aquiv.)
PdCIy(PPh3), in 3 mL abs. Ets3N gelost und bei

Raumtemperatur geruhrt. Zur Reaktionslésung wurde eine

. N . . C11H10N20
Losung aus 37 pL (0.49 mmol, 1.1 Aquiv.) 3-Butin-1-ol 55b M = 186.21 g/mol

in 4 mL abs. EtsN zugetropft. Nach 24 h wurde die

Reaktionsmischung Uber eine Aluminiumoxidsaule (Al,Os, neutral, Aktivitatsstufe 3)
filtriert und mit 50 mL CH,CIl,/CH3OH (19:1 v/v) nachgespilt. Das Lésungsmittel
wurde unter vermindertem Druck entfernt, der Rickstand in 50 mL Ethylacetat
aufgenommen und zweimal mit jeweils 50 mL dest. Wasser gewaschen. Die
vereinigten walrigen Phasen wurden dreimal mit jeweils 40 mL Ethylacetat
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 50 mL gesattigter
Natriumchloridlésung gewaschen und tber Natriumsulfat getrocknet. Die Reinigung
erfolgte saulenchromatographisch ((CH,Clo/CH3OH: 19:1 v/v).

Ausbeute: 77 mg (0.42 mmol, 94%) eines braunlichen Feststoffes. - DC: R+-Wert
(CHCl2/CH3OH: 19:1 viv): 0.49. - *H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-de): 7.47 (d,
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*Jun = 2.9 Hz, 1H, H-10), 7.37 (dd, 33y = 8.57, “Jun = 2.04 Hz, 1H, H-8), 6.74 (d,
3Jun = 8.57 Hz, 1H, H-7), 6.29 (bs, 2H, -NH,), 4.94 (t, 3Jyn = 5.65 Hz, 1H, -OH), 3,60
(td, *Jyn=6.63, 34 =5.71 Hz, 2H, H-1), 2.59 (t, *Jyn = 6.67 Hz, 2H, H-2). *C-NMR:
5 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 153.1 (C-6), 135.4 (C-10), 132.6 (C-8), 119.7 (CN),
113.5 (C-7), 106.8 (C-9), 95.0 (C-5), 76.2 (C-4), 67.1 (C-3), 59.6 (C-1), 23.6 (C-2). -
IR: Wellenzahl [cm™]: 3456, 3347, 2935, 2214, 1615, 1560, 1499, 1039, 819, 602,
593. - HRMS (ESI*, m/z): ber.: 187.0793 [M+H]", gef.: 187.0865 [M+H]".

Synthese 2:

Die Reaktion wurde gemald der AAV 5 durchgefihrt. Es wurden 100 mg (418 pmol)
4-Amino-3-iodbenzonitril 50 und 42.7 pL (571 pmol, 1.4 Aquiv.) 3-Butin-1-ol 55b

eingesetzt.

Ausbeute: 66 mg (0.36 mmol, 85%) eines gelblichen Ols. Die analytischen Daten

stimmen mit den oben genannten Uberein.

Synthese 3:

Die Reaktion wurde gemald der AAV 5 durchgefihrt. Es wurden 1.00 g (4.10 mmol)
4-Amino-3-iodbenzonitril 50 und 0.460 mL (6.15 mmol, 1.5 Aquiv.) 3-Butin-1-ol 55b

eingesetzt.

Ausbeute: 29 mg (0.13 mmol, 74%) eines gelblichen Ols. Die analytischen Daten

entsprechen den oben genannten.

4-Amino-3-(4-O-tert-butyldimethylsilyloxy-but-1-inyl)benzonitril 54c

In einer Stickstoffatmosphére wurden 309 mg (1.66 mmol) 4-Amino-3-(4-hydroxybut-
1-inyl)-benzonitril 54b mit 198 mg (2.91 mmol, 1.75 Aquiv.) Imidazol versetzt und in
10 mL abs. Pyridin gelost. AnschlieRend wurden 314 mg (2.08 mmol, 1.25 Aquiv.)
tert-Butyldimethylsilylchlorid zugegeben und fir 18 Stunden bei Raumtemperatur
gerihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 mL Methanol gestoppt. Das
Ldsungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Rickstand zweimal
mit je 5 mL Toluol und einmal mit 5 mL Dichlormethan coevaporiert. Der Rickstand
wurde anschlielend in Dichlormethan aufgenommen und mit dest. Wasser und

gesattigter NaCl-Losung gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden
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Uber Natriumsulfat getrocknet und das LoOsungsmittel unter vermindertem Druck

entfernt.

Ausbeute: 448 mg (1.49 mmol, 90%) eines o

.. 8
grinbraunen Ols. - DC: Ry+Wert (CH,Cl,/CH3OH: NC. 1 2 I~ 1OO\TBDMS
19:1 v/v): 0.85. - *H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO- 3

6
de): 7.45 (d, “Jun = 1.9 Hz, 1H, H-2), 7.38 (dd, 3Jyp = 5 ¢ NH
8.6 Hz, “Juyu = 2.0 Hz, 1H, H-6), 6.74 (d, *Jun = 54c
3 -

8.6 Hz, 1H, H-5), 6.28 (s, 2H, NHy), 3.79 (t, *Jun = CoHauN,OSi

6.6 Hz, 2H, H-10), 2.64 (t, *Jun = 6.6 Hz, 2H, H-9), M = 300.47 g/mol

0.88 (s, 9H, SiC(CHas)3), 0.07 (s, 6H, Si(CH3)2). - *C-NMR: & [ppm] (101 MHz,
DMSO-de): 153.1 (C-4), 135.3 (C-2), 132.6 (C-6), 120.0 (CN), 113.5 (C-5), 106.8 (C-
1), 94.4 (C-3), 76.2 (C-7), 61.8 (C-10), 25.7 (SiC(CHs)3), 23.4 (C-9), 18.5 (SiC(CHs3)a3),
-5.4 (Si(CHa),). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3476, 3355, 3316, 2951, 2928, 2855, 2218,
1618, 1500, 1322, 1253, 1098, 834, 808. - HRMS (ESI*, m/z): ber.: 300.1685 [M],
gef.: 301.1731 [M+H]".

5-Cyano-2-(2-hydroxyethyl)-1H-indol 53b

Synthese 1:

Die Reaktion wurde gemal der AAV 6 durchgefuhrt. Es wurden 270 mg (1.45 mmol)
4-Amino-3-(4-hydroxybut-1-inyl)-benzonitril 54b eingesetzt. Als Base wurde zuerst
1 Aquiv. dest. DBU und anschlieRend 1 Aquiv. Kalium-tert-butanolat verwendet. Die
Reinigung des Rohproduktes erfolgte séaulenchromatographisch an Kieselgel
(CH,CI,/CH30H: 98:2 — 9:1 viv).

Ausbeute: 163 mg (0.876 mmol, 60%) eines gelb-braunen 4 9

NC. 5 32 > OH
Feststoffes. - DC: R+-Wert (CH2CI,/CH3OH: 9:1 v/v): 0.37. - W
6 a N
Smp.: 99 °C. - H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-ds): 7 H
53b
11.49 (s, 1H, NH), 7.94 (s, 1H, H-4), 7.45 (d, 3Jun = 8.3 Hz,
C14H1oN20
1H, H-7), 7.35 (dd, 3Jun = 8.3 Hz, “Jyn = 1.3 Hz, 1H, H-6), M = 186.21

6.33 (s, 1H, H-3), 4.81 (t, *Jun = 5.2 Hz, 1H, OH), 3.74 (dd, 3Ju 4 = 6.8 Hz, 33y =
5.3 Hz, 2H, H-9), 2.90 (t, *Jun = 6.8 Hz, 2H, H-8). - *C-NMR: & [ppm] (101 MHz,
DMSO-dg): 141.0 (C-3), 138.1 (C-7a), 128.1 (C-3a), 126.3 (C-4), 125.1 (C-6), 121.0
(CN), 113.8 (C-7), 100.2 (C-2), 60.5 (C-9), 31.4 (C-8). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3420,
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3300, 2929, 2873, 2221, 1661, 1613, 1417, 1318, 1061, 1024, 814, 790, 695, 619,
499. - MS (FAB, m/z): ber.: 186.1 [M], gef.: 187.1 [M+H]".

Synthese 2:

Die Reaktion wurde gemal3 der AAV 8 durchgefihrt. Es wurden 1.00 g (4.11 mmol)
4-Amino-3-iodbenzonitril 50 und 1.5 Aquiv. 3-Butin-1-ol 55b eingesetzt.

Ausbeute: 342 mg (1.84 mmol, 45%) eines orangefarbenen Feststoffes von 53b. Die

analytischen Daten stimmen mit den oben genannten Gberein.

Zusatzlich wurden 232 mg (1.26 mmol, 31%) 5-Cyano-3-(2-
hydroxyethyl)-1H-indol 57 als orangefarbener Feststoff erhalten.
- DC: Ri-Wert (CH,Clo/CH30OH: 9:1 v/v): 0.36. - 'H-NMR: & [ppm]
(400 MHz, DMSO-de): 11.34 (s, 1H, NH), 8.05 (s, 1H, H-2), 7.49
(d, *Jyn = 8.4 Hz, 1H, H-4), 7.38 (dd, *Jupn = 8.4 Hz, “Jy= 1.3 57

Hz, 1H, H-6), 7.33 (d, *Jun = 1.5 Hz, 1H, H-7), 4.73 (t, 3Jyn = 5.3 Cy1H1oNL0

Hz, 1H, OH), 3.64 (M, 3Jun = 7.0 Hz, 3Juu= 5.3 Hz, 2H, H-9), " 18621 g/mol
2.85 (t, 3Jun = 7.0 Hz, 2H, H-8). - 3C-NMR: & [ppm] (DMSO-ds, 101 MHz): 137.8 (C-
7a), 127.4 (C-3a), 125.5 (C-7), 124.4 (C-3), 123.4 (C-6), 120.9 (CN), 113.3 (C-2),
112.5 (C-4), 100.1 (C-5), 61.5 (C-9), 28.3 (C-8). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3461, 3229,
3131, 2912, 2215, 1616, 1471, 1260, 1033, 879, 826, 722, 570, 416. - MS (FAB,
m/z): ber.: 186.0 [M], gef.: 187.0 [M+H]".

Synthese 3:

Die Reaktion wurde gemald der AAV 8 durchgefihrt, auRer dass als Katalysator
PdCI,(PPh3), verwendet wurde. Es wurden 259 mg (1.06 mmol) 4-Amino-3-
iodbenzonitril 50 und 1.5 Aquiv. 3-Butin-1-ol 55b eingesetzt.

Ausbeute: 27 mg (0.15 mmol, 15%) einer nicht trennbaren Mischung aus 53b, 54b
und 57.

Als weitere Fraktion wurden 43 mg (0.23 mmol, 22%) des C-C-
Kreuzkupplungsproduktes 54b erhalten.
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Synthese 4:

Die Reaktion wurde gemafll der AAV 8 durchgefiihrt, aul3er das als Katalysator
PdCl,(dppf) verwendet wurde. Es wurden 500 mg (2.05 mmol) 4-Amino-3-
iodbenzonitril 50 und 1.5 Aquiv. 3-Butin-1-ol 55b eingesetzt.

Ausbeute: 60 mg (0.32 mmol, 16%) eines braunen Ols von 53b. Die analytischen

Daten stimmen mit den oben genannten tberein.

Als weitere Fraktion wurden 132 mg (0.71 mmol, 32%) 5-Cyano-3-(2-hydroxyethyl)-
1H-indol 57 erhalten. Die analytischen Daten stimmen mit den oben genannten

uberein.

5-Cyano-2-(2-O-tert-butyldimethylsilyloxyethyl)-1H-indol 53c

Versuch 1:

Die Synthese wurde nach der AAV 6 durchgefuhrt. Es nc ¢ 4 .. 3 °_ o1pms
wurden 100 mg (333 pmol)  4-Amino-3-(4-O-tert- m
butyldimethylsilyloxy-but-1-inyl)-benzonitril 54c 7 Hiy

eingesetzt. Als Base wurden 1.5 Aquiv. dest. DBU 3¢
verwendet. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgte C47H24N,OSi

saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 4:1 — M = 300.4708 g/mol

1:2 vIv).

Nach saulenchromatographischer Reinigung konnten 54.5 mg (0.181 mmol, 54%)
des Eduktes 54c zurickgewonnen werden, sowie eine Mischfraktion der
Verbindungen 53b und 54b im Verhéltnis von 1 zu 0.5 isoliert werden. Das

gewinschte Produkt 53¢ konnte nicht erhalten werden.

Versuch 2:

In einer Stickstoffatmosphare wurden 100 mg (0.333 mmol) 4-Amino-3-(4-O-tert-
butyldimethylsilyloxy-but-1-inyl)-benzonitril 54c mit 0.018 mL (13 mg, 0.13 mmol,
0.4 Aquiv.) abs.  Triethylamin und 15mg  (0.066 mmol, 0.2 Aquiv.)
Cyclopentadienyltitan-Trichlorid versetzt und in 2.5 mL abs. THF gel6st. Die
Reaktionslésung wurde fur 3.5 Tage bei Raumtemperatur gerthrt. Nach Zugabe von
6 mL 1%-iger methanolischer Natriumhydroxid-Lésung wurde der Ansatz unter

vermindertem Druck bis zur Trockene eingeengt und anschlieBend mit 10 mL n-
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Hexan resuspendiert und Uber Kaliumcarbonat filtriert. Das Lésungsmittel wurde

unter vermindertem Druck entfernt.

Es konnten 69 mg (0.23 mmol, 69%) des Eduktes 54c zuriickgewonnen werden. Das

gewinschte Produkt 53¢ konnte nicht erhalten werden.

Versuch 3:

Die Synthese wurde nach der AAV 6 durchgefihrt. Es wurden 100 mg (0.333 mmol)
4-Amino-3-(4-O-tert-butyldimethylsilyloxy-but-1-inyl)-benzonitril 54c eingesetzt. Als
Base wurden 1.2 Aquiv. Kalium-tert-butanolat verwendet. Der Reaktionsansatz
wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (PE/EE: 4:1 viv — EE).

Das gewunschte Produkt 53c konnte nicht erhalten werden. Stattdessen wurde

5-Cyano-2-vinyl-1H-indol 56 isoliert.

Ausbeute: 58 mg eines gelben Sirups (verunreinigt durch %,
Ethylacetat). - DC: Ri-Wert (PE/EE: 4:1 v/v): 0.63. - *H-NMR: NCWH%
5 [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 11.86 (s, 1H, NH), 8.02 (s, 5\ ”f 8 H
1H, H-4), 7.49-7.42 (m, 2H, H-6, H-7), 6.78 (dd, 3Jun(E) = 56

17.9 Hz, *Jun(2) = 11.4 Hz, 1H, H-8), 6.61 (s, 1H, H-3), 5.90 .

(d, *Iuu(E) = 17.9 Hz, 1H, H-9a), 5.37 (d, *Iun(Z) = 11.4 HZ, M= 168.19 g/mol

1H, H-9b). - ®*C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-d¢): 141.0 (C-3), 138.1 (C-7a),
128.1 (C-3a), 126.3 (C-4), 125.1 (C-6), 120.5 (C-CN), 113.8 (C-7), 100.2 (C-2), 60.5
(C-9), 31.4 (C-8). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3420, 3300, 2929, 2873, 2221, 1661, 1613,
1417, 1318, 1061, 1024, 814, 790, 695, 619, 499. - HRMS (ESI*, m/z): ber.:
168.0687 [M], gef.: 168.0681 [M-+H]J".

Versuch 4:

In einer Stickstoffatmosphare wurden 100 mg (0.333 mmol) 4-Amino-3-(4-O-tert-
butyldimethylsilyloxy-but-1-inyl)-benzonitril 54c in 4 mL abs. N-Methyl-2-pyrrolidon
gelést und mit 41 pL (28 mg, 0.70 mmol, 2.1 Aquiv.) Kaliumhydrid in Paraffin-Ol
versetzt. Die Reaktionsldsung wurde bei Raumtemperatur fir 22 Stunden gerihrt,
anschlieBend mit 1 mL dest. Wasser versetzt und dreimal mit Dichlormethan
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesattigter NaCl-Losung
gewaschen, (ber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgte

saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 4:1 v/v — EE).
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Es konnten 23 mg (0.076 mmol, 23%) des Eduktes 54c zuriickgewonnen sowie 1 mg
(7 umol, 2%) der ringgeschlossenen Verbindung 53b ohne TBDMS-Gruppe isoliert
werden. Die spektroskopischen Daten entsprechen oben angegebenen. Das
gewinschte Produkt 53¢ konnte nicht erhalten werden.

5-Cyano-2-(2-bromethyl)-1H-indol 53a

Versuch 1:

Die Reaktion wurde gemal3 der AAV 8 durchgefiihrt. Es wurden 1.00 g (4.11 mmol)
4-Amino-3-iodbenzonitril 50 und 1.5 Aquiv. 4-Brombut-1-in 55a eingesetzt.

Das gewilinschte Produkt 53a konnte nicht erhalten werden. Stattdessen wurden 92
mg (0.55 mmol, 13%) des Eliminierungsproduktes 5-Cyano-2-vinyl-1H-indol 56

erhalten. Die analytischen Daten entsprechen den zuvor genannten.

Versuch 2:

Die Reaktion erfolgte gemaR der AAV 8. Es wurden 202 mg (827 pmol) 4-Amino-3-
iodbenzonitril 50 und 1.5 Aquiv. 4-Brombut-1-in 55a eingesetzt.

Das gewtinschte Produkt 53a konnte nicht erhalten werden. Stattdessen wurden
19.6 mg (117 pumol, 14%) des Eliminierungsproduktes 5-Cyano-2-vinyl-1H-indol 56

erhalten. Die analytischen Daten entsprechen den zuvor genannten.

N,N‘-Bis-tert-butoxycarbonylguanidinobut-3-in 58

Synthese 1:

In einer Stickstoffatmosphare wurden 48 mg (2.0 mmol, 1 Aquiv.) gewaschenes
Natriumhydrid in 8 mL abs. DMF suspendiert, mit 519 mg (2.00 mmol, 1 Aquiv.) N,N‘-
Bis-tert-butoxycarbonylguanidin 59 versetzt und geruhrt, bis sich alles geldst hatte.
Anschlieend wurde zu dieser Losung eine Loésung aus 0.190 mL (266 mg,
2.00 mmol, 1 Aquiv.) 4-Brombut-1-in 55a in 4 mL abs. DMF gegeben und die
Reaktionsmischung fir 48 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. Der
Reaktionsansatz wurde mit 100 mL dest. Wasser und 50 mL EE versetzt und die
wassrige Phase nach der Phasentrennung noch zweimal mit je 50 mL EE extrahiert.

Nach Trocknen der vereinigten organischen Phasen Uber Natriumsulfat und
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Entfernen  des  Losungsmittels im  Vakuum  wurde der Ruckstand
saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (PE/EE 4:1 — 1:1 v/v).

Ausbeute: 58 mg (0.19 mmol, 10%) eines farblosen Feststoffes. Boc
2 |
- DC: Ri-Wert (PE/EE: 2:1 v/v): 0.42. - Smp.: 76 °C. - 'H-NMR: & 3 N5 NH,
f ( ) p 44/\1/ Y
[ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 9.06 (s, 2H, NH>), 3.90 (t, 3Jun = N Boc
8.3 Hz, 2H, H-1), 2.89 (t, *Jun = 2.5 Hz, 1H, H-4), 2.44 (dt, 3Jun 58

=8.1 Hz, Jyn = 2.9 Hz, 2H, H-2), 1.50 (s, 9H, 3* BocCHa), 141 ¢ 41 .o,

(s, 9H, 3 * BocCHa). - *C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): M =311.3767 g/mol
160.9 (C-5), 154.8 (2 * BocC=0), 83.0 (C-3), 80.0 (2 * BocC(CHs)s), 73.3 (C-4), 43.4
(C-1), 28.4 (2 * BocC(CHs)s), 18.3 (C-2). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3376, 3260, 3197,
2984, 2965, 2931, 1637, 1512, 1450, 1308, 1216, 1120, 1087, 1003, 597. - MS (FAB,
m/z): ber.: 311.2 [M], gef.: 312.3 [M+H]".

Synthese 2:
Die Reaktion wurde gemafRd der AAV 10 durchgefiihrt. Es wurden 0.1 mL (0.09 g,

1 mmol) 3-Butin-1-ol 55b eingesetzt. Das erhaltene Rohprodukt wurde

saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (PE/EE 4:1 — 1:1 v/v).

Ausbeute: 387 mg (1.24 mmol, 94%) eines farblosen Feststoffes. Die analytischen

Daten entsprechen den oben genannten.

4-Amino-3-iod-N-benzylammoniumchlorid 61

Versuch 1:

In einer Stickstoffatmosphére wurden 100 mg (410 pmol) 4-  Cl

e
Amino-3-iodbenzontril 50 in 5 mL abs. Dioxan gelost und mit o ., 2
H3N
einer Spatelspitze Pd/C versetzt. Nach kurzem Halten ins ’ /\GCE
4°NH
Ultraschall-Bad wurde das Reaktionsgemisch bei s 2
61

Raumtemperatur unter einer Wasserstoffatmosphare fir 12 Tage
C7H1oCIIN

geruhrt und der Umsatz dinnschichtchromatographisch verfolgt =2;4_15?252 92/m0|

(PE/EE: 1:1 v/v). Da auch nach 12 Tagen keine Umsetzung des Eduktes detektiert

werden konnte, wurde der Reaktionsansatz verworfen.
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Versuch 2:

Die Reaktion erfolgte gemaR der AAV 1. Es wurden 100 mg (410 pmol) 4-Amino-3-
iodbenzontril 50 und 10 Aquiv. SnCl, eingesetzt. Die Reaktionsdauer betrug eine
Stunde und die Reinigung erfolgte nach Variante a. Es konnte keine Umsetzung
beobachtet werden, sondern es wurden 83% des Eduktes 50 reisoliert.

Synthese 1:

Die Reaktion wurde gemal’ der AAV 3 durchgefiihrt. Es wurden 8.00 g (28.1 mmol)
4-Amino-3-iodbenzontril 50. Es wurde ein leicht gelblicher Feststoff erhalten, der
ohne weitere Aufarbeitung direkt weiter fir den nachsten Schritt der Einfuhrung der
Boc-Schutzgruppe eingesetzt wurde.

O-tert-Butyl-(4-amino-3-iodbenzyl)carbamat 62a und O-tert-Butyl-[4-N-(4-O-tert-
butoxycarbonyl)-amino-3-iodbenzyl]carbamat 62c

Synthese 1:

Die Synthese wurde nach AAV 4 durchgefuhrt. Es wurden 874 mg (3.07 mmol)
4-Amino-3-iod-N-benzylamin-Hydrochlorid 61  eingesetzt. Die Menge an
Di-tert-butyldicarbonat betrug 3 Aquivalente. Als Losungsmittel wurde CH,Cl,

verwendet Die Reaktion wurde bei Raumtemperatur durchgefihrt.

Ausbeute: 815 mg (2.34 mmol, 76% Uber zwei Stufen) eines Boc.. L2
orangefarbenen Ols. - DC: Ri-Wert (PE/EE: 2:1 v/v): 0.55. - ”/\©E
H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-de): 7.41 (s, 1H, H-2). PN,
7.24-7.21 (t, *Jyn = 5.8 Hz 1H, NH), 6.95 (dd, 3J,n = 8.2 Hz, 62a
“Jun = 1.9 Hz, 1H, H-6), 6.68 (d, 3]y = 8.2 Hz, 1H, H-5), 5.09 C12H17IN20;

M = 348.1801 g/mol
(s, 2H, NHy), 3.91 (d, 33y n = 6.4 Hz, 2H, BnCHy), 1.37 (s, 9H,

3 * BocCHa). - *C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 155.6 (BocC=0), 147.2 (C-
1), 137.1 (C-2), 129.8 (C-3), 128.2 (C-6), 114.1 (C-5), 82.8 (C-4), 77.6 (BocC(CHa)s),
42.2 (BnCH,), 28.2 (BocC(CHa)s). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3342, 2975, 2929, 1686,
1614, 1496, 1365, 1247, 1154, 1027, 783, 664. — HRMS (ESI*, m/z): ber.: 349.0413
[M+H]", gef.: 349.0406 [M+H]".
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Synthese 2:

Die Synthese erfolgte gemaf der AAV 4. Es wurden 1.45 g (5.11 mmol) 4-Amino-3-
iod-N-benzylammoniumchlorid 61 eingesetzt. Es wurden 7.2 Aquivalente Di-tert-
butyldicarbonat verwendet, von denen 1.8 Aquivalente nach 4 h Reaktionszeit
nachgegeben wurden. Als Ldsungsmittel wurde Acetonitrii verwendet. Das
Reaktionsgemisch wurde fiir 5 h bei 80 °C geruhrt.

Ausbeute: 1.08 g (3.11 mmol, 61% Uber zwei Stufen) von 62a als orangefarbenes Ol.

Die analytischen Daten entsprachen den oben angegebenen.
Das gewinschte Produkt 62c konnte nicht erhalten werden.

Stattdessen wurden noch 36 mg (80 umol, 2% Uber zwei )
. . Boc..
Stufen) der dehalogenierten Verbindung 62d als farbloser °° ”/\©\3
Boc
2 TN

Feststoff erhalten. - DC: R-Wert (PE/EE: 2:1 v/v): 0.68. - : u
'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-de): 9.26 (s, 1H, N*-H), 624
7.36 (d, 3Juyn = 8.1 Hz, 2H, H-3), 7.28 (t, *Jyn = 6. 0 Hz, 1H,

C17H26N204

NH), 7.10 (d, Jun = 8.4 Hz, 2H, H-2), 4.02 (d, “Jyy= 6.9 Hz, M= 322.3993 g/mol

2H, BnCH,), 1.46 (s, 9H, 3 * BocCHs), 1.38 (s, 9H, 3 * BocCHa). - **C-NMR: & [ppm]
(101 MHz, DMSO-dg): 155.7 (BocC=0), 152.8 (BocC=0), 138.1 (C-4), 133.7 (C-1),
127.3 (C-2), 118.0 (C-3), 78.9 (BocC(CHs3)3), 77.7 (BocC(CHgs)3), 43.0 (BnCHy), 28.2
(BocC(CHs)s), 28.1 (BocC(CHa)3). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3407, 3295, 2976, 2934,
1680, 1515, 1242, 1053, 916, 637.

Synthese 3:
Die Synthese wurde nach der AAV 4 durchgefuhrt. Es wurden 625 mg (2.20 mmol)

4-Amino-3-iod-N-benzylammoniumchlorid 61 eingesetzt. Es wurden 7.3 Aquivalente
Di-tert-butyldicarbonat verwendet, von denen 1.9 Aquivalente nach 4 h Reaktionszeit
nachgegeben wurden. Als Losungsmittel wurde abs. DMF verwendet. Das

Reaktionsgemisch wurde 5 h bei 120 °C gerihrt.

Ausbeute: 610 mg (1.75 mmol, 80% Uber zwei Stufen) von 62a als orangefarbenes

Ol. Die analytischen Daten entsprachen den oben angegebenen.

Das gewinschte Produkt 62¢ konnte nicht erhalten werden.
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Stattdessen wurden noch 20 mg (45 pumol, 2% uber zwei Stufen) der dehalogenierten
Verbindung 62d als farbloser Feststoff erhalten. Die analytischen Daten entsprachen

den oben angegebenen.

Synthese 4.

Die Synthese wurde nach der AAV 4 durchgefuhrt. Es wurde 1.42 g (5.00 mmol)
4-Amino-3-iod-N-benzylamin-Hydrochlorid 61 eingesetzt. Die Menge an Di-tert-butyl-
dicarbonat betrug 5.4 Aquivalente. Als Losungsmittel wurde CHCl, verwendet. Die
Reaktionstemperatur betrug 40 °C.

Ausbeute: 1.30 g (3.73 mmol, 75% uber zwei Stufen) von 62a als orangefarbenes Ol.

Die analytischen Daten entsprachen den oben angegebenen.
Das gewinschte Produkt 62c konnte nicht erhalten werden.

Stattdessen wurden noch 1 mg (2 pmol, 0% Uber zwei Stufen) der dehalogenierten
Verbindung 62d als farbloser Feststoff erhalten.

Synthese 5:
Die Synthese wurde nach der AAV 4 durchgefuhrt. Es wurden 5.68 g (20.0 mmol)

4-Amino-3-iod-N-benzylamin-Hydrochlorid 61  eingesetzt. Die Menge an
Di-tert-butyldicarbonat betrug 2.1 Aquivalente. Als Lésungsmittel wurde CH,Cl,

verwendet Die Reaktion wurde bei 40 °C durchgefihrt.

Ausbeute: 5.00 g (14.4 mmol, 72% Uber zwei Stufen) von 62a als orangefarbenes Ol.

Die analytischen Daten entsprachen den oben angegebenen.
Das gewinschte Produkt 62c konnte nicht erhalten werden.

Stattdessen wurden noch 88 mg (0.20 mmol, 1% Uber zwei Stufen) der
dehalogenierten Verbindung 62d als farbloser Feststoff erhalten. Die analytischen

Daten entsprachen den oben angegebenen.

204



Experimenteller Teil

5-Methylammoniumchlorid-3-(2-hydroxyethyl)-1H-indol 61a

Die Synthese wurde nach der AAV 3 durchgefuhrt. Es wurden
170 mg (0.911 mmol) 5-Cyano-3-(2-hydroxyethyl)-1H-indol 57
eingesetzt. Vor der Zugabe von 1 M Salzsdure wurde der
Reaktionsansatz mit 5 mL Aceton versetzt.

Es wurde ein dunkelroter Feststoff erhalten, der nicht

charakterisiert und ohne weitere Reinigung in der Folgestufe
M = 226.7026 g/mol

eingesetzt wurde.

5-(O-tert-Butoxycarbonyl)-aminomethyl-3-(2-hydroxyethyl)-1H-indol 64

Die Synthese wurde nach der AAV 4 durchgefihrt. Es
wurden 207 mg (0.911 mmol) 5-Methylammoniumchlorid-3-
(2-hydroxyethyl)-1H-indol 6l1a eingesetzt. Die Menge an

Di-tert-butyldicarbonat ~ betrug 3  Aquivalente.  Als

Lésungsmittel wurde CH,Cl, verwendet Die Reaktion 64
wurde bei Rt durchgefihrt. Die Reinigung des C16H2oN,05
Rohproduktes  erfolgte  saulenchromatographisch  an M = 290.3575 g/mol

Kieselgel (CH,CI,/CH30H: 98:2 — 9:1 viv).

Das gewinschte Produkt 64 konnte nicht erhalten werden.

O-tert-Butyl-[4-N-(toluolsulfonyl-amino)-3-iodbenzyl]carbamat 62b

In einer Stickstoffatmosphare wurden 3.00 g (8.61 mmol) O-tert-Butyl-(4-amino-3-
iodbenzyl)carbamat 62a in 35 mL abs. Dichlormethan gelést und mit 2.08 mL (25.8
mmol, 3 Aquiv.) abs. Pyridin versetzt. AnschlieBend wurden der Lésung
portionsweise 1.97 g (10.3 mmol, 1.2 Aquiv.) para-Toluolsulfonsaurechlorid
zugegeben. Die Reaktionsldsung wurde 42 Stunden bei Raumtemperaur geruhrt. Zur
Uberfihrung wurde mit Dichlormethan verdiinnt und dreimal mit dest. Wasser
gewaschen. Nach Extraktion der wassrigen Phase mit Dichlormethan wurden die
vereinigten organischen Phasen Uber Natriumsulfat getrocknet und das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Die Reinigung des Rohproduktes

erfolgte sdulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 4:1 — 1:1 v/v).
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Ausbeute: 3.99 g (7.93 mmol, 92%) eines beigefarbenen . 2
Boc.. 31
Feststoffes. — DC: R-Wert (PE[EE: 21  VA): ”ﬁ
6
0.41. - Smp.: 60-63 °C. - *H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO- . NH
0=S=0

de): 9.61 (s, 1H, TosNH), 7.66 (s, 1H, H-2), 7.58 (d, 2H, 3J4 4
=8.02 Hz, 2H, H-2", H-6"), 7.36 (d, %Jun = 7.8 Hz, 3H, H-3, H-
5’ BocNH), 7.12 (d, 3Jun = 7.8 Hz, 1H, H-5), 6.91 (d, 3Jun =
8.3 Hz, 1H, H-6), 4.03 (d, *Jyn = 6.91 Hz, 2H, BnCH,
BnCH,', BnCH,), 2.38 (s, 3H, TosCH3), 1.38 (s, 9H, 3 * CioH23IN,0,S
BocCHs). - C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-d): 156.8 M = 502.3664 g/mol
(BocC=0), 143.5 (C-4’), 141.4 (C-1), 138.2 (C-3), 138.0 (C-2), 129.8 (C-3’, C-5),
128.5 (C-1), 127.7 (C-5), 127.3 (C-6), 127.1 (C-2’, C-6’), 99.8 (C-4), 78.6
(BocC(CHs3)3), 42.6 (BnCHy), 28.4 (BocC(CHj3)3), 21.4 (TosCHg). - IR: Wellenzahl
[cm™]: 3325, 2976, 2930, 2217, 1688, 1487, 1332, 1246, 1157, 664, 548. - HRMS
(ESI*, m/z): ber.: 525.0321 [M+Na]", gef.: 525.0322 [M+Na]".

62b

5-(O-tert-Butoxycarbonyl)-aminomethyl-2-(2-hydroxyethyl)-1H-indol 63a

Versuch 1:

Die Synthese wurde nach AAV 9 durchgefuhrt. Es wurden 110 mg (0.316 mmol)
O-tert-Butyl-(4-amino-3-iodbenzyl)carbamat 62a eingesetzt. Die Reinigung des
Rohproduktes erfolgte saulenchromatographisch an Kieselgel (CH,CIl,/CH30OH: 99:1
— 9:1 viv).

Es wurde nicht das Indol 63a, sondern nur das Kreuzkupplungsprodukt 65a erhalten
(74%). Die analytischen Daten stimmen fur diese Verbindung mit den zuvor

angebenen Uberein.

Synthese 1:
Die Synthese wurde nach AAV 8 durchgefuhrt. Es wurden 504 mg (1.44 mmol)

O-tert-Butyl-(4-amino-3-iodbenzyl)carbamat 62a eingesetzt. Die Reinigung des
Rohproduktes erfolgte saulenchromatographisch an Kieselgel (CH,CIl,/CH3OH: 98:2
— 9:1 viv).

Ausbeute: 170 mg (0.585 mmol, 41%) eines gelben Ols. Es wurde eine Mischung
aus 5-(O-tert-Butoxycarbonyl)-aminomethyl-2-(2-hydroxy-ethyl)-1H-indol 63a und 5-
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(O-tert-Butoxycarbonyl)-aminomethyl-3-(2-hydroxyethyl)-1H-indol 64 erhalten, die

saulenchromatographisch nicht getrennt werden konnten.

Synthese 2:

Die Synthese wurde nach AAV 6 durchgefihrt. Es wurden 94 mg (0.32 mmol) O-tert-
Butyl-[4-amino-3-(4-hydroxybut-1-inyl)-benzyllcarbamat 65a eingesetzt. Als Base
wurden 1.2 Aqg. Kalium-tert-butanolat verwendet. Die Reinigung des Rohproduktes

erfolgte sdulenchromatographisch an Kieselgel (CH,CI,/CH30OH: 98:2 — 9:1 v/v).

Es wurden das Eliminierungsprodukt, das Edukt, sowie das gewlnschte Produkt
erhalten, die trotz Saulenchromatographie nicht sauber isoliert werden konnten.

Synthese 3:

Die Synthese wurde nach AAV 7 durchgefuhrt. Es wurden 100 mg (0.344 mmol)
O-tert-Butyl-[4-amino-3-(4-hydroxybut-1-inyl)-benzyllcarbamat 65a eingesetzt. Die
Reaktions-dauer betrug 92 h bei 70 C.

Ausbeute: 79 mg (0.27 mmol 79%) eines braunen BOC\N 5 A 36\3 ° OH
Ols. - DC: RrWert: (CH,Cl,/CH3OH: 9:1 v/v): 0.53. - Hm
IH-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, DMSO-ds): 10.76 (s, 1H, 7 H

NH-1), 7.28-7.22 (m, 2H, H-4, BocNH), 7.20 (d, *Jup = 63a

7.8 Hz, 1H, H-7), 6.89 (d, 3Jyn = 8.4 Hz, 1H, H-6), C16H22N203

M = 290.3575 g/mol
6.10 (s, 1H, H-3), 4.72 (t, 3Jun = 5.2 Hz, 1H, OH), 4.14

(d, *Jun = 5.7 Hz, 2H, BnCHy), 3.70 (dt, ®Ju 4 = 6.8 Hz, ®Jn = 9.4 Hz, 2H, H-9), 2.84
(t, ®Jun = 6.8 Hz, 2H, H-8), 1.39 (s, 9H, 3 * BocCHs). - **C-NMR: & [ppm] (101 MHz,
DMSO-dg): 155.4 (BocC=0), 137.4 (C-2), 129.4 (C-5), 119.6 (C-6), 117.5 (C-4),
110.3 (C-7), 99.0 (C-3), 76.6 (BocC(CHs)s), 60.6 (C-9), 44.2 (BnCH,), 31.7 (C-8),
28.4 (BocC(CHs)s). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3385, 3332, 3048, 2977, 2931, 1684,
1537,1438, 1363, 1303, 1273, 1166, 806, 669, 641. - HRMS (ESI*, m/z): ber.:
291.1709 [M+H]", gef.: 291.1697 [M+H]".
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5-(O-tert-Butoxycarbonyl)-aminomethyl-2-(2-hydroxyethyl)-1-N-(4-
toluolsulfonyl)-indol 63b

Synthese 1:

Die Synthese wurde nach der AAV 9 durchgefiihrt. Es wurden 185 mg (0.368 mmol)
O-tert-Butyl-[4-N-(toluolsulfonyl-amino)-3-iodbenzyljcarbamat 62b und 6 Aquivalente
3-Butin-1-ol 55b eingesetzt. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgte saulen-
chromatographisch an Kieselgel (CH,CIl,/CH30H: 99:1 — 9:1 v/v).

Ausbeute: 158 mg (0.580 mmol, 97%) eines gelblichen
Sirups. - DC: R-Wert (CH,Clo/CHsOH: 19:1 v/v): 0.38. - BOC\QW
'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 7.94 (d, *Jyp = BNFN ¢
8.7 Hz, 1H, H-7), 7.66 (d, %Jun = 8.2 Hz, 2H, H-2', H-

6'), 7.34 (d, ®Jun = 8.2 Hz, 3H, H-3°, H-5°, NH), 7.30 (s, 63b
1H, H-4), 7.14 (d, *Jun = 8.7 Hz, 1H, H-6), 6.59 (s, 1H, CoabasN,0cS
H-3), 4.78 (t, *Jun = 5.6 Hz, 1H, OH), 4.15 (d, %Jypn = M =444.5438 g/mol

5.6 Hz, 2H, BNnCH,), 3.77 (dd, 3Jun = 6.7 Hz, *Jun = 5.6 Hz, 2H, H-9), 3.14 (t, *Jun =
6.7 Hz, 2H, H-8), 2.30 (s, 3H, TosCHs3), 1.38 (s, 9H, 3 * BocCHs). - **C-NMR: & [ppm]
(101 MHz, DMSO-ds): 156.1 (BocC=0), 144.9 (C-4), 138.9 (C-2), 134.4 (C-7a),
130.4 (C-3‘, C-5%), 129.4 (C-3a), 126.0 (C-2, C-6*), 122.8 (C-5), 119.2 (C-4), 110.1
(C-3), 75.2 (BocC(CHa)s), 59.5 (C-9), 43.0 (BNnCHy), 32.2 (C-8), 28.4 (BocC(CHa)a),
21.3 (TosCHs). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3400, 3054, 2977, 2930, 1688, 1510, 1469,

1364, 1090, 961, 670, 493. - HRMS (ESI*, m/z): ber.: 467.1617 [M+Na]*, gef.:
467.1615 [M+Na]".

Synthese 2:

Die Synthese wurde nach der AAV 9 durchgefihrt. Es wurden 500 mg (995 umol) O-
tert-Butyl-[4-N-(toluolsulfonyl-amino)-3-iodbenzyljcarbamat 62b und 3 Aquivalente
3-Butin-1-ol 55b eingesetzt. Die Reinigung erfolgte saulenchromatographisch an
Kieselgel (CH,CI,/CH30H: 99:1 — 95:1 v/v).

Ausbeute: 399 mg (898 pmol, 90%) eines gelblichen Ols. Die analytischen Daten

entsprechen den zuvor angebenen.
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Synthese 3:

Die Synthese wurde nach der AAV 8 durchgefiihrt. Es wurden 195 mg (0.388 mmol)
O-tert-Butyl-[4-N-(toluolsulfonyl-amino)-3-iodbenzyl]jcarbamat 62b eingesetzt. Die
Reinigung des Rohproduktes erfolgte saulenchromatographisch an Kieselgel
(CH2CI2/CH30H: 98:2 — 9:1 v/v).

Ausbeute: 134 mg (0.301 mmol, 77%) eines geblichen Sirups. Die spektroskopischen

Daten entsprechen den oben angegebenen.

5-(O-tert-Butoxycarbonyl)-aminomethyl-2-(2-N,N*-bis-tert-butoxycarbonyl
guanidinoethyl)-1-N-(4-toluolsulfonyl)-indol 66b

Synthese 1:

Die Synthese wurde nach AAV 9 durchgefihrt. Es wurden 254 mg (0.506 mmol) O-
tert-Butyl-[4-N-(toluolsulfonyl-amino)-3-iodbenzyl]jcarbamat  62b  und 442 mg
(1.52 mmol, 3 Aquiv.) N,N‘-Bis-tert-butoxycarbonylguanidino-but-3-in 58 eingesetzt.
Die Reinigung des Rohproduktes erfolgte saulenchromatographisch an Kieselgel
(PE/EE: 4:1 — 1:1 viv).

Ausbeute: 212 mg (0.309 mmol, 62%) eines

gelbbraunlichen Feststoffes. - DC: RFWert Boc 5 3a '
(PE/EE: 2:1vlv): 0.42. - Smp.. 106 °C. - Hm
'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-ds): 9.13 (s, o=57
2H, NH,), 8.01 (d, ®Jun = 8.7 Hz, 1H, H-7), 7.70
(d, Jyn = 8.5 Hz, 2H, H-2’, H-6'), 7.39-7.31 (m,
3H, H-3’, H-5’, BocNH), 7.29 (s, 1H, H-4), 7.18 Ca34H47N508S

M = 685.8307 g/mol
(dd, %3y = 8.7 Hz, “Jyn = 1.4 Hz, 1H, H-6), 6.49
(s, 1H, H-3), 4.20 (t, 3Jyn = 6.2 Hz, 2H, H-9), 4.14 (d, *Jun = 6.0 Hz, 2H, BnCHy),
3.22 (t, *Jun = 6.2 Hz, 2H, H-8), 2.30 (s, 3H, TosCHa), 1.41 (s, 9H, 3 * BocCH3), 1.37
(s, 9H, 3 * BocCHs), 1.19 (s, 9H, 3 * BocCHs). - **C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-
de): 160.0 (BocC=0), 156.1 (BocC=0), 154.5 (C-10), 145.6 (C-4’), 138.8 (C-2), 135.5
(C-3a), 135.5 (C-1’), 130.5 (C-3’, C-5’), 130.0 (C-7a), 129.9 (C-5), 126.3 (C-2’, C-6),
123.9 (C-6), 119.0 (C-4), 114.3 (C-7), 110.8 (C-3), 84.7 (BocC(CHa)s), 83.9
(BocC(CHs)3), 78.3 (BocC(CHa)3), 43.6 (BNnCH,). 44.2 (C-9), 28.5 (BocC(CHa)3), 28.1
(C-8), 27.5 (BocC(CHs)s), 21.4 (TosCHs). - IR: Wellenzahl [ecm™]: 3378, 2931, 1709,

66b
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1607, 1504, 1471, 1443, 1365, 1282, 1162, 811, 545. - MS (FAB, m/z): ber.: 685.3
[M], gef.: 686.5 [M+H]".

Synthese 2:

Die Synthese erfolgte gemal’ der AAV 10. Es wurde 399 mg (0.897 mmol) 5-(O-tert-
Butoxycarbonyl)-aminomethyl-2-(2-hydroxyethyl)-1-(4-toluolsulfonyl)-indol 63b
eingesetzt. Die Reinigung erfolgte an Kieselgel (PE/EE 4:1 — 1:1 v/v).

Ausbeute: Es wurden 585 mg (0.853 mmol, 95%) eines leicht gelblichen Ols
erhalten. Die analytischen Daten entsprechen den oben angegebenen.

O-tert-Butyl-[4-amino-3-(4-hydroxybut-1-inyl)-benzyl]carbamat 65a

Die Synthese wurde gemal der AAV 5 durchgefiihrt. Es wurden 610 mg (1.75 mmol)
O-tert-Butyl-(4-amino-3-iodbenzyl)carbamat 62a eingesetzt und 3-Butin-1-ol 55b als
Alkin verwendet. Die Reinigung erfolgte an Kieselgel. (CH,Cl,/CH3OH: 98:2 — 9:1

vIv).

Ausbeute: 457 mg (1.57 mmol, 90%) eines
orangefarbenen Ols. - DC: Ry+Wert (CH,Cl,/CH30OH:
9:1 v/v): 0.55. - *H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-
de): 7.17 (t, “Jun = 5.9 Hz, 1H, H-2), 6.96 (s, 1H, NH),
6.89 (dd, *Jyn = 8.5 Hz, “J4n = 1.8 Hz, 1H, H-6), 6.60

65a
(d, 3Jun = 8.5 Hz, 1H, H-5), 5.16 (s, 2H, NH>), 4.88 {t, CigHpaNoOs
3Jun = 5.5 Hz, 1H, OH), 3.90 (d, 3Ju 4 = 5.9 Hz, 2H, M = 290.3575 g/mol

BnCHy>), 3.58 (dt, ®Ju 1 = 6.3 Hz, *Jyn = 9.8 Hz, 2H, H-10), 2.58 (t, *Jy = 6.6 Hz, 2H,
H-9), 1.37 (s, 9H, 3 * BocCHs). - **C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-de): 155.7
(BocC=0), 148.2 (C-4), 130.2 (C-2), 128.1 (C-6), 127.2 (C-1), 113.4 (C-5), 106.4 (C-
3), 92.8 (C-8), 78.3 (C-7), 77.6 (BocC(CHs), 59.5 (C-10), 42.8 (BnCH,), 28.3
(BocC(CHa), 23.6 (C-9). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3350, 2930, 1687, 1621, 1500, 1365,
1248, 1162, 1043, 735. - HRMS (ESI*, m/z): ber.: 291.1709 [M+H]*, gef.: 291.1711
[M+H]".
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O-tert-Butyl-[4-amino-3-(4-N,N*-bis-tert-butoxycarbonylguanidinobut-1-in-1-yl)-
benzyl]lcarbamat 65b

Die Synthese wurde nach der AAV 5 durchgefiihrt. Es wurde 306 mg (878 pmol)
O-tert-Butyl-(4-amino-3-iodbenzyl)carbamat 62a und N,N‘-Bis-tert-butoxy-carbonyl-
guanidinobut-3-in 58  eingesetzt. Die Reinigung erfolgte an Kieselgel.
(CH2CI2/CH30H: 99:1 — 95:5 v/v).

Ausbeute: 237 mg (0.446 mmol, 51%) eines
farblosen Feststoffes. DC: R+-Wert
(CH2Clo/CH3OH: 9:1 v/v): 0.55. - 'H-NMR: &
[ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 9.08 (s, 2H,
guanidin-NHy), 7.17 (t, Jun = 5.9 Hz, 1H, NH), 65b

6.96 (s, 1H, H-2), 6.89 (d, *Jyn = 8.2 Hz, 1H, H- y :;i)v:'gﬂ%%e/mol

6), 6.60 (d, ®Jupn = 8.2 Hz, 1H, H-5), 5.13 (s, 2H,

NHy), 4.01 (t, *3Jun = 7.7 Hz, 2H, H-10), 3.90 (d, *Jun = 5.9 Hz, 2H, BnCHy), 2.74 (t,
3Jun = 7.0 Hz, 2H, H-9), 1.49 (s, 9H, 3 * BocCH3), 1.41 (s, 9H, 3 * BocCHa), 1.37 (s,
9H, 3 * BocCHa). - *C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-d): 162.8 (C-11), 159.4
(BocC=0), 155.6 (BocC=0), 153.9 (BocC=0), 148.1 (C-4), 130.4 (C-2), 128.3 (C-6),
127.3 (C-1), 113.6 (C-5), 106.0 (C-3), 91.4 (C-8), 83.7 (BocC(CHs), 79.0 (C-7), 77.8
(BocC(CHs), 77.6 (BocC(CHs), 43.2 (C-10), 42.7 (BnCH,), 28.3 (BocC(CHs), 28.0
(BocC(CHs), 27.5 (BocC(CHs), 19.2 (C-9). IR: Wellenzahl [cm™]: 3373, 2976, 1709,
1608, 1502, 1365, 1245, 1141, 1004, 744. HRMS (ESI*, m/z): ber.: 532.3135 [M+H]",
gef.: 532.3136 [M+H]".

5-(O-tert-Butoxycarbonyl)-aminomethyl-2-(2-N,N’-bis-tert-butoxycarbonyl
guanidinoethyl)-1H-Indol 66a
Versuch 1:

Die Synthese wurde gemalR der AAV 8 durchgefuhrt. Es wurden 195 mg
(0.388 mmol)  O-tert-Butyl-(4-amino-3-iodbenzyl)carbamat 62a  eingesetzt. Die
Reinigung des Rohproduktes erfolgte saulenchromatographisch an Kieselgel
(CH,CI,/CH30H: 98:2 — 4:1 viv).

Das Produkt konnte nicht erhalten werden.
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Synthese 1:

Die Synthese wurde gemal3 der AAV 10 durchgefihrt. Es wurden 54 mg (0.19 mmol)
5-(O-tert-Butoxycarbonyl)-aminomethyl-2-(2-hydroxyethyl)-1H-indol 63a eingesetzt.
Das erhaltene Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt
(PE/EE: 221 — 1:2 vIv).

Das  Produkt 66a  wurde erhalten, konnte jedoch auch nach

saulenchromatographischer Reinigung nicht sauber isoliert werden.

Synthese 2:

Die Synthese wurde gemald der AAV 7 durchgefuhrt. Es wurden 214 mg
(0.402 mmol) O-tert-Butyl-[4-amino-3-(4-N,N*-bis-tert-butoxycarbonylguanidinobut-1-
in-1-yl)-benzyl]carbamat 65b eingesetzt.

Ausbeute: 123 mg (0.230 mmol, 57%) eines

gelben Feststoffes. - DC: Ri-Wert Boc. e \3 /N
(CH,Clo/CH3OH: 9:1 v/v): 0.28. - Smp.: 124 °C. Hmﬁ%”mc
'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-ds): 10.94 (s,
1H, NH-1), 7.27 (brs, 2H, H-4, BocNH), 7.22 (d,
3Jun = 8.2 Hz, 1H, H-7), 6.92 (d, 3Jun = 8.2 Hz, C27H41NsOg

1H, H-6), 6.17 (s, 1H, H-3), 4.15 (d, *Jun = 6.3 M= 5316443 g/mol

Hz, 1H, BnCH,), 3.52 (t, 3Jun = 7.9 Hz, 2H, H-9), 2.90 (brs, 2H, H-8), 1.42 (s, 9H, 3 *
BocCHa), 1.38 (s, 9H, 3 * BocCHs), 1.29 (s, 9H, 3 * BocCHs). - **C-NMR: & [ppm]
(101 MHz, DMSO-de): 160.9 (C-10), 155.7 (2 * BocC=0), 136.9 (C-2), 135.1 (C-7a),
130.4 (C-5), 128.1 (C-3a), 120.2 (C-6), 117.7 (C-4), 110.4 (C-7), 99.0 (C-3), 77.5 (C-
9), 44.0 (BnCHy), 28.3 (2 * C-BocC(CHs), 28.1 (C-8). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3281,
2930, 1683, 1632, 1486, 1390, 1301, 1146, 966, 776. - HRMS (FAB, m/z): ber.:
532.3135 [M+H]*, gef.: 532.3122 [M+H]".

Versuch 2:

Die Synthese wurde gemals der AAV 11 durchgefihrt. Es wurden 186 mg
(0.271 mmol) 5-(O-tert-Butoxycarbonyl)-aminomethyl-2-(2-N,N‘-bis-tert-
butoxycarbonylguanidino ethyl)-1-(4-toluolsulfonyl)-indol 66b eingesetzt. Es wurde 2
M KOH in Methanol als Reagenz verwendet. Die Reaktionsdauer betrug 4 h bei

Raumtemperatur.
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Es wurde das Edukt 66b reisoliert (75%).

Versuch 3:

Die Synthese wurde gemal3 der AAV 11 durchgefiihrt. Es wurden 27 mg (39 pmol) 5-
(O-tert-Butoxycarbonyl)-aminomethyl-2-(2-N,N‘-bis-tert-
butoxycarbonylguanidinoethyl)-1-(4-toluolsulfonyl)-indol 66b eingesetzt. Es wurde 5
M KOH in Methanol als Reagenz verwendet. Die Reaktionsdauer betrug 2 h in der
Siedehitze.

Ausbeute: 2 mg (4 pmol, 1%) eines gelben Feststoffes. Die Signale des *H-NMR-
Spektrums entsprechen den oben angegebenen Werten. FiUr eine vollstandige
Charakterisierung war die in dieser Reaktion erhaltene Menge nicht ausreichen.

Synthese 3:

Die Synthese wurde gemal der AAV 11 durchgefihrt. Es wurden 408 mg (595 pmol)
5-(O-tert-Butoxycarbonyl)-aminomethyl-2-(2-N,N‘-bis-tert-butoxycarbonylguanidino
ethyl)-1-(4-toluolsulfonyl)-indol 66b eingesetzt. Es wurde 2 M KOH in Methanol als

Reagenz verwendet. Die Reaktionsdauer betrug 2 h bei 35 °C.

Ausbeute: 66 mg (0.12 mmol, 21%) eines gelben Feststoffes. Die analytischen Daten
entsprechen den oben angegebenen. Aul3erdem wurden noch 118 mg (202 pmol,
34%) des Eduktes 66b, bei dem eine Boc-Gruppe fehlte, erhalten.

Synthese 4:

Die Synthese wurde gemaR der AAV 11 durchgefuhrt. Es wurden 186 mg
(0.271 mmol) 5-(O-tert-Butoxycarbonyl)-aminomethyl-2-(2-N,N*-bis-tert-butoxy
carbonylguanidinoethyl)-1-(4-toluol-sulfonyl)-indol 66b  eingesetzt. Es wurde
5 M KOH in Methanol als Reagenz verwendet. Die Reaktionsdauer betrug 24 h bei
Raumtemperatur. Wéahrend der ersten halben Stunde wurde die Temperatur des

Reaktionskolbens mit einem Wasserbad konstant gehalten.

Ausbeute: 101 mg (0.19 mmol, 68%) eines gelblichen Feststoffes. Die analytischen

Daten entsprechen den oben angegebenen.

Synthese 5:

Die Synthese wurde gemald der AAV 11 durchgefiuhrt. Es wurden 585 mg
(0.853 mmol) 5-(O-tert-Butoxycarbonyl)-aminomethyl-2-(2-N,N‘-bis-tert-butoxy
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carbonylguanidinoethyl)-1-(4-toluolsulfonyl)indol 66b eingesetzt. Als Reagenz wurde
5MKOH in Methanol eingesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 24 h bei
Raumtemperatur. Wahrend der ersten halben Stunde wurde die Temperatur des
Reaktionskolbens mit einem Wasserbad konstant gehalten.

Ausbeute: 272 mg (0.512 mmol, 60%) eines gelben Feststoffes. Die analytischen

Daten stimmen mit den zuvor angegebenen Uberein.

Synthese 6:

Die Synthese wurde gemafll der AAV 11 durchgefuhrt. Es wurden 187 mg
(0.273 mmol) 5-(O-tert-Butoxycarbonyl)-aminomethyl-2-(2-N,N*-bis-tert-butoxy
carbonylguanidinoethyl)-1-(4-toluolsulfonyl)indol 66b eingesetzt. Als Reagenz wurde
5MKOH in Methanol eingesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 43h bei
Raumtemperatur. Wahrend der ersten halben Stunde wurde die Temperatur des
Reaktionskolbens mit einem Wasserbad konstant gehalten.

Ausbeute: 78 mg (0.147 mmol, 54%) eines gelben Feststoffes. Die analytischen

Daten stimmen mit den zuvor angegebenen Uberein.

Synthese 7:

Die Synthese wurde gemaR der AAV 11 durchgefuhrt. Es wurden 500 mg
(0.729 mmol) 5-(O-tert-Butoxycarbonyl)-aminomethyl-2-(2-N,N*-bis-tert-butoxy
carbonylguanidinoethyl)-1-(4-toluolsulfonyl)indol 66b eingesetzt. Als Reagenz wurde
5M NaOH in Methanol eingesetzt. Die Reaktionsdauer betrug 29 h bei
Raumtemperatur. Wahrend der ersten halben Stunde wurde die Temperatur des

Reaktionskolbens mit einem Wasserbad konstant gehalten.

Ausbeute: 302 mg (0.569 mmol, 78%) eines gelben Feststoffes. Die analytischen

Daten stimmen mit den zuvor angegebenen Uberein.

Synthese 8:

Die Synthese wurde gemalf der AAV 11 durchgefiihrt. Es wurden 59 mg (86 umol) 5-
(O-tert-Butoxycarbonyl)-aminomethyl-2-(2-N,N‘-bis-tert-butoxycarbonylguanidino

ethyl)-1-(4-toluolsulfonyl)-indol 66b eingesetzt. Es wurde 5 M NaOH in Methanol als
Reagenz verwendet. Es wurde 40 h bei Raumtemperatur gertuhrt. Wahrend der
ersten halben Stunde wurde die Temperatur des Reaktionskolbens mit einem

Wasserbad konstant gehalten.
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Ausbeute: 45 mg (85 umol, 99%) eines gelben Feststoffes. Die analytischen Daten

stimmen mit den zuvor angegebenen uberein.

2-(2-Guanidinoethyl)-5-aminomethyl-1H-indol 46

Versuch 1:

Es wurden 5 mL konz. Schwefelsdure zu 5 g Ammoniumchlorid getropft und der
entstehende gasférmige Chlorwasserstoff Gber zwei Stunden in eine LOsung von
40 mg (75 pmol) 5-(O-tert-Butoxycarbonyl)-aminomethyl-2-(2-N,N‘-Bis-tert-
butoxycarbonylguanidinoethyl)-1H-indol 66a in 10 mL Ethylacetat geleitet. Dabei fiel

ein roter Feststoff aus, der filtriert und unter vermindertem Druck getrocknet wurde.

Das gewinschte Produkt 46 konnte nicht erhalten werden.

Versuch 2:

Es wurden 29 mg (0.054 mmol) 5-(O-tert-Butoxycarbonyl)-aminomethyl-2-(2-N,N"-
bis-tert-butoxycarbonylguanidinoethyl)-1H-indol 66a in 2.5mL Acetonitril/dest.
Wasser im Verhaltnis 7:3 v/v gelést und mit einem Tropfen konz. Salzsdure vesetzt.
Die Reaktionslosung wurde fur funf Minuten mit einem HeiB3luftfon erhitzt. Das

Losungsmittel wurde abschliel3end durch Gefriertrocknung entfernt.

Ausbeute: 24 mg eines roten Schaums.

Synthese 1:

Es wurden 18 mg (35 umol) 5-(O-tert-Butoxycarbonyl)-aminomethyl-2-(2-N,N*-bis-
tert-butoxycarbonylguanidinoethyl)-1H-indol 66a  eingesetzt. Als L&sungsmittel
wurden 3 mL (69 mL pro 1 mmol) CH3CN/dest. Wasser 1:1 bei Raumtemperatur
verwendet. Dann wurden 1.5 mL 3 M Salzsaure zur Reaktionslésung gegeben. Nach
120 h wurde dunnschichtchromatographisch voller Umsatz des Eduktes detektiert
(CH.CI,/CH3OH: 4:1 v/v). Das Reaktionsgemisch wurde daraufhin mit Ethylacetat
extrahiert. Da aus der organischen Phase kein Produkt isoliert werden konnte, wurde
die wassrige Phase unter vermindertem Druck getrocknet. Die Reinigung des
Ruckstandes aus der wassrigen Phase erfolgte an RP-Kieselgel mit Wasser als

Eluent.

Ausbeute: 6 mg (0.02 umol, 57%) des Hydrochlorids von 46 als einen leicht rosanen

Feststoff. Die Signale des *H-NMR-Spektrums entsprechen den unten angegebenen
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Werten. Fur eine vollstandige Charakterisierung war die in dieser Reaktion erhaltene
Menge nicht ausreichend.

Synthese 2:

Die Reaktion wurde gemal der AAV 12 durchgefuhrt. Es wurden 55 mg (0.10 mmol)
5-(O-tert-Butoxycarbonyl)-aminomethyl-2-(2-N,N‘-bis-tert-butoxycarbonylguanidino
ethyl)-1H-Indol 66a eingesetzt. Es wurde fir 28 h bei Raumtemperatur geruhrt

Ausbeute: 22 mg (73 ymol, 73%) des Hydrochlorids

von 46 als einen leicht rosanen Feststoff. - *H-NMR: HzN/\j(j’I\%_/? 10 NH,
5 [ppm] (400 MHz, DMSO-de): 11.37 (s, 1H, NH-1), SN NH
8.33 (s, 3H, BnNH,, Guanidin-NH), 7.86 (t, 3Jun =

5.8 Hz, 1H, Guanidin-NH), 7.75-6.90 (brs, 2H,

Guanidin-NHy), 7.54 (s, 1H, H-4), 7.32 (d, *Jun
8.7 Hz, 1H, H-7), 7.13 (dd, 3J4yn = 8.3 Hz, 3J4n
1.7 Hz, 1H, H-6), 6.27 (s, 1H, H-3), 4.01 (dt, *Jyn = 5.8 Hz, 3Jyy = 5.8 Hz, 2H,
BnCH,), 3.52 (dt, 3Jun = 6.9 Hz, *Jun = 6.3 Hz, 2H, H-9), 2.94 (t, *Jun = 7.3 Hz, 2H,
H-8). - *C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 156.9 (C-10), 136.9 (C-2), 135.4 (C-
7a), 127.9 (C-3a), 123.8 (C-5), 120.8 (C-6), 120.4 (C-4), 110.7 (C-7), 99.1 (C-3), 58.7
(C-9), 42.6 (BNCHy>), 28.8 (C-8). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3326, 3232, 3148, 3052,
2923, 2816, 1683, 1604, 1486, 1450, 1309, 1164, 967, 804, 641. - HRMS (ESI",
m/z): ber.: 232.1557 [M+H]", gef.: 232.1552 [M+H]".

46

C12H17Ns
M = 231.2969 g/mol

Synthese 3:

Die Reaktion wurde gemald der AAV 12 durchgefuhrt. Es wurden 54 mg (0.10 mmol)
5-(O-tert-Butoxycarbonyl)-aminomethyl-2-(2-N,N‘-bis-tert-butoxycarbonylguanidin
oethyl)-1H-Indol 66a eingesetzt. Als Ldsungsmittel und Reagenz wurde 5 mL

CH3CN/4 M Salzséaure 1:1 verwendet. Es wurde fur 5 h bei Raumtemperatur geruhrt.

Ausbeute: 16 mg (53 pmol, 53%) des Hydrochlorids von 46 als einen leicht rosanen

Feststoff. Die analytischen Daten entsprechen den oben angegebenen.

Synthese 4:

Die Reaktion wurde gemall der AAV 12 durchgefiihrt. Es wurde 222 mg
(0.417 mmol) 5-(O-tert-Butoxycarbonyl)-aminomethyl-2-(2-N,N*-bis-tert-

butoxycarbonylguanidino ethyl)-1H-Indol 66a eingesetzt. Als Ldsungsmittel und
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Reagenz wurde 20 mL CH3CN/4 M Salzsaure 1:1 verwendet. Es wurde fur 72 h bei

Raumtemperatur gerthrt.

Ausbeute: 84 mg (0.28 mmol, 67%) des Hydrochlorids von 46 als einen leicht

rosanen Feststoff. Die analytischen Daten entsprechen den oben angegebenen.

9.6 Synthesen zu den CNI-Analoga 75-87

9.6.1 Synthese von 3,5-Diacetylanilin 68

5-Nitroisophthalsauredichlorid 70

0 o}
Die Reaktion wurde gemaR der AAV 13 durchgefiithrt. Es wurden ©! cl
10.1 g (47.8 mmol) 5-Nitroisophthalsdure 71 eingesetzt. Die

Reaktionsdauer betrug 2 Stunden. Das Rohprodukt wurde direkt NOz
weiter eingesetzt. CsH3C73(I)2NO4

M = 248.0197 g/mol
1,3-Diacetyl-5-nitrobenzol 69

Unter einer Stickstoffatmosphare wurden 17.4 mL (184 g, 115 mmol)
Malonsaurediethylester in 240 mL abs. THF geldst und unter starker Gasentwicklung
mit 2.95 g (123 mmol, 1.07 Aquiv.) gewaschenem Natriumhydrid versetzt. Unter
weiterer Gasentwicklung wurde die Suspension 3 Stunden bis zum Sieden erhitzt. Zu
der entstandenen Lésung wurde langsam der in absolutiertem THF aufgenommene
Ruckstand von 70 getropft. An der Eintropfstelle bildete sich hierbei kurzzeitig eine
Rotfarbung, die durch das Rihren wieder verschwand. Nach Beendigung der
Zugabe wurde die Lésung Uber 15 Stunden bis zum Sieden erhitzt. Von der nun
orangenen Ldsung wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der braune
Ruckstand wurde in Dichlormethan aufgenommen und zweimal mit dest. Wasser
gewaschen. Die vereinigten wassrigen Phasen wurden mit CH,Cl, extrahiert, die
vereinigten organischen Phasen wurden dber Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das erhaltene gelbe Ol wurde in einem Gemisch
aus 5 mL konzentrierter Schwefelsaure, 100 mL konzentrierter Essigsaure und 20
mL Wasser aufgenommen und Uber 3.5 Stunden in der Siedehitze gerihrt. Im
Anschluss wurden 250 mL Wasser hinzugegeben und das Produkt dreimal mit

CH.CI, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat
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getrocknet und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 4:1 v/v) gereinigt. O o)

Ausbeute: 2.87 g (13.8 mmol, 29%) eines farblosen Feststoffes. -

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 8.94 (d, “Jun = 1.6 Hz, 2H, ¢ ®
H-4/-6), 8.81 (t, “Jun = 1.6 Hz, 1H, H-2), 2.74 (s, 6H, CHs). - **C- NO,
NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 195.1 (Carbonyl-C), 149.0 (C-5), 69
139.0 (C-1/-3), 132.9 (C-2), 126.7 (C-4/-6), 26.9 (CHs). C1oHoNO,

M = 207.1828 g/mol
1,3-Diacetylanilin 68

Die Reaktion wurde gemal3 der AAV 1 durchgefihrt. Es wurden 2.80 g (13.5 mmol)
1,3-Diacetyl-5-nitrobenzol 69 und 4 Aquiv. SnCl, eingesetzt. Die Reaktionsdauer

betrug 15 Minuten und die Reinigung erfolgte nach Variante a.

Ausbeute: 2.35 g (13.2 mmol, 98%) eines hell-gelben Feststoffes. -

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCl3): 7.89 (d, *Jun = 1.5 Hz, 2H, H- 1 |
4/-6), 7.43 (t, *Jun = 1.5 Hz, 1H, H-2), 2.61 (s, 6H, CHs). - *C-

NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCl3): 197.8 (Carbonyl-C), 147.2 (C-1), ' NH;
138.6 (C-3/-5), 118.8 (C-4), 118.4 (C-2/-6), 26.9 (CHs). - IR: o8
Wellenzahl [cm™]: 3431, 3347, 3233, 1670, 1601, 1333, 1229, 861, C1H: NO,

676, 587. - HRMS (FAB, m/z): ber.. 178.0868 [M+H]", gef.: M=177.1998 g/mol
178.0860 [M+H]".
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9.6.2 Synthese der N,N*‘-Bis[3,5-diacetylphenyl]-Diamide 89-100

N,N‘-Bis[3,5-diacetylphenyl]ethandiamid 89

Die Reaktion wurde gemafld der AAV 14 durchgefihrt. Es wurden 150 mg (0.850
mmol) 3,5-Diacetylanilin 68, 5.7 Aquiv. abs. Pyridin (anstatt 2.7 Aquiv.) und 2 Aquiv.
Oxalylchlorid (anstatt 0.5 Aquiv.) eingesetzt.

Ausbeute: 110 mg (0.270 mmol, 63%) eines schwach 0} O
grauen Feststoffes. - 'H-NMR: & [ppm] (500 MHz, DMSO- :

de): 11.43 (s, 2H, Amid-NH), 8.92 (d, *Jun = 1.6 Hz, 4H, H- 2 6 0

2/-6), 8.06 (t, *Jun = 1.6 Hz, 2H, H-4), 2.68 (s, 12H, CHy). - HNm)KNH
BC-NMR: 3 [ppm] (125 MHz, DMSO-ds): 197.4 (Carbonyl- 0

C), 145.2 (C-1), 142.8 (C-3/-5), 124.1 (C-4), 123.8 (C-2/-6),

26.8 (CHs). - IR: Wellenzahl [cm'l]: 3275, 3077, 1674, 1446, 89 O )
1229. - HRMS (ESI*, m/z): ber.: 431.1214 [M+Na]", gef.: C22H20N204

. M = 408.4040 g/mol
431.1202 [M+Na]".

N,N‘-Bis[3,5-diacetylphenyl]butandiamid 90

Die Reaktion wurde gemall der AAV 14 durchgefuhrt. Es wurden 200 mg (1.13

mmol) 3,5-Diacetylanilin 68 und 0.5 Aquiv. 1,4-Butandisaurechlorid eingesetzt.

Ausbeute: 185 mg (0.425 mmol, 75%) eines schwach O o
grauen Feststoffes. - *H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-

de): 10.45 (s, 2H, Amid-NH), 8.42 (d, “Jun= 1.4 Hz, 4H,H- ?> Y °_, O
2/-6), 8.14 (t, “Jun = 1.5 Hz, 2H, H-4), 2.73 (s, 4H, H-a), HNNNH

O
2.62 (s, 12H, CHs). - *C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-
de): 197.3 (Carbonyl-C), 171.0 (Amid-C), 140.1 (C-1), 90 I I
137.5 (C-3/-5), 122.3 (C-4), 122.0 (C-2/-6), 30.8 (C-a), CaaHosN5Og

26.7 (CHs). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3351, 3105, 1674, M= 4364572 g/mol

1556, 1445, 1261. - HRMS (ESI*, m/z): ber.: 437.1713 [M+H]*, gef.: 431.1710
[M+H]".
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N,N*-Bis[3,5-diacetylphenyl]hexandiamid 91

Die Reaktion wurde gemald der AAV 14 durchgefuhrt. Es wurden 300 mg (1.70
mmol) 3,5-Diacetylanilin 68 und 0.5 Aquiv. 1,6-Hexandisaurechlorid eingesetzt.

Ausbeute: 201 mg (0.433 mmol, 52%) eines
farblosen Feststoffes. - *H-NMR: & [ppm] (400 MHz,
DMSO-dg): 10.31 (s, 2H, Amid-NH), 8.41 (s, 4H, H-2/- .
6), 8.13 (s, 2H, H-4), 2.62 (s, 12H, CHa), 2.41-2.38 HNMNH
(m, 4H, H-a), 1.68-1.66 (m, 4H, H-b). - C-NMR:
O [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 197.2 (Carbonyl-C),
171.7 (Amid-C), 140.1 (C-1), 137.6 (C-3/-5), 122.4 Ca6H2sN206

(C-4), 122.2 (C-2/-6), 36.2 (C-a), 26.8 (CHz), 24.6 (C- " ro+51039/mol

b). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3350, 3107, 1676, 1554, 1448, 1223. - HRMS (ESI*, m/2):
ber.: 465.2020 [M+H]", gef.: 465.2015 [M+H]".

91
O O

N,N‘-Bis[3,5-diacetylphenyl]octandiamid 92

Die Reaktion wurde gemald der AAV 14 durchgefuhrt. Es wurden 250 mg (1.41

mmol) 3,5-Diacetylanilin 68 und 0.5 Aquiv. 1,8-Octandisaurechlorid eingesetzt.

Ausbeute: 205 mg (0.441 mmol, 63%) eines o
farblosen Feststoffes. - 'H-NMR: & [ppm] (400
MHz, DMSO-dg): 10.26 (s, 2H, Amid-NH), 8.40
(d, “Jqn = 1.5 Hz, 4H, H-2/-6), 8.12 (t, Iy = 1.5
Hz, 2H, H-4), 2.62 (s, 12H, CHa3), 2.35 (t, *Jyn =

7.3 Hz, 4H, H-a), 1.68-1.58 (m, 4H, H-b), 1.37- 92
1.36 (m, 4H H-c). - *C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CpsHaoN,0g  © O
DMSO-dg): 197.1 (Carbonyl-C), 171.7 (Amid-C), M = 492.5635 g/mol

140.0 (C-1), 137.4 (C-3/-5), 122.2 (C-4), 122.1 (C-2/-6), 36.2 (C-a), 28.3 (C-C), 26.7
(CHs), 24.7 (C-b). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3360, 3108, 1678, 1552, 1452, 1223. -
HRMS (ESI*, m/z): ber.: 493.2339 [M+H]*, gef.: 493.2332 [M+H]".

N,N‘-Bis[3,5-diacetylphenyl]decandiamid 67

Die Reaktion wurde gemal3 der AAV 14 durchgefihrt. Es wurden 951 mg (5.37

mmol) 3,5-Diacetylanilin 68 und 0.5 Aquiv. 1,10-Decandisaurechlorid eingesetzt.
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Ausbeute: 537 mg (1.03 mmol, 38%) eines
farblosen Feststoffes. - *H-NMR: & [ppm] (400 :
MHz, DMSO-dg): 10.43 (s, 2H, Amid-NH), 8.54 )t(;j‘\ c o
(d, “Jun = 1.6 Hz, 4H, H-2/-6), 8.25 (t, “Jup = HNWNH
1.6 Hz, 2H, H-4), 2.74 (s, 12H, CHs), 2.46 (t, ° o \,(©\,(
3Jun = 7.5 Hz, 4H, H-a), 1.75-1.71 (m, 4H, H-

13 CaoH3sN20s O o}
b), 1.45-1.40 (m, 8H H-c/-d). - “C-NMR: M = 520.6166 g/mol
O [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 197.3 (Carbonyl-C), 171.9 (Amid-C), 140.1 (C-1),
137.6 (C-3/-5), 122.3 (C-4), 122.2 (C-2/-6), 36.4 (C-a), 28.7, 28.6 (C-c/-d), 26.9
(CHs), 24.9 (C-b). - IR: Wellenzahl [cm™Y]: 3338, 2987, 2915, 1671, 1549, 1448, 1234,
896. - HRMS (FAB, m/z): ber.: 521.2652 [M+H]", gef.: 521.2673 [M+H]".

N,N‘-Bis[3,5-diacetylphenyl]dodecandiamid 93

Die Reaktion wurde gemal® der AAV 14 durchgefuhrt. Es wurden 250 mg (1.41
mmol) 3,5-Diacetylanilin 68 und 0.5 Aquiv. 1,12-Dodecandisaurechlorid eingesetzt.

Ausbeute: 177 mg (0.323 mmol, 46%)

eines farblosen Feststoffes. - *H-NMR:

0 [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 10.28 (s, e e O
2H, Amid-NH), 8.40 (s, 4H, H-2/-6), 8.14 = NH
0]
(s, 2H, H-4), 2.63 (s, 12H, CHjy), 2.34 (t, 93
%Jun = 7.5 Hz, 4H, H-a), 1.67-1.57 (m, CapHaoN,O6 T
4H, H-b), 1.24 (s, 12H H-c/-d/-e). - °C- M = 548.6698 g/mol

NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 197.1 (Carbonyl-C), 171.7 (Amid-C), 140.0 (C-
1), 137.5 (C-3/-5), 122.3 (C-4), 122.1 (C-2/-6), 36.3 (C-a), 28.7, 28.6, 28.5 (C-c/-d/-e),
26.7 (CHs), 24.9 (C-b). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3363, 3109, 1670, 1547, 1453, 1226. -
HRMS (FAB, m/z): ber.: 549.2965 [M+H]", gef.: 549.2990 [M+H]".

N,N‘-Bis[3,5-diacetylphenyl]tetradecandiamid 94

Die Reaktion wurde gemal der AAV 14 durchgefuhrt. Es wurden 198 mg (1.12

mmol) 3,5-Diacetylanilin 68 und 0.5 Aquiv. 1,14-Tetradecandisaurechlorid eingesetzt.
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Ausbeute: 157 mg (0.272 mmol,
49%) eines farblosen Feststoffes.
- 'H-NMR: & [ppm] (400 MHz,

O
DMSO-de): 10.27 (s, 2H, Amid- HN NN NH
NH), 8.41 (d, “Jun = 1.3 Hz, 4H, © ot
4 _
H-2/ 6), 8.13 (t, JH,H =15 HZ, C34H44N206
2H, H-4), 2.62 (s, 12H, CHy), M = 576.7230 g/mol o) )

2.33 (t, *Jun = 7.3 Hz, 4H, H-a), 1.59 (q, *Jun = 6.6 Hz, 4H, H-b), 1.29-1.23 (m, 16H,
H-c/-d/-e/-f). - B3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 197.2 (Carbonyl-C), 171.9
(Amid-C), 140.1 (C-1), 137.6 (C-3/-5), 122.4 (C-4), 122.2 (C-2/-6), 36.4 (C-a), 29.0,
28.9, 28.8, 28.6 (C-c/-d/-e/-f), 26.9 (CHa3), 25.0 (C-b). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3360,
2987, 2916, 1677, 1598, 1368, 1226, 886. - HRMS (FAB, m/z): ber.: 577.3277
[M+H]", gef.: 577.3284 [M+H]".

N,N*-Bis[3,5-diacetylphenyl](cis/trans)-1,4-cyclohexandiamid 95

Die Reaktion wurde gemald der AAV 14 durchgefihrt. Es wurden 200 mg (1.13
mmol) 3,5-Diacetylanilin 68 und 0.5 Aquiv. (cis/trans)-1,4-

Cyclohexandicarbonséaurechlorid eingesetzt.

Ausbeute: 205 mg (0.418 mmol, 73%) eines O o}
braunlichen Ols. - *H-NMR: & [ppm] (400 MHz, = o)
DMSO-de): 10.35 (s, 2H, Amid-NH), 8.48 (s, 4H, H- 2 F6 bO,JLNH
2/-6), 8.13 (s, 2H, H-4), 2.70-2.66 (m, 2H, H-a), 2.63 HNW%
(s, 12H, CHs), 1.74-1.60 (m, 8H, H-b). - *C-NMR: o
o [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 197.2 (Carbonyl-C), O o}
174.5 (Amid-C), 140.3 (C-1), 137.6 (C-3/-5), 122.4 %

Ca2gH30N206
(C-4), 122.2 (C-2/-6), 41.7 (C-a), 27.7 (C-b), 26.8 M = 490.5476 g/mol

(CHs). - IR: Wellenzahl [cm™Y]: 3336, 3068, 2952, 1666, 1599, 1542, 889, 751. -
HRMS (ESI*, m/z): ber.: 491.2177 [M+H]*, gef.: 491.2173 [M+H]".

N,N‘-Bis[3,5-diacetylphenyl]-2-butendiamid 96

Versuch 1:

In einer Stickstoffatmosphéare wurden 20 mg (0.11 mmol) 3,5-Diacetylanilin 68 und
0.03 mL (0.02 g, 0.2 mmol, 1.3 Aquiv.) DIPEA in 4 mL abs. DMF geldst. Die gelbliche
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Losung wurde anschlieRend mit 13 mg (0.11 mmol, 1 Aquiv.) Fumarsaure und 55 mg
(0.17 mmol, 1.5 Aquiv.) TBTU versetzt. Die Reaktionslosung farbte sich daraufhin
von gelb zu schwarz und wurde fir 3 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. Im
Anschluss wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt, der schwarze Ruckstand in
Ethylacetat aufgenommen und zweimal mit dest. Wasser gewaschen. Die organische
Phase wurde uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das LOsungsmittel im
Vakuum entfernt. Das roétliche Rohprodukt wurde am Chromatotron mit CH,Cl, als
Laufmittel gereinigt. Das Produkt 96 wurde jedoch nicht erhalten.

Versuch 2:

In einer Stickstoffatmosphare wurden 24 mg (0.14 mmol) 3,5-Diacetylanilin 68 und
0.02 mL (0.02 g, 0.1 mmol, 1 Aquiv.) DIPEA in 4 mL abs. DMF gel6st. AnschlieRend
wurde die gelbe Lésung mit 13 mg (0.11 mmol, 1.2 Aquiv.) Fumarséaure, 17 mg (0.13
mmol, 1.1 Aquiv.) HOBt und 0.02 mL (0.02 g, 0.1 mmol, 1 Aquiv.) DIC versetzt,
wobei sie sich braunlich farbte. Die Reaktionslésung wurde fur 3 Stunden bei
Raumtemperatur gerthrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der
schwarze Rickstand in Ethylacetat aufgenommen. Die organische Phase wurde
zweimal mit dest. Wasser gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde am Chromatotron mit

CHCI, als Laufmittel gereinigt. Jedoch konnte das Produkt 96 nicht isoliert werden.

Synthese 1:

Die Reaktion wurde gemald der AAV 14 durchgefuhrt. Es wurden 200 mg (1.13
mmol)  3,5-Diacetylanilin 68 und 0.5 Aquiv.

Fumarsaurechlorid eingesetzt.

Ausbeute: 213 mg (0.530 mmol, 94%) eines schwach
grauen Feststoffes. - 'H-NMR: & [ppm] (400 MHz,
DMSO-dg): 10.36 (s, 2H, Amid-NH), 8.27 (d, J = 1.3 Hz,
4H, H-2/-6), 8.07 (t, “Jupn = 1.5 Hz, 2H, H-4), 7.23 (s, 2H,
H-a), 2.66 (s, 12H, CHs). - *C-NMR: & [ppm] (101 MHz,

DMSO-dg): 197.3 (Carbonyl-C), 162.8 (Amid-C), 139.7 96 O O
(C-1), 137.9 (C-3/-5), 133.9 (C-a), 122.5 (C-4), 122.3 (C-

CZ4H22N206
2/-6), 26.8 (CHs). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3352, 2987, M = 434.4413 g/mol
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2901, 1675, 1557, 1447, 1231, 1066, 886, 596. - HRMS (ESI*, m/z): ber.: 435.1556
[M+H]", gef.: 435.1554 [M+H]".

N,N‘-Bis[3,5-diacetylphenyl]-1,4-phenylacetdiamid 97

Die Reaktion wurde gemafll der AAV 14 durchgefihrt. Es wurden 198 mg (1.12
mmol) 3,5-Diacetylanilin 68 und 0.5 Aquiv. 1,4-Phenyldiacetylchlorid eingesetzt.

Ausbeute: 140 mg (0.270 mmol, 48%) eines leicht O 0}
violetten Feststoffes. - 'H-NMR: & [ppm] (400
MHz, DMSO-dg): 10.57 (s, 2H, Amid-NH), 8.41 (s, 2 6

4H, H-2/-6), 8.14 (s, 2H, H-4), 7.31 (s, 4H, H-2'/- HN I o
3"), 3.66 (s, 4H, CHy,), 2.70 (s, 12H, CHs). - *C- o NH
NMR: &[ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 197.2 97
(Carbonyl-C), 169.8 (Amid-C), 140.0 (C-1), 137.6
C30H28N20g
(C-3/-5), 134.0 (C-1'/-4"), 129.2 (C-2'/-3’), 122.6 M=5125531g/mol O o)

(C-4), 122.3 (C-2/-6), 43.0 (CH,), 26.9 (CHs). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3268, 2987,
2901, 1683, 1555, 1222, 1066, 602. - HRMS (ESI*, m/z): ber.: 513.202 [M+H]", gef.:
513.201 [M+H]".

N,N‘-Bis[3,5-diacetylphenyl]-1,3-phenylacetdiamid 98

Die Reaktion wurde gemald der AAV 14 durchgefuhrt. Es wurden 198 mg (1.12
mmol) 3,5-Diacetylanilin 68 und 0.5 Aquiv. 1,3-Phenyldiacetylchlorid eingesetzt.

Ausbeute: 210 mg (0.410 mmol, 72%) eines leicht O O o o
violetten Feststoffes. - 'H-NMR: & [ppm] (400
MHz, DMSO-dg): 10.60 (s, 2H, Amid-NH), 8.40 (s, 2 6

4H, H-2/-6), 8.14 (s, 2H, H-4), 7.34-7.22 (m, 4H, HN NH
H-2/-4/-5'/-6"), 3.68 (s, 4H, CH,), 2.61 (s, 12H, O o Fu O
CHs). - *C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 958

197.2 (Carbonyl-C), 169.7 (Amid-C), 140.0 (C-1), CachoaNOe

137.6 (C-3/-5), 135.6 (C-1'/-3’), 129.8, 128.4, M = 512.5531 g/mol

127.6 (C-2'/-4’[-5'1-6’), 122.7 (C-4), 122.3 (C-2/-6), 43.3 (CH), 26.9 (CH3). - IR:
Wellenzahl [em™]: 3341, 1699, 1551, 1353, 1201, 886, 683, 587. - HRMS (FAB, m/z):
ber.: 513.2025 [M+H]", gef.: 513.2019 [M+H]".
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N,N*-Bis[3,5-diacetylphenyl]-1,4-benzoldiamid 99

Die Reaktion wurde gemald der AAV 14 durchgefihrt. Es wurden 200 mg (1.13
mmol) 3,5-Diacetylanilin 68 und 0.5 Aquiv. 1,4-Benzoldicarbonsaurechlorid

eingesetzt.

Ausbeute: 258 mg (0.533 mmol, 94%) eines 0o O

farblosen Feststoffes. - *H-NMR: & [ppm] (400 MHz, o)
DMSO-de): 10.81 (s, 2H, Amid-NH), 8.68 (d, *“Jyn = 26 2 NH
1.5 Hz, 4H, H-2/-6), 8.25 (t, “Jun = 1.4 Hz, 2H, H-4), HN

8.19 (s, 4H, H-27), 2.68 (s, 12H, CHs). - *C-NMR: o)

O [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 197.3 (Carbonyl-C), o) o
165.1 (Amid-C), 139.9 (C-1), 137.6 (C-3/-5), 127.9 %

(C-2Y), 123.8 (C-4), 123.3 (C-2/-6), 27.0 (CHa). - IR: M j@sf ;‘E,Noﬁ,%",mo,
Wellenzahl [cm™]: 3340, 1671, 1545, 1233. - HRMS

(ESI*, m/z): ber.: 485.1707 [M+H]", gef.: 485.1712 [M+H]".

N,N‘-Bis[3,5-diacetylphenyl]-1,3-benzoldiamid 100

Die Reaktion wurde gemall der AAV 14 durchgefuhrt. Es wurden 200 mg (1.13

mmol) 3,5-Diacetylanilin 68 und 0.5 Agquiv. 1,3-Benzoldicarbonsaurechlorid

eingesetzt.

Ausbeute: 264 mg (0.545 mmol, 96%) eines O . 0}

farblosen Feststoffes. - *H-NMR: & [ppm] (400 '

MHz, DMSO-dg): 11.00 (s, 2H, Amid-NH), 8.83 2 ?5 S £y

(t, “Iun = 1.5 Hz, 2H, H-2), 8.75 (d, “Jupn = 1.4 HN < N o
Hz, 4H, H-2/-6), 8.24 (dd, ®Jyn = 7.8, 1.7 Hz, 2H, 0 0

H-4/-6’), 8.22 (t, “Jun = 1.4 Hz, 2H, H-4), 7.75 (t, 100 o
3Jun = 7.8 Hz, 1H, H-5"), 2.70 (s, 12H, CHs). - Ca2gH24N206

13 M = 484.5000 g/mol
C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg); 197.2

(Carbonyl-C), 165.2 (Amid-C), 140.0 (C-1), 137.6 (C-3/-5), 134.3 (C-1'/-3’), 131.2 (C-
4/-6’), 128.9 (C-5'), 126.9 (C-2)), 123.8 (C-4), 123.3 (C-2/-6), 26.9 (CHs). - IR:
Wellenzahl [Cm'l]: 2987, 2901, 1663, 1550, 1251, 1133, 680, 587. - HRMS (FAB,
m/z): ber.: 485.1712 [M+H]", gef.: 485.1690 [M+H]".
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9.6.3 Synthese der Guanylhydrazone zur Darstellung der CNI-1493 Analoga

3,5-Bis[1(aminoiminomethyl)-hydrazoethyl]anilin-bishydrochlorid 87

Die Reaktion wurde gemald der AAV 15 durchgefiihrt. Es wurden 100 mg (0.570
mmol) 3,5-Diacetylanilin 68 in 3 mL Ethanol/dest. Wasser (9:1 v/v) eingesetzt.
Ausbeute: 132 mg (0.364 mmol, 64%) eines farblosen HN

YNHZ YNHZ
Feststoffes. - "H-NMR: & [ppm] (400 MHz, D;0): 8.13- | NH

8.11 (m, 1H, H-4), 7.86-7.84 (m, 2H, H-2/-6), 2.38 (s, h N

6H, CHs). - *C-NMR: & [ppm] (101 MHz, D,0): 155.7
(Guanidin-C), 153.1 (Imin-C), 139.4 (C-3/-5), 132.0 (C-
1), 1245 (C-4), 121.6 (C-2/-6), 14.2 (CH3). - IR:
Wellenzahl [em™]: 3151, 2989, 1626, 1607, 885, 574. - 87
HRMS (ESI*, m/z): ber.: 290.1836 [M-2HCI+H]", gef.: C1,H21CloNg
290.1833 [M-2HCI+H]". M = 362.2614 g/mol

HN

N,N'-Bis[3,5-bis[1(aminoiminomethyl)-hydrazoethyl]phenyl]ethandiamid-
tetrahydrochlorid 75

Die Reaktion wurde gemal3 der AAV 15 HNYNHZ HN NH,

durchgefiihrt. Es wurden 91 mg (0.22 mmol) 89 HN_ _NH

in 5 mL Ethanol/dest. Wasser (9:1 V/v) IN 4 N|
eingesetzt. , o o 4 HC
Ausbeute: 94 mg (0.12 mmol, 55%) eines HNTHJ\NH
farblosen Feststoffes. -'H-NMR: & [ppm] (500 o

MHz, DMSO-dg): 11.31 (brs, 4H, Guanidin-NH),

10.81 (s, 2H, Amid-NH), 8.43 (d, “Jun = 1.5 Hz, |N Nl
4H, H-2/-6), 8.17 (s, 2H, H-4), 7.82 (brs, 12H, 'E\/ I
Guanidin-NzHs), 2.41 (s, 12H, CHs). - **C-NMR;: HN™ "NHz  HN™ "NH;
& [ppm] (125 MHz, DMSO-dg): 158.3 (Amid-C), 75

156.1 (Guanidin-C), 151.3 (Imin-C), 137.8 (C-3/- M?‘;‘;“;E‘fz";“;g,o;m

5), 137.7 (C-1), 120.9 (C-4), 119.8 (C-2/-6), 14.7
(CHs). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3305, 3151, 1669, 1588, 1348. - HRMS (ESI*, m/z):
ber.: 633.3341 [M-4HCI+H]", gef.: 633.3347 [M-4HCI+H]".
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N,N'-Bis[3,5-bis[1(aminoiminomethyl)-hydrazoethyl]phenyl]butandiamid-
tetrahydrochlorid 76

Die Reaktion wurde gemaR der AAV 15 Y
durchgefiihrt. Es wurden 148 mg (0.339 mmol) N NI

90 in 3 mL Ethanol/dest. Wasser (9:1 v/v) 4 HC
X

eingesetzt. HNMNH
Ausbeute: 259 mg (0.322 mmol, 95%) eines o)

leicht grauen Feststoffes. -'H-NMR: & [ppm] \/ij\/
(400 MHz, DMSO-de): 11.28 (brs, 4H, Guanidin- N N
NH), 10.31 (s, 2H, Amid-NH), 8.13 (s, 4H, H-2/- PN

6), 8.04 (s, 2H, H-4), 7.82 (brs, 12H, Guanidin-
NoHs), 2.72 (s, 4H, H-a), 2.38 (s, 12H, CHs). -
13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-d): 170.1
(Amid-C), 156.1 (Guanidin-C), 151.8 (Imin-C),
139.5 (C-1), 137.7 (C-3/-5), 118.8 (C-4), 118.7 (C-2/-6), 56.0 (C-a), 15.2 (CH3). - IR:
Wellenzahl [cm™]: 3236, 3075, 1667, 1590, 1355, 1348. - HRMS (FAB, m/z): ber.:
661.3659 [M-4HCI+H]", gef.: 661.3660 [M-4HCI+H]".

76

C28H44Cl14N150;
M = 806.5804 g/mol

N,N'-Bis[3,5-bis[1(aminoiminomethyl)-hydrazoethyl]phenyl]hexandiamid-
tetrahydrochlorid 77

Die Reaktion wurde gemald der AAV 15 HoN_ _NH HN

durchgefiihrt. Es wurden 137 mg (0.294 HN
N

mmol) 91 in 3 mL Ethanol/dest. Wasser (9:1

v/v) eingesetzt.

Ausbeute: 121 mg (0.145 mmol, 49%) eines

farblosen Feststoffes. -'H-NMR: & [ppm]

(400 MHz, DMSO-dg): 11.33 (brs, 4H,

Guanidin-NH), 10.30 (s, 2H, Amid-NH), 8.17 77 HN/IN N

(s, 4H, H-2/-6), 8.05 (s, 2H, H-4), 7.85 (brs, HNSNH HNPNH,

12H, Guanidin-N2H3), 2.41 (s, 4H, H-a), 2.39

(s, 12H, CHs), 1.67 (s, 4H, H-b). - 3C-NMR: M%g';zf;g“g;‘,’;ol

0 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 171.3 (Amid-C), 156.0 (Guanidin-C), 151.6 (Imin-C),

139.4 (C-1), 137.5 (C-3/-5), 119.4 (C-4), 118.8 (C-2/-6), 36.3 (C-a), 24.6 (C-b), 15.1
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(CHa). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3107, 1666, 1593, 1353. - HRMS (FAB, m/z): ber.:
689.3973 [M-4HCI+H]", gef.: 689.3985 [M-4HCI+H]".

N,N'-Bis[3,5-bis[1(aminoiminomethyl)-hydrazoethyl]phenyl]octandiamid-
tetrahydrochlorid 78

Die Reaktion wurde gemald der AAV 15 durchgefiihrt. Es wurden 201 mg (0.408
mmol) 92 in 3 mL Ethanol/dest.
Wasser (9:1 v/v) eingesetzt. HzNYNH HN\\I/NHZ

Ausbeute: 203 mg (0.238 mmol, 58%)
eines farblosen Feststoffes. -'H-NMR:
o [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 11.32

- - HN - -
(brs, 4H, Guanidin-NH), 10.22 (s, 2H, WNH

o)
Amid-NH), 8.15 (d, “Jun = 1.4 Hz, 4H,
H-2/-6), 8.04 (s, 2H, H-4), 7.85 (brs, ] |

N N.
12H, Guanidin-N,Hs), 2.38 (s, 12H, 78 H/’l NH
CH3), 2.36-2.28 (m, 4H, H-a), 1.70- HoN™ “NH HN™ "NH,

C32H52C14N 4180,

1.58 (m, 4H, H-b), 1.35 (s, 4H, H-c). - M = 862.6867 g/mol

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 171.4 (Amid-C), 156.0 (Guanidin-C), 151.6
(Imin-C), 139.4 (C-1), 137.4 (C-3/-5), 119.4 (C-4), 118.7 (C-2/-6), 36.2 (C-a), 28.3 (C-
c), 24.7 (C-b), 15.1 (CHa). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3338, 3167, 1678, 1587, 1355. -
HRMS (FAB, m/z): ber.: 717.4286 [M-4HCI+H]", gef.: 717.4304 [M-4HCI+H]",

N,N'-Bis[3,5-bis[1(aminoiminomethyl)-hydrazoethyl]phenyl]decandiamid-
tetrahydrochlorid 2

HN._NH, H,N__NH
Die Reaktion wurde gemanR der AAV 15 HT\I/‘N N’\'\TH
durchgefiihrt. Es wurden 533 mg (1.02 LA
mmol) 67 in 5 mL Ethanol/dest. Wasser 2 6 x 4 HCl

(9:1 v/v) eingesetzt. HNWNH
Ausbeute: 696 mg (0.781 mmol, 76%)

eines farblosen Feststoffes. -'H-NMR: & \|K©Y
[ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 11.23 (brs, /g

4H, Guanidin-NH), 10.17 (s, 2H, Amid- CasHseCluN1605
NH), 8.12 (d, *Jun = 1.6 Hz, 4H, H-2/-6), M = 890.7398 g/mol
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8.04 (t, “Jun = 1.6 Hz, 2H, H-4), 7.81 (brs, 12H, Guanidin-N2Hs), 2.37 (s, 12H, CHs),
2.33 (t, ®Jun = 7.4 Hz, 4H, H-a), 1.62-1.59 (m, 4H, H-b), 1.33-1.30 (m, 8H, H-c/-d). -
3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 171.6 (Amid-C), 156.0 (Guanidin-C), 151.8
(Imin-C), 139.4 (C-1), 137.4 (C-3/-5), 118.9 (C-2/-4/-6), 36.4 (C-a), 28.7 (C-c/-d), 25.0
(C-b), 15.2 (CHs). - IR: Wellenzahl [cm™]: 2987, 2901, 1451, 1075, 892. - HRMS
(FAB, m/z): ber.: 745.4598 [M-4HCI+H]", gef.: 745.4614 [M-4HCI+H]".

N,N'-Bis[3,5-bis[1(aminoiminomethyl)-hydrazoethyl]phenylldodecandiamid-
tetrahydrochlorid 79

Die Reaktion wurde gemald der AAV 15 durchgefiihrt. Es wurden 158 mg (0.289
mmol) 93 in 5 mL Ethanol/dest. Wasser (9:1 v/v) eingesetzt.

Ausbeute: 181 mg (0.197
mmol, 68%) eines farblosen
Feststoffes. -'H-NMR: & [ppm]
(400 MHz, DMSO-dg): 11.24

(brs, 4H, Guanidin-NH), 10.16 o x 4 HCI
(s, 2H, Amid-NH), 8.12 (d, = - \H

“Jun = 1.5 Hz, 4H, H-2/-6), O

8.04 (t, “Jun = 1.5 Hz, 2H, H- 7 | |

4), 7.81 (brs, 12H, Guanidin- HN,N N\NH
NoHs), 2.37 (s, 12H, CH), CosHeoClaNis®2 K A,

M =918.7930 g/mol
2.33 (t, *Jyn = 7.5 Hz, 4H, H-

a), 1.62-1.57 (m, 4H, H-b), 1.28 (s, 12H, H-c/-d/-e). - **C-NMR: & [ppm] (101 MHz,
DMSO-dg): 171.5 (Amid-C), 156.0 (Guanidin-C), 151.6 (Imin-C), 139.4 (C-1), 137.5
(C-3/-5), 118.8 (C-4), 118.7 (C-2/-6), 36.2 (C-a), 28.8, 28.7, 28.6 (C-c/-d/-e), 24.9 (C-
b), 15.1 (CHa). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3130, 1659, 1587, 1355. - HRMS (FAB, m/z):
ber.: 773.4834 [M-4HCI+H]", gef.: 773.4938 [M-4HCI+H]".

N,N'-Bis[3,5-bis[1(aminoiminomethyl)-hydrazoethyl]phenyl]tetradecandiamid-
tetrahydrochlorid 80

Die Reaktion wurde gemafld der AAV 15 durchgefihrt. Es wurden 136 mg (0.236

mmol) 94 in 5 mL Ethanol/dest. Wasser (9:1 v/v) eingesetzt.
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Ausbeute: 80 mg (84
pmol,  36%) eines
farblosen Feststoffes. -
'H-NMR: & [ppm] (400

x 4 HCI
MHz, DMSO-dg): 11.24 e
(brs, 4H, Guanidin- Ioe & NH
NH), 10.15 (s, 2H,
Amid-NH), 812 (d, 80 | |
ae N N.
JH,H = 1.2 Hz, 4H, H- C38He4ClsN1505 H/’L j\H
2/-6), 8.04 (t, “Jun = M = 946 8462 g/mol HNTSNH  HNZ ONH,

1.4 Hz, 2H, H-4), 7.81 (brs, 12H, Guanidin-N;Hs), 2.37 (s, 12H, CHa), 2.33 (t, 3Jun =
7.6 Hz, 4H, H-a), 1.59 (q, *Jyn = 6.7 Hz, 4H, H-b), 1.32-1.23 (m, 16H, H-c/-d/-e/-f). -
3C-NMR: d [ppm] (101 MHz, DMSO-de): 171.6 (Amid-C), 156.0 (Guanidin-C), 151.8
(Imin-C), 139.5 (C-1), 137.6 (C-3/-5), 118.9 (C-4), 118.4 (C-2/-6), 36.4 (C-a), 29.0,
28.9, 28.7 (C-c/-d/-e/-f), 25.0 (C-b), 15.2 (CHs). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3139, 1921,
1670, 1586, 1443, 1273, 1123. - MS (FAB, m/z): ber.: 801.5 [M-4HCI+H]*, gef.: 801.5
[M-4HCI+H]".

N,N'-Bis[3,5-bis[1(aminoiminomethyl)-hydrazoethyl]phenyl](cis/trans)-1,4-

cyclohexandiamid-tetrahydrochlorid 81
Die Reaktion wurde gemafd der AAV 15 durchgefiihrt. Es wurden 200 mg (0.410
mmol) 95 in 5 mL Ethanol/dest. Wasser (9:1 v/v) eingesetzt.

Ausbeute: 70 mg (90 pmol, 24%) eines HN_ _NH, HN
farblosen Feststoffes. -'H-NMR: & [ppm] I T“:

(400 MHz, DMSO-dg): 11.24 (brs, 4H, |N , N,

Guanidin-NH), 10.06 (s, 2H, Amid-NH), ‘T\

8.16-8.14 (m, 4H, H-2/-6), 8.05 (brs, 2H, ? o NH
HNjTJ

H-4), 7.78 (brs, 12H, Guanidin-N;Hj3),

NH,

2.62-2.55 (m, 2H, H-a), 2.37 (s, 12H, o | |
CHs), 2.01-1.95 (m, 4H, H-b), 1.68-1.50 81 e N NH
, 4H, H-b). - *C-NMR: & 101
(m ) [ppm ( P, P,

MHz, DMSO-dg): 174.2 (Amid-C), 156.0
C3oH50CI4N 180,
(Guanidin-C), 151.8 (Imin-C), 139.7 (C-1), M = 860.6708 g/mol

137.6 (C-3/-5), 118.9 (C-4), 118.7 (C-2/-6), 41.4 (C-a), 26.5 (C-b), 15.2 (CHa). - IR:
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Wellenzahl [cm™]: 3138, 1667, 1589, 1443, 1138, 862. - HRMS (FAB, m/z): ber.:
715.4129 [M-4HCI+H]", gef.: 715.4143 [M-4HCI+H]".

N,N'-Bis[3,5-bis[1(aminoiminomethyl)-hydrazoethyl]phenyl]2-butendiamid-
tetrahydrochlorid 82

Die Reaktion wurde gemald der AAV 15 durchgefiihrt. Es wurden 150 mg (0.410
mmol) 96 in 5 mL Ethanol/dest. Wasser (9:1 v/v) eingesetzt.

Ausbeute: 156 mg (0.194 mmol, 55%) eines
schwach grauen Feststoffes. -'H-NMR: &
[ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 11.26 (brs, 4H,
Guanidin-NH), 10.93 (s, 2H, Amid-NH) 8.23
(s, 4H, H-2/-6), 8.11 (s, 2H, H-4), 7.82 (brs,
12H, Guanidin-N,H3), 7.26 (s, 2H, H-a), 2.41
(s, 12H, CHs). - *C-NMR: & [ppm] (101 MHz,
DMSO-dg): 162.6 (Amid-C), 156.1 (Guanidin- |
C), 151.7 (Imin-C), 139.0 (C-1), 137.8 (C-3/- H/'L j\H
5), 134.1 (C-a), 120.2 (C-4), 119.2 (C-2/-6), HoN™ “NH HN™ "NH;
15.1 (CHs). - IR: Wellenzahl [cm™]: 2987, 82

2971, 2900, 1394, 1250, 1065. - HRMS (FAB, Mizglgzz.gflsﬂ\;g(/)niol
m/z): ber.. 659.3503 [M-4HCI+H]", gef.:

659.3505 [M-4HCI+H]".

x4 HCI
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N,N'-Bis[3,5-bis[1(aminoiminomethyl)-hydrazoethyl]phenyl]-1,4-

phenylacetdiamid-tetrahydrochlorid 83

Die Reaktion wurde gemafld der AAV 15 durchgefuhrt. Es wurden 120 mg (0.230
mmol) 97 in 5 mL Ethanol/dest. Wasser (9:1 v/v) eingesetzt.

Ausbeute: 171 mg (0.194 mmol, 84%)
eines farblosen Feststoffes. -'H-NMR: &
[ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 11.20 (brs,
4H, Guanidin-NH), 10.53 (s, 2H, Amid-
NH), 8.13 (s, 2H, H-4), 8.04 (s, 2H, H-
2/-6), 7.79 (brs, 12H, Guanidin-NzH3),
7.32 (s, 4H, H-2’), 3.66 (s, 4H, CH,),
2.36 (s, 12H, CHs). - *C-NMR: & [ppm]
(101 MHz, DMSO-dg): 169.6 (Amid-C),
156.0 (Guanidin-C), 151.8 (Imin-C),
139.4 (C-1), 137.6 (C-3/-5), 134.0 (C-

HZNYNH HN\\I/NH2
HN. _NH
N N
| 4 |
? ° " x 4 HCI
HN
m
0
NH
83
C34H4gClyN41502 | |
M = 882.6763 g/mol |\ -N AN
HszNH HN)\NH2

1), 129.1 (C-2’), 118.9 (C-2/-6), 118.6 (C-4), 42.6 (CH,), 15.1 (CHs). - IR: Wellenzahl
[cm]: 2987, 2901, 1588, 1406, 1229, 1066, 899. - HRMS (ESI*, m/z): ber.: 737.3967
[M-4HCI+H]", gef.: 737.3956 [M-4HCI+H]".
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N,N'-Bis[3,5-bis[1(aminoiminomethyl)-hydrazoethyl]phenyl]-1,3-
phenylacetdiamid-tetrahydrochlorid 84

Die Reaktion wurde gemafld der AAV 15 durchgefuhrt. Es wurden 120 mg (0.230
mmol) 98 in 5 mL Ethanol/dest. Wasser (9:1 v/v) eingesetzt.

Ausbeute: 81 mg (92 pmol, 40%)

eines farblosen Feststoffes. - H,N__NH HN.__NH,
'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO- HN. NH
de): 11.21 (brs, 4H, Guanidin-NH), P
10.55 (s, 2H, Amid-NH), 8.15 (s, 2H,
H-4), 8.05 (s, 2H, H-2/-6), 7.80 (brs,
12H, Guanidin-N2H3), 7.33 (s, 1H,
H-2), 7.31-7.25 (m, 3H, H-4'/-5'/-6"),
3.69 (s, 4H, CH,), 2.36 (s, 12H,
CHs). - *C-NMR: & [ppm] (101 MHz, 84

DMSO-dg): 169.4 (Amid-C), 156.0 CasHasCliN+50,
(Guanidin-C), 151.8 (Imin-C), 139.4 M = 882.6763 g/mol ;E
(C-1), 137.7 (C-3/-5), 135.7 (C-1'/- THZ
3’), 130.1 (C-2), 128.3, 127.6 (C-4'/-

5'/-6"), 119.3 (C-2/-6), 118.6 (C-4), 43.2 (CH,), 15.2 (CHs). - IR: Wellenzahl [cm™]:
3120, 1667, 1584, 1440, 1354, 1127, 874. - HRMS (FAB, m/z): ber.: 737.3973 [M-
4AHCI+H]", gef.: 737.4009 [M-4HCI+H]".

x4 HCI

233



Experimenteller Teil

N,N'-Bis[3,5-bis[1(aminoiminomethyl)-hydrazoethyl]phenyl]-1,4-benzoldiamid-
tetrahydrochlorid 85

Die Reaktion wurde gemall der AAV 15 durchgefihrt. Es wurden 226 mg (0.447
mmol) 99 in 5 mL Ethanol/dest. Wasser (9:1 v/v) eingesetzt.

Ausbeute: 198 mg (0.279 umol, 60%)

HN NH, HN NH,
eines farblosen Feststoffes. -'H-NMR: Y Y
o [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 11.35
(brs, 4H, Guanidin-NH), 10.71 (s, 2H,
Amid-NH), 8.42 (s, 4H, H-2/-6), 8.24 (s,
4H, H-2Y), 8.13 (s, 2H, H-4), 7.87 (brs,
12H, Guanidin-N2H3), 2.43 (s, 12H,
CHs). - *C-NMR: & [ppm] (101 MHz, | |
DMSO-de): 164.7 (Amid-C), 156.1 85 HIN
(Guanidin-C), 151.6 (Imin-C), 139.1 (C- HN NH, HN NH,
1), 137.6 (C-3/-5), 137.1 (C-1), 127.9 CaoH44ClaN150;

‘ M = 854.6232 g/mol

(C-2), 120.7 (C-2/-6), 120.5 (C-4), 15.2
(CHs). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3340, 3150, 1668, 1357. - HRMS (FAB, m/z): ber.:
709.3659 [M-4HCI+H]", gef.: 709.3671 [M-4HCI+H]".

O x 4 HCI

NH

N,N'-Bis[3,5-bis[1(aminoiminomethyl)-hydrazoethyl]phenyl]-1,3-benzoldiamid-
tetrahydrochlorid 86

Die Reaktion wurde gemafd der AAV 15 durchgefihrt. Es wurden 210 mg (0.412
mmol) 100 in 5 mL Ethanol/dest. Wasser (9:1 v/v) eingesetzt.

Ausbeute: 231 mg (0.270 pmol,
66%) eines farblosen Feststoffes. -
'H-NMR: & [ppm] (400 MHz,
DMSO-dg): 11.31 (brs, 4H,
Guanidin-NH), 10.91 (s, 2H, Amid- -
NH), 9.05 (s, 1H, H-2'), 8.59 (s, > N"

x4 HCI

ZT

o O NH
4H, H-2/-6), 8.25 (d, *Jyn = 7.7 Hz,
v A 86 NN
2H, H-4/-6), 8.13 (s, 2H, H-4), e
7.86 (brs, 12H, Guanidin-N,Hs), Ca2Ha4ClaN1g0; hd
M = 854.6232 g/mol NH»
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7.74 (t, 3Jun = 7.7 Hz, 1H, H-5'), 2.44 (s, 12H, CHa). - **C-NMR: & [ppm] (101 MHz,
DMSO-dg): 164.7 (Amid-C), 156.1 (Guanidin-C), 151.7 (Imin-C), 139.4 (C-1), 137.6
(C-3/-5), 134.3 (C-1/-3’), 130.9 (C-4'/-6’), 128.8 (C-5'), 126.0 (C-2’), 120.3 (C-4),
119.7 (C-2/-6), 15.1 (CHs). - IR: Wellenzahl [cm™]: 2987, 2900, 1406, 1250, 1066,
892. - HRMS (FAB, m/z): ber.: 709.3660 [M-4HCI+H]", gef.: 709.3680 [M-4HCI+H]".

9.7 Synthesen der Arylamin-Addukte

9.7.1 Synthesen zur Darstellung der C5-Arylamin 2°-dC-Addukte

1-(2-Methoxyethyl)-3-methyl-1H-imidazolium-chlorid 107

In einer Stickstoffatmosphare wurden 10.4 mL (131 mmol) 1-Methylimidazol
vorgelegt und 120 mL (131 mmol) Chlormethylethylether unter Ruhren
hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 48 h bei 80°C geruhrt. Nach der
Abkuhlung auf Raumtemperatur wurde viermal mit je 25 mL Ethylacetat extrahiert.
Beim Entfernen des Losungsmittels bildete sich aus dem zunachst braunlichen Ol ein

kristalliner, leicht brauner Feststoff.

Ausbeute: 22.6 g (128 mmol, 98%) eines braunlichen, 5

kristallinen Feststoffs. - Smp.: 83 °C. - 'H-NMR & [ppm] \®ﬁ14\r1\1/6\7/o\
(400 MHz, DMSO-dg): 9.34 (s, 1H, H-2), 7.80 (m, 1H, H-4), \4:5/ S

7.76 (m, 1H, H-5), 4.39-4.36 (t, *Jy4= 5.0 Hz, 2H, H-6), 107

3.88 (s, 3H, N-CHs), 3.69-3.67 (t, *3Jyn= 5.0 Hz, 2H, H-7), CH1aCIN,O

3.26 (s, 3H, O-CHa). - *C-NMR & [ppm] (101 MHz, DMSO- M = 176.6439 g/mol

de): 123.2 (C-2), 122.7 (C-5), 122.4 (C-4), 70.1 (C-7), 69.5 (O-CHg), 69.0 (C-6), 48.5
(N-CHs). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3135, 3072, 2963, 2826, 2737, 1562, 1452, 1223,
1190, 1167, 1112, 1029, 1010, 967, 909, 829, 801, 699, 630, 528. HRMS (ESI",
m/z): ber.: 141.1022 [M-CI]*, gef.: 141.1026 [M-CI]".

1-(2-Methoxyethyl)-3-methyl-1H-imidazolium-trifluoracetat 108

In 175 mL Aceton wurden 22.1 g (125 mmol) 1-(2-Methoxyethyl)-3-methyl-1H-
imidazolium-chlorid 107 suspendiert. AnschlieBend wurden 28.3 g (208 mmol)
Natrium-trifluoracetat hinzugegeben und 18 h bei Rt gerihrt. Die entstandene

Suspension wurde filtriert, der Ruckstand zweimal mit je 25 mL Aceton gespdult und
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das Filtrat im Vakuum vom L&sungsmittel befreit. Das Rohprodukt wurde uber
Kieselgel (CH,CI,/CH30H: 0% — 10%) gereinigt.

Ausbeute: 23.6 g (97.5 mmol, 78%) eines gelb/braunen Ols. -

'H-NMR & [ppm] (400 MHz, Aceton-de): 9.39 (s, 1H, H-1), 7.74- \514\;\1/6\7/0\
7.70 (m, 2H, H-4, H-5), 4.55-4.52 (t, *Jyn= 5.0 Hz, 2H, H-6), >:5/ j\
4.05 (s, 3H, N-CHg), 3.81-3.78 (t, *Jun = 5.0 Hz, 2H, H-7), 3.33 F,c” 0°
(s, 3H, O-CHa). - *C-NMR & [ppm] (101 MHz, Aceton-dg): 162.6 108

(-C0Oy), 139.5 (C-2), 125.4 (C-5), 124.9 (C-4), 120.7 (-CF3), 71.9 CoH13F5N,O5
(C-7), 59.8 (O-CHs), 51.2 (C-6), 37.5 (N-CH3). - IR: M=254.2063g/mol
Wellenzahl [cm'l]: 3152, 3102, 2942, 1673, 1568, 1429, 1360, 1201, 1168, 1116,
1035, 1013, 831, 80, 752, 719, 654, 623, 598, 518, 409. - HRMS (ESI*, m/z): ber.:
141.1022 [C;H13N,0]", gef.: 141.1074; (ESI, m/z): ber.: 112.9856 [C,F30,], gef.:
112.9858 [C,F302].

3’,5’-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-2’-desoxycytidin 104

Es wurden 6.35 g (27.8 mmol) 2-dC*HCI 106 in einer Stickstoffatmosphare zweimal
mit 3 mL abs. Pyridin coevaporiert. Anschlieend wurde der Feststoff in 30 mL
Pyridin gelést und mit 6.11 g (89.7 mmol) Imidazol versetzt. Nachdem die tribe
Losung klar geworden war, wurden 9.16 g (60.8 mmol) TBDMS-CI hinzugegeben.
Anschlieend wurde bei Raumtemperatur 18 h gerthrt. Durch die Zugabe von 6 mL
Methanol wurde die Reaktion abgebrochen und das L&sungsmittel anschlieRend
entfernt. Zur vollstandigen Abtrennung wurde dreimal mit je 15 mL Toluol
coevaporiert. Die Reinigung erfolgte durch Umkristallisieren aus Dichlormethan in
Wasser (1:1, v/v).

Ausbeute: 11.46 g (25.14 mmol, 91%) eines farblosen NH,
Feststoffs. - DC: R+-Wert (CH,CI,/CH3OH: 9:1 v/v): 0.30. - 5| \4N
[a]®%s0s: +77° (c = 1.0, CHCl3). - Smp.: 95-96 °C. - 'H-NMR TBDMSO_ 5 06 NJ\QO
S [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.97 (d, ®Jupn = 7.4 Hz, 2H, H-6), 4'3' A
6.23 (dd, 3Jy = 5.6 Hz, %y = 5.6 Hz, 1H, H-1), 5.82 (d, OTBDMS
3Juu= 7.4 Hz, 1H, H-5), 4.37-4.36 (m, 1H, H-4‘), 3.90-3.89 104

(m, 2H, H-5'a, H-5'b), 3.77-3.74 (m, 1H, H-3), 2.42-2.35 (m, C,1Ha1N30,Si,
1H, H-27a), 2.08-2.02 (m, 1H, H-2’b), 0.91 (s, 9H, M = 455.7389 g/mol

SiC(CHa)s), 0.87 (s, 9H, SiC(CHa)s), 0.09 (s, 6H, Si(CHs)2), 0.05 (s, 6H, Si(CHs)y). -

236



Experimenteller Teil

3C-NMR & [ppm] (101 MHz, CDCls): 164.8 (C-4), 155.2 (C-2), 141.4 (C-6), 94.2
(C-5), 87.5 (C-3*), 86.0 (C-19), 70.5 (C-4), 62.0 (C-5°), 42.2 (C-2°), 25.9, 25.7
(2*SIC(CHg)3, -4.6, 4.9, -5.5, -5.6 (2*Si(CH3),). - IR: Wellenzahl [cm'l]: 3130, 3314,
2952, 2928, 2885, 2856, 1721, 1640, 1520, 1486, 1471, 1405, 1252, 1065, 1028,
1005, 832, 740, 669. - HRMS (ESI*, m/z): ber.: 478.2528 [M+Na]*, gef.: 478.2533
[M+Na]".

3’,5’-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5-brom-2’-desoxycytidin 103a

Synthese 1:

In 6 mL Acetonitril wurden 920 mg (2.02 mmol) TBDMS-2‘-dC 104 suspendiert und
220 mg (2.48 mmol) LiBr hinzugegeben. Nachdem sich der Feststoff gelost hatte,
wurden 210 g (3.83mmol) Ammoniumcer(IV)nitrat hinzugegeben. Der
Reaktionsansatz wurde 3 h bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieBend das
Losungsmittel entfernt. Der Feststoff wurde in 40 mL Ethylacetat aufgenommen und
zweimal mit je 20 mL dest. Wasser extrahiert. Die organische Phase wurde Uber
Natriumsulfat getrocknet, das Losungsmittel entfernt und der Riuckstand im Vakuum
getrocknet. Schliel3lich erfolgte die saulenchromatographische Reinigung an
Kieselgel (CH,CI,/CH3OH: 95:5 v/v).

Ausbeute: 560 mg (1.09 mmol, 55%) eines gelblichen
Feststoffs. - DC: Rr-Wert (CH2CI,/CH3OH: 9:1 v/v): 0.65. - Brs 5N

20 . o — . H
[a]s98: +32.7° (¢ = 0.7, CHCI3). - Smp.: Zersetzung bei TBDMSO._ g el N/go
190 °C. - *H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-ds): 7.89 (s, 0
1H, H-6), 6.09 (dd, Ju = 6.6 Hz, 3J4n = 6.6 Hz, 1H, H-19),
4.34-4.33 (m, 1H, H-3'), 4.85-3.84 (m, 1H, H-4), 3.93 (dd, ,
3Jun = 3.4 Hz, 2y = 11.4 Hz, 1H, H-5'a), 3.77 (dd, 2Jyn =

3 _ , 2 _ C21H4oBrN304Si2

11.4 Hz JH,H = 3.4 Hz, 1H, H-5 b), 2.46 (ddd, , JH,H =12.9 M = 534.6350 g/mol
Hz, 3Jun = 6.4 Hz, 33y = 3.0 Hz, 1H, H-2’a), 2.05-1.98 (m,
1H, H-2’b), 0.93 (s, 9H, SiC(CHs)s), 0.89 (s, 9H, SiC(CHa)s), 0.13, 0.12, 0.08, 0.07
(s, 3H, Si-CHs). - *C-NMR & [ppm] (101 MHz, DMSO): 161.8 (C-4), 153.4 (C-2),
140.9 (C-6), 87.0 (C-4°), 86.3 (C-5), 85.3 (C-1°), 72.0 (C-3), 62.5 (C-5), 40.7 (C-2°),
25.7, 25.6 (2*SiC(CHs)s, 17.9, 17.6 (2*SiC(CHas)s, -4.9, 5.0, -5.5, -5.6 (2*Si(CHs)y). -
IR: Wellenzahl [cm™]: 3483, 3385, 2928, 2856, 1655, 1495, 1287, 1255, 1087, 1060,

4 1
3 2'
OTBDMS

103a
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1032, 995, 932, 829, 812, 775, 660. - HRMS (ESI*, m/z): ber.: 534.1813 [M+H]",
gef.: 534.1813 [M+H]".

Synthese 2:

Es wurden 460 mg (1.01 mmol) TBDMS-2-dC 104 unter einer Stickstoffatmosphéare
in abs. DMF geldst und 210 mg (1.18 mmol) NBS hinzugegeben. Nach 24 h wurde
das Losungsmittel entfernt und der Ruckstand saulenchromatographisch gereinigt
(CH2CI2/CH30OH: 98:2 — 1:1 viv).

Ausbeute: 57.7 mg (106 umol, 10%). Die spektroskopischen und spektrometrischen
Daten entsprachen den oben angegebenen Werten.

3’,5’-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5-iod-2’-desoxycytidin 103b

In 35 mL Methanol wurden 1.01 g (2.21 mmol) TBDMS-2‘-dC 104 und anschlie3end
500 mg (3.07 mmol) lodmonochlorid zusammengegeben. Nach 48 h wurde der
Reaktionsansatz mit 1.5 mL 10%iger wassriger Ammoniakldsung neutralisiert und
das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde in
Ethylacetat aufgenommen und bis zur Entfarbung mit Natriumthiosulfat versetzt. Die
organische Phase wurde zweimal mit dest. Wasser gewaschen und Uber
Magnesiumsulfat getrocknet. AnschlieRend wurde das Lésungsmittel entfernt und der
Ruckstand saulenchromatographisch an Kieselgel (CH,CI,/CH3OH: 99:1 — 9:1 v/v)
gereinigt.

Ausbeute: 41.4 mg (71.0 pmol, 3%) eines farblosen

Feststoffs. - DC: Ri-Wert (CH,CI,/CH3OH: 9:1 v/v): 0.24. - s NéHz
'H-NMR & [ppm] (400 MHz, CDCls): 13.34, 11.71 (s, \
1H, -NH,), 7.96 (s, 1H, H-6), 6.08 (dd, *J4 4 = 6.8 Hz, *Jyn =
6.8 Hz, 1H, H-1°), 4.35-4.34 (m, 1H, H-3%), 3.84-3.78 (m, 2H,
H-4‘, H-5'a), 3.71 (dd, *Jyn = 11.4 Hz, 3y 4 = 3.3 Hz, 1H, H-
5'b), 2.24-2.17 (m, 1H, H-2'a), 2.14-2.08 (m, 1H, H-2’b), CorHaalNoOsSiy
0.90 (s, 9H, SiC(CHgs)3), 0.87 (s, 9H, SIC(CHa)3), 0.11 (s, M = 581.6355 g/mol
6H, Si(CHs)z), 0.08 (s, 6H, Si(CHs)y). - **C-NMR & [ppm] (101 MHz, CDCls): 160.3
(C-4), 149.9 (C-2), 144.0 (C-6), 89.5 (C-5), 87.0 (C-4'), 84.5 (C-1°), 71.8 (C-3"), 62.5
(C-5%, 39.8 (C-29), 25.8, 25.5 (2*SiC(CHs3)3, -4.9, 5.1, -5.4, -5.5 (2*Si(CH3),). - HRMS
(ESI*, m/z): ber.: 556.1633 [M+Na]*, gef.: 556.4396 [M+Na]".

L
TBDMSO_ . 6 /g
5 N™ O
O
& q
3! 2!
OTBDMS
103b
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5-Brom-2’-desoxycytidin 105a

Versuch 1:

In 8 mL dest. Wasser wurden 220 mg (830 pmol) 2°-dC*HCI 106 und 220 mg
(2.25 mmol) NBS gel6st und fur 45 sec. mit Ultraschall behandelt. Anschlielend
wurde der Reaktionsansatz 50 min. bei Raumtemperatur gerthrt und erneut eine
Minute mit Ultraschall behandelt. Nach sieben Stunden wurde die Reaktion beendet

und dreimal mit je 20 mL Ethylacetat extrahiert.

Es konnte kein Produkt isoliert werden.

Versuch 2:

In abs. DMF wurden unter einer Stickstoffatmosphare 270 mg (1.03 mmol) 2‘-dC*HCI
106 und 220 mg (1.23 mmol) NBS geldst und das Reaktionsgemisch 24 h bei
Raumtemperatur gerthrt. Anschlieend wurde das Ldsungsmittel entfernt und

versucht den Riickstand aus Aceton umzukristallisieren.

Das gewinschte Produkt konnte nicht isoliert werden.

Versuch 3:

In 4 mL dest. Wasser wurden 100 mg (390 ymol) 2'-dC*HCI 106 sowie 110 mg
(600 umol) NBS geldst, 5 min bei Raumtemperatur gerthrt und das Reaktionsgefaly
in eine Mikrowelle gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 10 min mit 100 W auf
50 °C gehalten und anschliel3end filtriert. Eine Umkristallisation aus Aceton schlug

fehl, so dass das Produkt 105a nicht isoliert werden konnte.

Synthese 1:
Es wurden 500 mg (2.21 mmol) 2°-dC 106 in 2 mL lonischer

NH
Flassigkeit 108 geldst und anschlieBend 560 mg (3.14 mmol) Brs 3;
NBS hinzugegeben. Nachdem 5 h bei Raumtemperatur gerihrt | 2

geg _ nperatur ge HoLy 60

worden war, erfolgte die sdulenchromatographische Reinigung " iODT
an Kieselgel (CH,Cl,/CH3;OH: 95:5 v/v). Son ?
Ausbeute: 589 mg (1.92 mmol, 87%) eines farblosen Feststoffs. - 105a

DC: Ri-Wert (CH,Cl/CH3OH: 4:1 v/v): 0.42. - *H-NMR: & [ppm] CgH1,BrN3O,
(400 MHz, DMSO-dg): 8.27 (s, 1H, H-6), 6.08 (dd, 3Jun= 6.4 Hz , ™= 306.1133 g/mol
3Jun= 6.4 Hz, 1H, H-1"), 4.23-4.20 (m, 1H, H-3"), 3.80-3.77 (m, 1H, H-4), 3.64-3.60
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(m, 1H, H-5'a), 3.57-3.53 (m, 1H, H-5'a), 2.17-2.11 (m, 1H, H-2'a), 2.04-1.97 (m, 1H,
H-2'b). - *C-NMR & [ppm] (101 MHz, DMSO): 161.7 (C-6), 153.6 (C-2), 141.9 (C-6),
87.4 (C-4’), 86.1 (C-1"), 85.4 (C-1'), 69.5 (C-3’), 60.8 (C-5'), 40.7 (C-2). - IR:
Wellenzahl [cm™]: 3325, 2945, 1671, 1634, 1590, 1508, 1447, 1339, 1298, 1185,
1129, 952, 841, 799, 746, 722, 518. - HRMS (ESI*, m/z): ber.: 305.0011 [M+H]*, gef.:
305.1571 [M+H]".

5-lod-2’-desoxycytidin 105b

In 2.5 mL lonischer Flissigkeit 108 wurden 650 mg (2.46 mmol) NH,
4
2'dC*HCI 106 und 1.39 g (6.16 mmol) N-lodsuccinimid gelost. ! 5| =N
2
AnschlieBend wurde das Reaktionsgemisch fiir 4 h auf 60 °C HO<s 06 N/go
4.{ j

erwdrmt. Nach Beendigung der Reaktion wurde der 1

3 2'
. . . OH
Reaktionsansatz ~ saulenchromatographisch  an Kieselgel
. 105b
(CH,CI/CH30H: 19:1 — 9:1 v/v) gereinigt.
CgH12IN304

Es konnte keine Auswertung vorgenommen werden, da die M=353.1137 g/mol

Reagenzien nicht vollstandig abgetrennt werden konnten.

3’,5’-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-2’-desoxyuridin 111

Es wurden 500 mg (2.19 mmol) 2‘-dU 113 in einer Stickstoffatmosphére mit 2 mL
abs. Pyridin coevaporiert. AnschlieBend wurde der Feststoff in 7 mL Pyridin geldst
und mit 550 mg (8.05 mmol) Imidazol sowie 840 mg (5.56 mmol) TBDMS-CI versetzt.
Das Reaktionsgemisch wurde bei Raumtemperatur 20 h gerihrt. Durch die Zugabe
von 10 mL Methanol wurde die Reaktion abgebrochen und das Ldsungsmittel
entfernt. Zur vollstandigen Abtrennung wurde dreimal mit je 15 mL Toluol

coevaporiert. Die Reinigung erfolgte durch das Umkristallisieren aus Dichlormethan

in Wasser (1:1, v/v). o}
5 4
Ausbeute: 860 mg (1.88 mmol, 86%) eines farblosen | N'Z"
0 TBDMSO_ 5 6 N/&o
Feststoffs. - DC: Ri-Wert (PE/EE: 2:1 v/v): 0.54. — [a] sgs: e}
4 1
+33.9° (c = 0.5, CHCl3). - 'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, 3 2
OTBDMS
DMSO-dg): 11.33 (s, 1H, N-H), 7.70 (d, ®Jun = 8.1 Hz, 1H,
H-5), 6.13 (dd, 3Juu = 6.5 Hz, 3Ju = 6.5 Hz, 1H, H-19), 5.59 b
(dd, 3Jup = 8.1 Hz, 33y = 2.0 Hz, 1H, H-H-6), 4.38-4.35 (m, C21H4oN205Si;

M = 456.7237 g/mol
1H, H-3Y), 3.81-3.74 (m, 2H, H-4‘, H-5'a), 3.69 (dd, 2Jun =
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10.9 Hz, 3Jyn = 3.2 Hz, 1H, H-5b), 2.24-2.17 (m, 1H, H-2a), 2.12 (ddd, 2Jyn =
13.3 Hz, 3Jyn = 6.5 Hz, 3Ju 4 = 4.1 Hz, 1H, H-2’b), 0.88 (s, 9H, SiC(CHs)s), 0.87 (s,
9H, SiC(CHs)s), 0.08 (s, 6H, Si(CHs)2), 0.07 (s, 6H, Si(CHa3)2). - *C-NMR 3 [ppm]
(101 MHz, CDCls): 163.0 (C-4), 150.3 (C-2), 140.0 (C-6), 101.6 (C-5), 86.5 (C-4),
84.1 (C-1), 71.9 (C-3), 71.4 (C-2), 62.3 (C-5, 25.7, 25.6 (2*SiC(CHa)s, -1.8,
1.9, -5.6, -6.1 (2*Si(CHa)y). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3058, 2953, 2928, 2885, 2856,
1692, 1461, 1388, 1252, 1113, 1081, 1065, 1028, 884, 831, 774, 671, 556, 423. -
HRMS (ESI*, m/z): ber.: 479.2361 [M+Na]", gef.: 479.2361 [M+Na]".

3’,5’-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5-brom-2’-desoxyuridin 110a

Synthese 1:

In einer Schutzgasatmosphare wurden 830 mg (2.70 mmol) 5-Brom-2‘-dU 112a mit
4 mL Pyridin coevaporiert und in 7 mL Pyridin erneut geldst. Anschlie3end wurden
670 mg (9.90 mmol) Imidazol und 1.01 g (6.76 mmol) TBDMS-CI hinzugegeben und
das Reaktionsgemisch bei Rt 24 h gerihrt. Durch die Zugabe von 10 mL Methanol
wurde die Reaktion abgebrochen. Das Losungsmittel wurde entfernt, der Rickstand
zweimal mit jeweils 10 mL Toluol codestilliert und schliellich aus

Dichlormethan/Wasser (1:1, v/v) umkristallisiert.

Ausbeute: 910 mg (1.71 mmol, 63%) eines farblosen

Feststoffs. - DC: R-Wert (PE/EE: 2:1 v/v): 0.48. - [a]%ses: Brs O4NH
+6° (¢ = 0.1, CHClg). - Smp.: 78-81 °C. - "H-NMR: & [ppm] 1ppmso . 6| N)\zo
(400 MHz, DMSO-dg): 11.85 (s, 1H, N-H), 7.98 (s, 1H, H-6), ey
6.08 (dd, *Jun= 6.7 Hz, ®Jun= 6.7 Hz, 1H, H-1°), 4.36-4.34 OTBDNIS

(m, 1H, H-3°), 3.84-3.79 (m, 2H, H-4', H-5'a), 3.72 (dd, 2Ju
= 10.4 Hz, 3Juy = 2.43 Hz, 1H, H-5'b), 2.30-2.21 (m, 1H, H- |
C21H39BrN,O5Si;
2’a), 2.13 (ddd, 2y n= 13.3 Hz, 33y = 6.7 Hz, 33y = 3.4 Hz, M = 535.6198 g/mol
1H, H-2’b), 0.90 (s, 9H, SIC(CHs)s), 0.87 (s, 9H, SiC(CHa)s), 0.10 (s, 6H, Si(CHa)y),
0.08 (s, 6H, Si(CHs)2). - *C-NMR & [ppm] (101 MHz, CDCl,): 158.9 (C-4), 149.5 (C-
2), 139.3 (C-6), 87.0 (C-4'), 84.7 (H-1%), 71.6 (C-3"), 62.4 (C-2*), 39.8 (C-5'), 25.8,
25.5 (2*SiC(CHa)s, -4.9, 5.0, -5.1, -5.5 (2*Si(CHa),). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3183,
3066, 2953, 2928, 2884, 2856, 1692, 1461, 1388, 1252, 1066, 1027, 1005, 968, 829,
774, 673, 548. - HRMS (ESI*, m/z): ber.: 557.1473 [M+Na]", gef.: 557.1479 [M+Na]".
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Synthese 2:
Es wurden 830 mg (1.82 mmol) TBDMS-2'-dU 111 in 6 mL Acetonitril gelést und

0.21 g (2.3 mmol) LiBr hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde so lange geruhrt
bis sich der Feststoff gelost hatte. AnschlieBend wurden 2.00 g (3.63 mmol)
Ammoniumcer(IV)nitrat hinzugegeben und 3 h bei Raumtemperatur gerthrt. Das
Losungsmittel wurde entfernt und der Rickstand in 40 mL Ethylacetat aufgenommen.
Nach zweimaligem Waschen mit 20 mL dest. Wasser wurde die organische Phase
Uber Natriumsulfat getrocknet, das Ldsungsmittel entfernt und der Ruckstand
séaulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE: 6:1 — 1:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 150 mg (280 pumol, 15%) eines farblosen Feststoffs. Die

spektroskopischen Daten entsprachen den oben angegebenen Werten.

3’,5’-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5-iod-2’-desoxyuridin 110b

In einer Schutzgasatmosphére wurden 510 mg (1.45 mmol) 5-lod-2‘-dU 112b mit
2 mL abs. Pyridin coevaporiert. Anschlie@Rend wurde der Feststoff in 7 mL
abs. Pyridin gelést und 530 mg (7.84 mmol) Imidazol sowie 550 mg (3.64 mmol)
TBDMS-CI hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 21 h bei Raumtemperatur
gerihrt und die Reaktion schlie3lich durch die Zugabe von Methanol abgebrochen.
Das Losungsmittel wurde bei reduziertem Druck entfernt und der Rickstand dreimal
mit je 10 mL Toluol coevaporiert. Die Reinigung erfolgte durch Umkristallisation aus

Dichlormethan und Wasser (1:1, v/v).

Ausbeute: 680 mg (1.17 mmol, 81%) eines farblosen

0]

Feststoffs. - DC: Ri-Wert (PE/EE: 2:1 v/v): 0.48. - [a]®%seg: - NP
o — . o 1 .

19° (c = 0.36, CHCl3). - Smp.: 135-136 °C. - *H-NMR: 8§ 5o : 6| N/go
[ppm] (400 MHz, DMSO-de): 11.72 (s, 1H, N-H), 7.96 (s, 1H, . o .
H-6), 6.08 (dd, *J4 4= 6.8 Hz, *Jy 1 = 6.8 Hz, 1H, H-1°), 4.36- 3 rBDRIS
4.34 (m, 1H, H-3°), 3.84-3.78 (m, 2H, H-4‘, H-5'a,), 3.71 (dd, 110b
2Jun = 11.3 Hz, Iy n = 3.4 Hz, 1H, H-5'b), 2.25-2.18 (m, 1H,

C21H39IN205Si,
H-2‘a), 2.11 (ddd, *Jun = 13.1 Hz, 3Jyn = 6.8 Hz, *Jyn = 3.0 M = 582.6202 g/mol

Hz, 1H, H-2'0), 0.91 (s, 9H, SiC(CHs)s), 0.87 (s, 9H, SiC(CHa)s), 0.11 (s, 6H,
Si(CHa)2), 0.08 (s, 6H, Si(CHs)). - *C-NMR & [ppm] (101 MHz, CDCls): 160.3 (C-4),
149.9 (C-2), 144.0 (C-6), 86.5 (C-4'), 84.5 (C-1*), 71.8 (C-3"), 69.8 (C-5), 62.5 (C-2),
39.7 (C-5) 25.9, 25.6 (2*SiC(CHa3)s, -4.9, -5.1, -5.4, -55 (2*Si(CHs)2). - IR:
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Wellenzahl [em™]: 3144, 3030, 2951, 2928, 2856, 1699, 1665, 1610, 1360, 1255,
1102, 1089, 1059, 1027, 828, 811, 773, 752, 716, 672, 595, 550, 444. - HRMS (ESI",
m/z): ber.: 582.1442 [M+H]", gef.: 581.1741 [M+H]".

5-Brom-2’-desoxyuridin 112a

In 2.5 mL der lonischen Flissigkeit 108 wurden 500 mg (2.20 mmol) 2’-dU 113 gelost
und zu der viskosen Masse 590 mg (3.33 mmol) NBS hinzugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde 20 h gerihrt und anschlielRend sdulenchromatographisch
an Kieselgel (CH,CI,/CH30OH: 95:5 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 489 mg (1.60 mmol, 73%) eines farblosen Feststoffs. -

DC: Ri-Wert (CH,Clo/CH3OH: 3:1 v/v): 0.49. — [a]%ses: +20.6° (C = Brs O4NH
0.5, CH,Clo/CH30H (1:1)). - *H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO- HO_ & 6| N/@O
de): 11.78 (s, 1H, N-H), 8.38 (s, 1H, H-6), 6.11 (dd, 33y = 6.5 Hz, )
3Jun = 6.5 Hz, 1H, H-1), 4.25-4.22 (m, 1H, H-3), 3.79 (dd, 1H, H- %H 2

4), 3.59 (dd, 2H, 3Jupn = 13.1 Hz, Iy = 2.9 Hz, 1H, H-5a, H- 112a

5b), 2.23-2.11 (m, 2H, H-2'a, H-2'b). - *C-NMR & [ppm] (101 CoHy,BrN,0s
MHz, CDCls): 159.1 (C-4), 149.7 (C-2), 140.2 (C-6), 95.6 (C-5), " >07-0980g/mol
84.5 (C-4°), 84.8 (C-1°), 69.9 (C-3°), 60.8 (C-5), 40.1 (C-2°). - IR: Wellenzahl [cm:
3403, 2916, 2836, 1670, 1619, 1457, 1348, 1194, 1140, 1091, 1074, 1051, 1036,
639, 599, 551, 426. - HRMS (ESI", m/z): ber.: 330.0873 [M+Na]*, gef.: 330.9721
[M+Na]".

3’,5’-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5-N-(4-methoxyanilin)-2’-desoxycytidin 114

Versuch 1:

: y oM
Die Synthese erfolgte gemal} der AAV 16. Es wurden 208 3 2 4oN_5 3N
mg (390 pmol) 3’,5-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5-brom-2’- 6| N/&O
dC 103a eingesetzt. Als Base wurde Kaliumphosphat und TBDMSO.
als Ligand rac-BINAP verwendet. Das Produkt 114 konnte
nicht erhalten werden. Die Analyse der nach der OTBDMS
saulenchromatographischen Reinigung erhaltenen 114
Fraktionen zeigte sowohl das Edukt als auch das CugH4gN405Si,

debromierte Edukt 104 (16 mg, 35 pmol, 9%) an. M = 576.8755 g/mol
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Versuch 2:

Die Synthese erfolgte gemaf3 der AAV 16. Es wurden 200 mg (344 pymol) 3',5’-Bis-O-
(tert-butyldimethylsilyl)-5-iod-2’-dC 103b eingesetzt. Als Base wurde Kaliumphosphat
und als Ligand rac-BINAP verwendet. Das Produkt 114 konnte nicht erhalten werden.

Versuch 3:

Die Synthese erfolgte gemal3 der AAV 16. Es wurden 202 mg (378 ymol) 3’,5’-Bis-O-
(tert-butyldimethylsilyl)-5-brom-2’-dC 103a eingesetzt. Als Base wurde Kalium-tert-
butanolat und als Ligand rac-BINAP verwendet. Das Produkt 114 konnte nicht
erhalten werden. Die NMR-Auswertung der Fraktionen der
saulenchromatographischen Reinigung zeigte das Vorhandensein des debromiertem
Eduktes 104.

Versuch 4:

Die Synthese erfolgte gemaf der AAV 16. Es wurden 201 mg (376 pmol) 3’,5’-Bis-O-
(tert-butyldimethylsilyl)-5-brom-2’-dC ~ 103a  eingesetzt. Als Base wurde
Casiumcarbonat und als Ligand rac-BINAP verwendet. Das Produkt 114 konnte nicht
erhalten werden. Die NMR-Auswertung der Fraktionen der
saulenchromatographischen Reinigung zeigte das Vorhandensein von debromiertem
Edukt 104 (49.1 mg, 108 umol, 29%).

Versuch 5:

Die Synthese erfolgte gemaf der AAV 16. Es wurden 200 mg (374 pmol) 3’,5’-Bis-O-
(tert-butyldimethylsilyl)-5-brom-2’-dC ~ 103a  eingesetzt. Als Base wurde
Kaliumphosphat und als Ligand Xantphos verwendet. Das Produkt 114 konnte nicht
erhalten werden. Die NMR-Auswertung der Fraktionen der
saulenchromatographischen Reinigung zeigte das Vorhandensein von debromiertem
Edukt 104 (19.0 mg, 42 uymol, 11%).

Versuch 6:

Die Synthese erfolgte gemaf der AAV 16. Es wurden 202 mg (378 pmol) 3’,5’-Bis-O-
(tert-butyldimethylsilyl)-5-brom-2’-dC 103a eingesetzt. Als Base wurde Kalium-tert-
butanolat und als Ligand Xantphos verwendet. Triethylammoniumchlorid wurde nicht

verwendet. Das Produkt 114 konnte nicht erhalten werden.
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Versuch 7:

Die Synthese erfolgte gemal3 der AAV 16. Es wurden 202 mg (378 pmol) 3',5’-Bis-O-
(tert-butyldimethylsilyl)-5-brom-2’-dC 103a eingesetzt. Als Base wurde Li-HMDS und
als Ligand Xantphos verwendet. Triethylammoniumchlorid wurde nicht verwendet.
Das Produkt 114 konnte nicht erhalten werden

3’,5’-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5-N-(4-methoxyanilin)-2’-desoxyuridin 115

Versuch 1:

Die Synthese erfolgte gemaR der AAV 16. Es wurden 201 4 0

mg (345 umol) 3’,5’-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5-iod-2’- 3 AN 4NH
dU 110b eingesetzt. Als Base wurde Kaliumphosphat und \o©/ 6| N/go
als Ligand Xantphos verwendet. Triethylammoniumchlorid TBDMSO 5 o

wurde nicht verwendet. Nach drei Tagen Reaktionszeit 4'3, 2,1'
wurden noch einmal 10mol% Pd-Katalysator hinzu gegeben. OTBDMS
Das Produkt 115 konnte nicht erhalten werden. Aus den 115
Fraktionen der saulenchromatogrphischen Reinigung konnte C28H47N306Si;

. M = 577.8603 g/mol
das dehalogenierte Edukt 111 (64.6 mg, 143 pmol, 41%)

identifiziert werden.

Versuch 2:

Die Synthese erfolgte gemaf der AAV 16. Es wurden 201 mg (375 pmol) 3’,5’-Bis-O-
(tert-butyldimethylsilyl)-5-brom-2’-dU ~ 110a  eingesetzt. Als Base wurde
Kaliumphosphat und als Ligand rac-BINAP verwendet. Triethylammoniumchlorid

wurde nicht verwendet Das Produkt 115 konnte nicht erhalten werden.

9.7.2 Synthese der geschitzten und C2-funktionalisierten 2‘-dG-Derivate

3’,5’-Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-2’-dG 118

In einer Stickstoffatmosphare wurden 9.45 g (33.8 mmol) 2’-dG*H,0 13 zweimal mit
jeweils 10 mL abs. Pyridin coevaporiert. Anschlielend wurden 200 mL abs. Pyridin,
12.8 (85.0 mmol) TBDMS-CI und 8.61 g (125 mmol) Imidazol hinzugegeben und Uber
Nacht bei Rt geriuhrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mit Hilfe der DC
(CH2CI,/CH30H: 9:1 v/v). Nach Zugabe von CH3;OH und Toluol und Entfernen des
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Losungsmittels erfolgte eine s&aulenchromatographische Reinigung an Kieselgel
(CH2CI2/CH30H: 99:1 — 9:1 viv).

Ausbeute: 15.6 g (31.0 mmol, 92%) eines farblosen

Feststoffs. - DC: Ri-Wert (CH2CIl,/CH3OH: 9:1 v/v). Nes 60 1
- Smp.: 261 °C. -[a]%%gs: -17.6 ° (C = 1.0, CHCIy). - 8</N | /)NiH
'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 10.51 (s, TBDMSO_ s 5 N N
1H, NH), 7.77 (s, 1H, H-8), 6.38 (s, 2H, NH,), 6.02
(dd, 3Jupn = 7.6 Hz, 2Jup = 6.1 Hz, 1H, H-1"), 4.40 OTBDMS
(ddd, 3Jun = 5.6 Hz, 3Jun = 3.0 Hz, 3344 = 3.0 Hz, 118

CooH44N50,4Sis

1H, H-3), 3.72-3.69 (m, 1H, H-4), 3.71 (dd, 2Jyn =
11.0 Hz, *Jy 4 = 6.0 Hz, 1H, H-5'a), 3.65 (dd, 2Juyn =
11.0 Hz, %3y = 4.4 Hz, 1H, H-5'b), 2.57-2.50 (m, 1H, H-2'a), 2.16 (ddd, Iy = 13.2
Hz, 3Jun = 6.0 Hz, 34 n = 3.2 Hz, 1H, H-2'b), 0.80 (s, 9H, SiC(CHs)3 an C-3’), 0.77 (s,
9H, SiC(CHs)s an C-5'), 0.00 (s, 6H, Si(CHs),), -0.06, - 0.07 (2 * s, 2 * 3H, Si(CH3)s). -
3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-d¢): 156.7 (C-6), 153.7 (C-2), 135.1 (C-8), 133.5
(C-4), 130.6 (C-5), 87.0 (C-4), 82.1 (C-3), 72.1 (C-1’), 62.8 (C-5), 36.6 (C-2), 25.7
(SiC(CHa3)3), 22.3 (SiC(CHa)s), 18.2 (SiC(CHa)s), 17.7 (SiC(CHas)3), -4.8, -5.0
(SiC(CHa)y). - IR: Wellenzahl [cm™] (KBr): 1830, 1280, 1208, 1005, 987, 968, 713,
694, 620, 572, 498. - HRMS (FAB, m/z): ber.: 495.2697 [M], gef.: 496.2789 [M+H]".

M = 495.7630 g/mol

0°-Benzyl-3¢,5bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-2°-dG 129

Unter Stickstoffatmosphare wurden 10.0 g (20.2 mmol) 3',5-Bis-O-(TBDMS)-2"-

dG 118 und 12.99g (46.4 mmol) PPhz in 120 mL abs. 1,4-Dioxan gelost und

7.00 mL (7.35 g, 68.0 mmol) Benzylalkohol zugegeben. Die Reaktionsmischung

wurde auf 0°C gekthlt und tropfenweise mit

7.00 mL (6.84 g, 33.7 mmol) DIAD versetzt. Die

hellgelbe Losung wurde fir 25 Stunden bei Rt </ f;\O
NH,

geruhrt. Nach Entfernen des Ldsungsmittels im T1pMsO-_s

Vakuum wurde das Rohprodukt “N /
saulenchromatographisch gereinigt (PE/EE: 3:1 — OTBDMS
2:1 viv). 129

C29H47N504Si;

Ausbeute: 8.30 g (14.2 mmol, 70%) eines leicht M = 585.8856 g/mol

gelblichen Feststoffes. - DC: Ri-Wert (PE/EE: 1:1):
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0.74. - Smp.: 69.2 °C; [a]®®s¢s = -1.5° (¢ = 1.0, CHCl3). - *H-NMR: & [ppm] (400 MHz,
DMSO-dg): 8.06 (s, 1H, H-8), 7.50 (dd, 3Jun= 8.0 Hz, “Jyn= 1.4 Hz, 2H, H-c), 7.42-
7.37 (m, 2H, H-d), 7.37-7.33 (m, 1H, H-e), 6.52 (s, 2H, NH,), 6.21 (dd, *Jy 4= 7.4 Hz,
3Jyn= 6.3 Hz, 1H, H-1"), 5.50 (s, 2H, H-a), 4.51 (ddd, *Jyu= 5.7 Hz, 3Jyn= 3.0 Hz,
3Jun= 3.0 Hz, 1H, H-3"), 3.82 (ddd, 3Ju 1= 5.9 Hz, 3Jyn= 4.5 Hz, 3J4 4= 2.8 Hz, 1H, H-
4%, 3.72 (dd, 2= 11.0 Hz, %Jyn= 5.9 Hz, 1H, H-5"a), 3.64 (dd, “Jun= 11.0 Hz,
3Jun= 4.5 Hz, 1H, H-5b), 2.73 (ddd, 2Jy = 13.2 Hz, 3Jyn= 7.5 Hz, 3Jyn= 5.7 Hz, 1H,
H-2"a), 2.25 (ddd, “Jyn= 13.1 Hz, 3Ju= 6.0 Hz, 3J4 4= 3.3 Hz, 1H, H-2'b), 0.89 (s,
9H, SiC(CHa)s an C3°), 0.86 (s, 9H, SiC(CHs)s an C5), 0.11 (s, 6H, Si(CHs)2), 0.03,
0.03 (2 x s, 2 X 3H, Si(CHs)). - *C-NMR: (101 MHz, DMSO-ds): 5 [ppm] = 160.0
(C6), 159.7 (C2), 137.4 (C8), 136.5 (Ch), 128.3 (Cc), 128.2 (Cd), 128.0 (Ce), 122.9
(C4), 113.0 (C5), 86.8 (C4'), 82.2 (C3'), 71.5 (C1), 66.7 (Ca), 62.9 (C5'), 59.5 (C2"),
25.5 (2 x SiC(CHa)s), 21.7 (Si(CHs)2), 20.7 (Si(CHs)2), 13.9 (2 x SiC(CHa)s). - IR:
Wellenzahl [cm™] (KBr): 3396, 2770, 2711, 1876, 1755, 1705, 1674, 1614, 1574,
1557, 1548, 1486, 1463, 1416, 1005, 985, 919, 619, 508. - HRMS (FAB, m/z): ber.:
585.3167 [M], gef.: 586.3253 [M+H]".

2-(4-Cyanophenyl)ethanol 117

In einem Kolben wurden 10.0 g (160 mmol) Natriumnitrit in 8 mL

Wasser geldst und zu einer Losung aus 19.2 g (140 mmol) 2-(4- 5
Aminophenyl)ethanol 116 und 100 mL eines Salzsaure/Eis- N
Gemisches (2:3 v/v) bei 3 °C getropft. Nach anschliel3ender 21
Neutralisation mit Natriumcarbonat-Lésung wurde die Lésung bei OH
0 °C zu 240 mL eines mit Kupfercyanid-Losung (14.8 g "
CgHgNO

Kupferchlorid und 19.6 g Natriumcyanid in 100 mL Wasser) M = 147.1739 g/mol
Uberschichteten Toluol/Benzol-Gemisches (1:1 v/v) getropft.

Nach weiterem Ruhren fir eine Stunde bei 0 °C wurde die Lésung eine Stunde bei
Raumtemperatur und anschlieRend fur 1.5 Stunden bei 50 °C stehengelassen. Nach

Abtrennung der organischen Phase wurde die wassrige Phase dreimal mit je 80 mL
Dichlormethan extrahiert, bevor die vereinigten organischen Phasen Uber
Natriumsulfat getrocknet und vom Lésungsmittel befreit wurden. Das Rohprodukt

wurde saulenchromatographisch gereinigt (CH,CIl,/CH3OH: 0% — 5% v/v).
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Ausbeute: 16.8 g (114 mmol, 71%) eines orangefarbenen Feststoffes. - DC: R+-Wert
(CHCl2/CH3OH: 9:1 v/v): 0.54 - Smp.: 49 °C. - *H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-
de): 7.73 (d, 3Jnn = 8.4 Hz, 2H, H-4), 7.43 (d, *Jyn = 8.4 Hz, 2H, H-5), 4.70 (t, 33y =
5.2 Hz, 1H, OH), 3.63 (dt, *Jyn = 6.6 Hz, *Jun = 5.2 Hz, 2H, H-1), 2.79 (t, *Jyn = 6.7
Hz, 2H, H-2). - 3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-de): 146.2 (C-6), 132.1 (C-5),
130.0 (C-4), 119.2 (C-3), 108.8 (CN), 61.5 (C-1), 39.0 (C-2). - IR: Wellenzahl [cm™]
(KBr): 2356, 2078, 1826, 1705, 1676, 1207, 741. - MS (FAB, m/z): ber.: 147.06 [M],
gef.: 148.07 [M+H]".

0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-3’,5-bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-2’-dG 119

In einer Stickstoffatmosphare wurden 5.05g (10.2 mmol, 1 Aquiv.) 3’,5-Bis-O-
(TBDMS)-dG 118 6.44g (24.5 mmol, 2.5 Aquiv.) Triphenylphosphin und 5.0g
(34 mmol, 3 Aquiv.) 2-(4-Cyanophenyl)-ethanol 117 in 42 mL abs. 1,4-Dioxan gelost.
Unter Eisbadkihlung wurden tropfenweise 3.40 mL (16.8 mmol, 1.5 Aquiv.) DIAD
zugegeben. AnschlieRend wurde die Reaktionslosung fur 20 h bei Rt gerthrt. Die
Reaktionskontrolle erfolgte mit Hilfe der DC (PE/EE: 1:1 v/v). Nach Entfernen des
Losungsmittels erfolgte die saulenchromatographische Reinigung (PE/EE: 4:1 — 1:1

VIV).

Ausbeute: 5.41g (8.67 mmol, 85%) eines 5iCN
gelben Feststoffes. - DC: Ri-Wert (PE/EE: 1:1): c
0.74. - Smp.: 69 °C. - [a]®ses: -0,5° (c = 1.67, .
CHCl3 ). - 'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-
de): 8.02 (s, 1H, H-8), 7.78-7.71 (m, 2H, H-d), </ )\

TBDMSO-s NH,
7.55 (d, 3Jupn = 8.2 Hz, 2H, H-e), 6.44 (s, 2H, &0,

NH2), 6.20 (dd, 3Jun = 13.6 Hz, 3Jun = 6.7 Hz, “OTBDMS

1H, H-1), 4.51 (ddd, 3J4n = 8.0 Hz, *Jyy = 5.4 119

Hz, *Jun = 2.8 Hz, 1H, H-3), 3.82 (m, 1H, H-4"), C31H4sNgO4Si5

3.74-3.69 (m, 1H, H-5'a), 3.63 (dd, 2Jun = 6.9 M = 624.9216 g/mol

Hz, *Jun = 3.0 Hz, 1H, H-5'b), 4.64 (t, ®J 4 = 6.8 Hz, 2H, H-a), 3.19 (t, 3y = 6.8 Hz,
2H, H-b), 2.73 (m, 1H, H-2’a), 2.24 (ddd, Iy = 9.3 Hz, 33y s = 6.0 Hz, *Jyn = 3.2 Hz,
1H, H-2’b), 0.89 (s, 9H, SiC(CHs); an C-3’), 0.86 (s, 9H, SiC(CHs)s an C-5), 0.10(s,
6H, Si(CHa)2), 0.03, 0.02 (2 * s, 2 * 3H, Si(CHa3)2). - *C-NMR: & [ppm] (101 MHz,
DMSO-de): 160.1 (C-6), 159.8 (C-2), 154.1 (C-4), 144.3 (C-c), 137.5 (C-8), 132.1 (C-

e), 130.1 (C-d), 119.0 (C-f), 113.8 (C-5), 109.4 (CN), 87.0 (C-4’), 82.3 (C-3'), 72.2 (C-
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1), 65.5 (C-a), 62.7 (C-5)), 61.3 (C-2"), 34.6 (C-b), 25.7 (2 * SiC(CHa)s), 17.8 (2 *
SiC(CHa)s), -4.8, -5.0, -5.5 (Si(CHa),). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3373, 2929, 2884,
2857, 2228, 1733, 1611, 1585, 1506, 1462, 1410, 1372, 1332, 1252, 1178, 1111,
1070, 968, 939, 838, 780, 671, 640, 562. - HRMS (FAB, m/z) ber.: 624.3354 [M],
gef.: 625.3348 [M+H]".

0°-Benzyl-3¢,5-bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-2‘-desoxyxanthosin 130

Zu einer Lésung von 4.00 g (6.83 mmol) O°-Benzyl-3,5'-bis-O-(TBDMS)-2-dG 129 in
38 mL Aceton wurden unter Eiskiihlung 25 mL Wasser, 23 mL Essigsaure und 9.44 g
(23.7 mmol) Natriumnitrit gegeben. Die Reaktionsldsung wurde 40 Minuten mit Eis
gekuhlt und anschlieBend fur 5 h bei Rt gerihrt. Der Verlauf der Reaktion wurde
dunnschichtchromatographisch verfolgt (PE/EE: 2:1). AnschlieBend wurde die
Losung mit gesattigter NaHCOg3-Losung gewaschen bzw. neutralisiert. Es wurde
dreimal mit Ethylacetat extrahiert und die vereinigten organischen Extrakte Uber
MgSO. getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurde das

Rohprodukt saulenchromatographisch gereinigt (PE/EE: 4:1 — 1:1 v/v).

Ausbeute: 1.80 g (3.06 mmol, 45%) eines farblosen,

0N Ny
schaumigen Feststoffes. - DC: RiWert (PE/EE: 7Nf\{/N1\©e
s | )
oNT4 N/gO
H3
;

2:1): 0.31. - Smp.: 107 °C. - [a]®°%ses. -0.6 ° (c = 0.64,

TBDMSO-s
CHCls). - 'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-ds): )
11.73 (s, 1H, NH), 8.23 (s, 1H, H8), 7.50 (dd, 3Jun= "OTEDMS
8.0 Hz, “Jun= 1.4 Hz, 2H, Hc), 7.43-7.39 (m, 2H, 130
Hd), 7.38-7.34 (m, 1H, He), 6.23 (dd, 3Jun= 6.6 Hz, CooHesNoOsSi,
33yu= 6.6 Hz, 1H, H-1'), 5.54 (s, 2H, H-a), 4.56- M = 586.8703 g/mol
4.53

(m, 1H, H-3"), 3.84 (ddd, 3J4n= 5.6 Hz, *Jyn= 4.4 Hz, *Jyu= 4.4 Hz, 1H, H-4"), 3.75
(dd, 2Jp = 11.0 Hz, 3Jy = 5.8 Hz, 1H, H-5"a), 3.64 (dd, 2Jy 4= 11.0 Hz, 3Jy 4= 4.4 Hz,
1H, H-5'b), 2.81-2.75 (m, 1H, H-2"a), 2.30 (ddd, 2J4 4= 13.2 Hz, 3Jy 4= 6.2 Hz, 3Jyu=
3.7 Hz, 1H, H-2'b), 0.89 (s, 9H, SiC(CHs)s an C3), 0.85 (s, 9H, SiC(CH3); an C5"),
0.11 (s, 6H, Si(CHa)2), 0.02, 0.01 (s, 2 * 3H, Si(CHs)2). - *C-NMR: (101 MHz, DMSO-
ds): 3 [ppm] = 158.7 (C6), 154.3 (C2), 134.6 (C8), 129.7 (Cb), 128.4 (Cc), 128.1 (Cd),
128.0 (Ce), 125.5 (C4), 117.5 (C5), 88.0 (C4"), 87.4 (C3’), 48.6 (C1"), 47.7 (Ca), 45.0
(C57), 38.2 (C2), 25.7 (SiC(CHs)s), 22.3 (SiC(CHas)s), 18.2 (SiC(CHs)s), 17.7

(SiC(CHs)3), -4.8, -5.0 (Si(CHs)2). - IR: Wellenzahl [cm™] (KBr): 3302, 2983, 2930,
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2857, 1740, 1648, 1593, 1444, 1403, 1374, 1359, 1242, 1103, 1047, 836, 779, 740,
482. - HRMS (FAB, m/z): ber.: 586.3007 [M], gef.: 587.3085 [M+H]".

0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-3’ 5’-bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-2’-
desoxyxanthosin 131

Zu einer Lésung von 4.0g (6.40 mmol) O°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-3‘,5-bis-O-
(TBDMS)-2°-dG 119 in 75 mL Aceton wurden unter Eiskiihlung 33 mL Wasser, 42 mL
Essigsaure und 17.7 g (25.6 mmol) Natriumnitrit gegeben. Die Reaktionslésung
wurde dreif3ig Minuten mit Eis gekihlt und anschlieRend fir 22.5 h bei Rt gerthrt.
Der Verlauf der Reaktion wurde diunnschichtchromatographisch verfolgt (PE/EE: 1:1).
Anschlieend wurde die Losung mit gesattigter NaHCOs-Losung neutralisiert. Es
wurde dreimal mit Ethylacetat extrahiert und die vereinigten organischen Extrakte
Uber MgSO, getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum, wurde das
Rohprodukt sdulenchromatographisch gereinigt (PE/EE: 4:1 — 1:1 — 1:3 v/v).

Ausbeute: 2.90g (4.63 mmol, 72%) eines . A CN
gelblichen Ols. - DC: R+Wert (PE/EE: 1:1 v/v): >

0.32. - [a]®®ses. -2.6 ° (c = 1.0, CHCly). - *H-NMR: ]

o [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 11.72 (s, 1H, 7Nfo\{N1

NH), 8.19 (s, 1H, H-8), 7.67 (d, 3Jun = 8.1 Hz, TBDOMSOs BfN |4 N)\<O

2H, H-d), 7.57 (d, %Jun = 8.1 Hz , 2H, H-e), 6.24 O~

(dd, 3Jun = 6.7 Hz, 3Jun = 6.7 Hz, 1H, H-1), OTBDMS

4.57-4.52 (m, 1H, H-3"), 3.86-3.82 (m, 1H, H-4"), 131

3.75-3.70 (m, 1H, H-5"a), 3.65-3.61 (m, 3H, H- C31H47N505Si,

M = 625.9064 g/mol
5'b/H-a), 2.69 (t, 3Jun = 6.3 Hz, 2H, H-b), 2.66- gimo

2.64 (m, 1H, H-2"a), 2.21-2.16 (m, 1H, H-2'b), 0.78 (s, 9H, SiC(CHs); an C3’), 0.74
(s, 9H, SiC(CH3); an C5°), 0.00 (s, 6H, Si(CHs)z), -0.10, -0.09 (2 * s, 2 * 3H,
Si(CHs)2). - *C-NMR: (101 MHz, DMSO-dg): d [ppm] 145.9 (C2), 144.2 (C6), 138.6
(C8), 137.6 (Cf), 132.2 (Cb), 131.9 (Cc), 131.2 (Cd), 130.0 (C4), 119.0 (Ce), 114.3
(C5), 109.2 (CN), 87.0 (C4"), 82.9 (C1°), 71.9 (C3"), 66.1 (Ca), 62.5 (C5), 59.6 (C2"),
26.1 (2 * SIC(CHa)s), 17.67 (2* SiC(CHs)s), -5.0, -4.8 (Si(CHs),). - IR: Wellenzahl [cm’
Y: 2951, 2929, 2889, 2857, 2227, 1641, 1608, 1592, 1405, 1360, 1251, 1110, 1024,
830, 777, 550. - HRMS (ESI*, m/z): ber.: 625.3116 [M], gef.: 626.3187 [M+H]".
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0°-Benzyl-3’,5’-bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-O?tris(dimethylamino)-phosphor-
2‘-desoxyxanthosin-Hexafluorophosphat 127

Unter  Stickstoffatmosphare  wurden 1.78 g

07N
(3.04 mmol)  O°-Benzyl-3*,5-bis-O-(TBDMS)-2"- N fﬁ?@
i 8</ l 2
desoxyxanthosin 130 und 2.71 g (6.11 mmol) BOP 0 “N\ | N:)\o "
in 30mL abs. CH.Cl, gelést und mit 1.1 mL A0~ pVie?
_ 3 >  Me,N'® NMe,
(0.81g, 6.3mmol) DIPEA versetzt. Die OTBDMS © PR
Reaktionslosung wurde fir 5 h bei Rt geriihrt. Der 127
Verlauf der Reaktion wurde dunnschicht- CasHasFN;O5P,Sis
chromatographisch verfolgt (CH,Clo/CH3sOH: 19:1). M = 894.0276 g/mol

Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurde der beige-braune Feststoff
saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (PE/EE: 1:1 viv — CH,Cl,/Aceton:
7:3 VIv).

Ausbeute: 2.18 g (2.44 mmol, 80%) eines schaumigen, beigen Feststoffs. - DC: R
Wert (CH2Clo/CH3;OH: 19:1): 0.60. - Smp.: 55.6 °C. - [a]®ses -1.07 ° (c = 0.68,
CHCls). - *H-NMR: & [ppm] (500 MHz, CDCls): 8.36 (s, 1H, H-8), 7.44 (d, %Jun = 7.3
Hz, 2H, H-c), 7.37-7.31 (m, 3H, H-d,-e), 6.38 (dd, ®Jyn = 6.3 Hz, *Juy = 6.3 Hz, 1H,
H-17), 5.66 (s, 2H, H-a), 4.58 (dd, *Juu = 8.1 Hz, *Jun = 4.7 Hz, 1H, H-3), 4.02 (dd,
33un = 6.0 Hz, Iy n = 3.1 Hz, 1H, H-4"), 3.84 (dd, “Jyn = 11.4 Hz, ®Jyn = 3.4 Hz, 1H,
H-5"a), 3.78 (dd, 2Jun = 11.4 Hz, 33y = 2.6 Hz, 1H, H-5'b), 2.83 (d, ®Jup = 10.7 Hz,
18H, 3 * N(CHs)2), 2.45 (dd, 3Jup = 5.99 Hz, 3Jyn = 5.23 Hz, 2H, H-27), 0.91 (s, 18H,
2 * SiC(CHs)s), 0.10, 0.09 (s, 12H, 2 * Si(CHs),). - *C-NMR: d [ppm] (125 MHz,
CDCls): 161.9 (C6), 152.6 (C2), 140.9 (C8), 135.3 (Cb), 128.6 (Cd,e), 127.7 (Cc),
120.2 (C4), 117.7 (C5), 88.01 (C4"), 83.9 (C1°), 71.5 (C3"), 69.7 (Ca), 62.6 (C5'),
41.9 (C2°), 37.5 (d, 2ecp = 41Hz, 3 * N(CHs)z), 26.1 (2 * SiC(CHs)s), 18.4
(SiC(CHs)3), 17.9 (SiC(CHs)s), -5.2 (Si(CHs)2), -5.5 (Si(CHs),). - **P-NMR: & [ppm]
(162 MHz, CDCls): 33.0 (s, P[N(CHs)2]s, -144.4 (sep, Jpr = 715.0 Hz). - IR:
Wellenzahl [cm™]: 2952, 2929, 2857, 1604, 1470, 1347, 1315, 1250, 1233, 1171,
1066, 1000, 832, 774, 698, 556, 467, 407. - HRMS (ESI*, m/z): ber.: 748.4161
[M+H]" (ohne PF¢"), gef.: 748.4167 [M+H]" (ohne PFg).
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0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-3¢ 5¢-bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-O?-
tris(dimethylamino)phosphor-2‘-desoxyxanthosin-Hexafluorophosphat 128

Unter Stickstoffatmosphare wurden 2.39 g (3.82 mmol) O°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-
3',5%-bis-O-(TBDMS)-2‘-desoxyxanthosin 131 und 3.39 g BOP (7.65 mmol) in 40 mL
abs. CH)Cl, gelést und mit 1.3 mL (1.0g, 7.5 mmol) DIPEA versetzt. Die
Reaktionslosung wurde fur 3.5 h bei Rt geruhrt. Der Verlauf der Reaktion wurde
dunnschichtchromatographisch  verfolgt (PE/EE: 1:1). Nach Entfernen des
Losungsmittels im Vakuum wurde das Rohprodukt saulenchromatographisch an
Kieselgel gereinigt (PE/EE: 1:1 v/v — CH2Cl,/CH30OH: 7:3 v/v).

Ausbeute: 2.39g (2.56 mmol, 67%) eines ¢ _;_CN
orange-braunen Ols erhalten. - DC: R¢-Wert c
(CH,Clo/CH3OH: 19:1): 0.38. - [a]*%ses: -1.38 ° (C
= 0.67, CHCIls). - 'H-NMR: & [ppm] (400 MHz,
DMSO-dg): 8.47 (s, 1H, H-8), 7.68 (d, Jun=82 __ </ )\

Hz, 2H, H-d), 7.45 (d, ®Jupn = 8.2 Hz , 2H, H-e), . o, " P\NMez
6.22 (dd, 3Jun = 6.3 Hz, 3Juu = 6.3 Hz, 1H, H- raoms N € E:'ez
1), 4.59 (ddd, 3Jun = 5.1 Hz, %Jun = 5.1 Hz, 128 i
3Jun = 5.1 Hz, 1H, H-3"), 3.86 (ddd, *Jun = 7.1 Ca7HeaFsNgOsP2Siy

Hz, ®Jup = 7.1 Hz, 3Juw = 7.1 Hz, 1H, H-4"), M = 833.0636 gimol

3.74 (m, 1H, H-5a), 3.63-3.59 (m, 3H, H-5"b/H-a), 2.84-2.76 (m, 21H, 3 * N(CHa)2,
H-b, H-2"a), 2.26 (m, 1H, H-2'b), 0.78 (s, 9H, SiC(CHs); an C3’), 0.71 (s, 9H,
SiC(CHas)3 an C5°), 0.00 (s, 6H, Si(CHa)2), -0.11, -0.13 (2 * s, 2 * 3H Si(CHs),). - =*C-
NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 168.0 (C2), 159.8 (C6), 152.6 (C5), 144.0 (C8),
Cb (143.8), 142.3 (Cf), 132.6 (Cc), 132.2 (Cd), 130.0 (Ce), 119.0 (C4), 109.3 (CN),
87.1 (C4°), 83.3 (C1°), 71.2 (C3), 62.2 (C5’), 61.2 (Ca), 59.6 (C2'), 36.5 (d, 2Jcp =
4.6 Hz, 3 * N(CHs)2), 25.5 (2 * SiC(CHs)s), 17.7 (2* SIC(CHs)s), -5.1, -4.9 (Si(CHa)o). -
$IP_.NMR: & [ppm] (162 MHz, DMSO-dg): 33.36 (s, P[N(CHas)2]s, -144.2 (sep, Jp-r =
711.3 Hz). - IR: Wellenzahl [cm™]: 2952, 2930, 2858, 2227, 1605, 1448, 1348, 1315,
1235, 1176, 1048, 1002, 831, 776, 671, 642, 557, 489, 467. - HRMS (ESI*, m/z):

ber.: 787.4270 [M+H]" (ohne PF¢"), gef.: 787.4277 [M+H]" (ohne PFg").
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0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-3’,5-bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-2-brom-2’-dG 12

Unter einer Stickstoffatmosphéare wurden

4,679 (7.48 mmol, 1 Aquiv.) 4 i _CN
0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-3’,5"-bis- LS
O-(TBDMS)-2-dG 119 und  2.03g .
(5.61 mmol, 0.75 Aquiv.) Antimontribromid s 6O\N1
zusammengegeben und mittels ¢l 2
Viehsalz/Eisbad  auf  -10°C  gekhit TBOMSOL s | N
Abschlielend wurden 25 mL Dibrommethan YN ° T

OTBDMS

zugefigt. Zur Reaktionslésung wurden

1.79 mL (15.0 mmol, 2 Aquiv.) t-Butylnitrit 12
C31H4aBrN5O4Si2

getropft. Die Reaktionsldsung wurde 1 h bei - M = 688.8030 g/mol

10 °C geruhrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte

mittels DC (PE/EE: 2:1 v/v). Nach Zugabe von 7.5 g Natriumhydrogencarbonat,
gelést in 125 mL kaltem Wasser, wurde die Ldsung in einen Scheidetrichter
dekantiert und die wassrige Phase nach der Phasentrennung dreimal mit
Dichlormethan extrahiert. Der hochviskose Niederschlag wurde im Becherglas
solange mit Dichlormethan gerihrt und dekantiert, bis der Niederschlag farblos war.
Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Die Reinigung erfolgte

saulenchromatographisch (PE/EE: 4.1 — 2:1 v/v).

Ausbeute: 3.07 g (4.46 mmol, 60%) eines gelben Sirups. - DC: R-Wert (PE/EE: 2:1):
0.47. - [0]%%es: +8.7 ° (c = 0.19, CHCl3 ). - *H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-de):
8.50 (s, 1H, H-8), 7.77 (d, 3Jun = 8.2 Hz, 2H, H-d), 7.55 (d, ®Jy = 8.3 Hz, 2H, H-e),
6.32 (dd, ®Jyn = 6.3 Hz, 3Jyn = 12.7 Hz, 1H, H-1’), 4.68 (ddd, 3Ju = 14.0 Hz, 3Jyn =
9.1 Hz, ®Jupn = 4.5 Hz, 1H, H-3'), 3.86-3.77 (m, 2H, H-4', H-5'a), 4.78 (t, 2H, H-a),
3.64 (dd, 2Jyn = 11.0 Hz, 3Jyn = 4.0 Hz, 1H, H-5'b), 3.23 (t, 2Ju 4 = 6.6 Hz, 2H, H-b),
2.94-2.88 (m, 1H, H-2'a), 2.35 (ddd, 2Jun = 18.3 Hz, %3y = 11.6 Hz, %Jy = 6.6 Hz,
1H, H-2’b), 0.90 (s, 9H, SiC(CHs); an C-3’), 0.8 (s, 9H, SiC(CHas); an C-5'), 0.12 (s,
6H, Si(CHs)2), -0.01, -0.05 (2 * s, 2 * 3H, Si(CH3),). — *C-NMR: & [ppm] (101 MHz,
DMSO-dg): 159.8 (C-6), 152.6 (C-4), 144.0 (C-c), 132.2 (C-d), 130.1 (C-e), 120.8 (C-
5), 118.8 (C-f), 109.4 (CN), 87.0 (C-4), 83.9 (C-1’), 71.5 (C-3'), 67.4 (C-a), 62.2 (C-
5'), 38.1 (C-2), 34.3 (C-b), 25.7 (2 * SiC(CHa)3), 17.7 (2 * SiC(CHs)s, -4.8, -5.0
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(Si(CHs),), -5.6 (Si(CHa)2). — IR: Wellenzahl [cm™]: 3854, 3446, 2954, 2930, 2857,
2228, 1734, 1653, 1596, 1569, 1507, 1472, 1430, 1362, 1314, 1256, 1227, 1164,
1110, 1070, 1030, 837, 778. — HRMS (FAB, m/z): ber.: 729.3854 [M], gef.: 730.3899

[M+H]".

4-Hydrazinobiphenyl 120

In einem Gemisch aus 30 mL Wasser und 11.4 mL konzentrierter
Salzsdure wurden 3.00g (17.7 mmol) 4-Aminobiphenyl 3
suspendiert und auf -10 °C gekuhlt. AnschlielBend wurde eine
Loésung aus 1.359g (18.0 mmol, 1 Aquiv.) Natriumnitrit in 8 mL
Wasser langsam zugetropft. Nach vier Stunden bei -10 °C wurde
die hellgelbe Lésung in der Kélte zu einer Loésung von 15.2 g
(80.0 mmol, 4.4 Aquiv.) Zinn(ll)-chlorid in 13 mL konzentrierter
Salzsaure gegeben. Nach einer Stunde wurde der Niederschlag

HN.
NH,

120

Cq2H12N,
M = 184.2371 g/mol

abfiltriert und das Produkt durch Versetzten des Niederschlags mit 25%iger

Ammoniaklésung erhalten. Das Hydrazin wurde mit Ether extrahiert, die organische

Phase Uber Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt.

Ausbeute: 2.06 mg (11.2 mmol, 63%) eines orangefarbenen Feststoffes. - *H-NMR: &
[ppm] (400 MHz, CDCls): 7.48 (d, 3Jun = 7.2 Hz, 2H, H-2', H-6’), 7.42 (d, 3Ju = 8.7

Hz, 2H, H-2. H-6), 7.34 (d, 3Jun = 7.2 Hz, 2H, H-3', H-5), 7.31 (m,

1H, H-4"), 6.82 (d,

3Jun = 8.7 Hz, 2H, H-3, H-5), 5.17 (s, 1H, NH), 3.54 (2H, NH,). — **C-NMR: & [ppm]

(101 MHz, CDCl): 150.7 (C-8), 132.5 (C-4), 128.8 (C-2, C-2)),

128.0 (C-8, C-8)

126.6 (C-1, C-3, C-3') 126.5 (C-5), 112.5 (C-7, C-7’). — IR: Wellenzahl [cm™]: 2929,
2856, 1598, 1576, 1242, 1139, 1106, 1067, 831, 776. — MS (El, m/z): ber.: 184.1 [M],

gef.: 184 [M].

2-Hydrazinofluoren 121

Synthese 1:

Es wurden 4.0g (22 mmol) 2-Aminofluoren 4 in 10 mL
konzentrierter Salzsaure suspendiert und auf 0 °C abgekihlt. Es
erfolgte eine tropfenweise Zugabe von 1.51 g (22.0 mmol,
1 Aquiv.) Natriumnitrit, gelost in 4 mL kaltem Wasser und

weiteres Rihren bei 0 °C fur 30 min. Anschliel3end erfolgte die
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tropfenweise Zugabe von 12.5g (66.0 mmol, 3 Aquiv.) Zinn(ll)-chlorid, geldst in
24 mL kalter konzentrierter Salzsaure, bei 0 °C. Nach Lagerung tber Nacht wurde
der Niederschlag filtriert und mit gesattigter Natriumchloridlosung und
PE/Diethylether (2:1 v/v) gewaschen. Nach Aufnahme des Niederschlags in frisch
angesetzte Natronlauge wurde mit Diethylether extrahiert und die organische Phase
Uber Natriumsulfat getrocknet. Das freie Hydrazin wurde durch Extraktion mit
Diethylether gegen Natronlauge und abschlieRendem Einengen der organischen
Phase erhalten.

Ausbeute: 1.12 g (5.71 mmol, 26%) eines gelben Feststoffes. — MS (El, m/z): 181
[100%)] 2-Aminofluoren, 165 [33%] Fluoren, 196 [8%] 2-Hydrazinofluoren; (FAB, m/z):
196.1 [73%] 2-Hydrazinofluoren, 181.1 [100%] 2-Aminofluoren.

Synthese 2:

Es wurden die Bedingungen wie bei Synthese 1 verwendet. Eingesetzt wurden 4.0 g
(22 mmol) 2-Aminofluoren 4.

Ausbeute: 1.96 g (1.00 mmol, 45%) eines gelben Feststoffes. — MS (EI, m/z): 166
[100%] Fluoren, 181 [30%] 2-Aminofluoren.

Synthese 3:

In einem Gemisch aus 30 mL Wasser und 11.4 mL konzentrierter Salzsdure wurden
3.21g (17.7 mmol) 2-Aminofluoren 4 suspendiert und auf -10 °C gekihit.
AnschlieRend wurde eine Lésung aus 1.35 g (18.0 mmol, 1 Aquiv.) Natriumnitrit in
8 mL Wasser langsam zugetropft. Nach vier Stunden bei -10 °C wurde die hellgelbe
Losung in der Kalte zu einer Losung von 15.2g (80.0 mmol, 4.4 Aquiv.)
Zinn(l)-chlorid in 13 mL konzentrierter Salzsdure gegeben. Nach einer Stunde wurde
der Niederschlag abfiltriert und das Produkt durch Versetzten des Niederschlags mit
25%iger Ammoniaklésung erhalten. Das Hydrazin wurde mit Ether extrahiert, die
organische Phase Uber Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum

entfernt.

Ausbeute: 1.98 g (10.1 mmol, 58%) eines gelben Feststoffes. — MS (FAB, m/z):
180.1 [100%] 2-Aminofluoren, 196.1 [60%] 2-Hydrazinofluoren; (EI, m/z): 180 [100%]
2-Aminofluoren, 196 [85%)] 2-Hydrazinofluoren.
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Synthese 4:

Es wurden die Bedingungen wie bei Synthese 3 verwendet. Eingesetzt wurden
3.24 g (17.9 mmol) 2-Aminofluoren 4.

Ausbeute: 550 mg (2.80 mmol, 16%) eines gelben Feststoffes. — MS (El, m/z): 165
[100%] Fluoren, 181 [50%] 2-Aminofluoren, 196 [20%] 2-Hydrazinofluoren.

Versuch 1:

In einer Stickstoffatmosphare wurden 510 mg (20.0 pumol) Magnesiumspane mit
einigen Krimeln lod tber Nacht gerihrt. Anschlieend wurden 4.96 g (20.0 umol)
2-Bromfluoren 122 in 30 mL abs. THF gel6st und zu dem Magnesium hinzugetropft.
Die entstandene braune Suspension wurde nach beendeter Zugabe fur 1 h unter
Ruckfluss erhitzt. Nach Kihlen auf -78 °C wurden 4.61g (20.0 umol) Di-tert-
butylazodicarboxylat 124 zugegeben und nach 10 min weiterem Rihren mit 1.14 mL
(20.0 pmol)  Essigsdure versetzt. Die Suspension wurde darauhin Dbei
Raumtemperatur mit 15 mL Wasser und 50 mL Diethylether versetzt, die Phasen
getrennt und die organische Phase dreimal mit gesattigter NaCl-Losung gewaschen.
Die Trocknung erfolgte Uber Magnesiumsulfat und das Lésungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt. Das Produkt 121 konnte mittels NMR-Spektroskopie

und Massenspektrometrie nicht gefunden werden.

9.7.3 Synthese der N?Arylamin-modifizierten 2’-dG-Addukte (ber die

Buchwald-Hartwig-Kreuzkupplungsreaktion

0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-3’,5’-bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-2-N-(3,5-
dimethylphenylhydrazino)-2’-dG 11a

Die Synthese wurde gemal der AAV 17 durchgefuhrt. Es wurden 2.0 g (2.9 mmol)
0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-3’,5’-bis-O-(TBDMS)-2-brom-2’-dG 12 eingesetzt.

Ausbeute: 1.39 g (1.86 mmol, 64%) eines orangefarbenen Feststoffes. - DC: Ri-Wert
(PE/EE: 1:1): 0.50. - Smp.: 83-85 °C. - [a]®%9s: +7.8 ° (C = 1.2, CH2Cl,). - *H-NMR:
o [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 8.16 (s, 1H, H-8), 7.75-7.73 (m, 2H, H-d), 7.44-7.40
(m, 2H, H-e), 7.26 (s, 2H, H-B), 6.70 (s, 1H, H-D), 6.30-6.26 (m, 1H, H-1"), 5.24 (s,
2H, NH), 4.80-4.73 (m, 2H, H-a), 4.64-4.58 (m, 1H, H-3’), 3.83-3.81 (m, 1H, H-4),
3.64-3.55 (m, 2H, H-5’), 3.17-3.12 (m, 2H, H-b), 3.00-2.95 (m, 1H, H-2'a), 2.27-2.24
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(m, 1H, H-2'b), 2.21 (s, 6H, H-E), 0.89 (s,
9H, SiC(CH); an C-3'), 0.83 (s, 9H,
SiC(CH)s an C-5), 0.10 (s, 3H, Si(CHs),
an C-3)), 0.00 (s, 3H, Si(CHs), an C-

7
3’), -0.02 (s, 6H, Si(CHa3), an C-5'). - 3C- (Nf
8
NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-ds): oN
TBDMSO__ &
156.1 (C-6), 153.2 (C-2), 144.8 (C-C), L0
140.2 (C-8), 144.1 (C-f), 136.3 (C-c), 3

. >
OTBDMS  C49H5;N,0,Si,

132.1 (C-d), 130.0 (C-e), 124.8 (C-B), M = 344 0850 ol

128.0 (C-4), 121.3 (C-D), 118.9 (CN),

118.8 (C-A), 109.3 (C-5), 87.9 (C-4’), 83.4 (C-1'), 73.5 (C-3’), 65.9 (C-a), 62.8 (C-5),
59.7 (C-2), 34.5 (C-h), 25.2 (SiC(CHa)s), 21.9 (C-E), 9.6 (SiC(CHa)s), -4.1, -5.4
(Si(CH3)2). - IR: Wellenzahl [cm™] (KBr): 2930, 2835, 2227, 1618, 1463, 1384, 1301,
1256, 1175, 1032, 827, 703, 583. - HRMS (FAB, miz): ber.: 743.4011 [M], gef.:
744.4125 [M+H]".

0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-3’,5’-bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-2-N-(4-
methoxyphenyl)-2’-dG 11b

Die Synthese wurde gemal der AAV 17 durchgefihrt. Es wurden 3.00 g (4.35 mmol)
0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-3’,5"-bis-O-(TBDMS)-2-brom-2’-dG 12 eingesetzt.

Ausbeute: 2.48 g (3.32 mmol, 76%) eines
orangefarbenen Feststoffes. - DC: R-Wert
(PE/EE: 1:1): 0.44. - Smp.: 89-91 °C. - 'H-
NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-ds): 8.13
(s, 1H, H-8), 7.76-7.74 (m, 2H, H-d), 7.49-
7.46 (m, 2H, H-B), 7.43-7.39 (m, 2H, H-e),
6.89-6.86 (m, 2H, H-C), 6.27 (dd, 3Jun
=7.0 Hz, ®Juu=7.0 Hz, 1H, H-1"), 5.26 (s,

g > 11b
3 —
2H, NH), 4.61 (t, °Jyu= 7.0 Hz, 2H, H-a), OTBDMS CagHesN,O6Si,
4.52-4.48 (m, 1H, H-3), 3.85-3.86 (m, 1H, M = 746.0582

H-4’), 3.75 (s, 3H, H-E), 3.70-3.61 (m, 2H, H-5"), 3.11 (t, *Jun = 6.8 Hz, 2H, H-b),
2.95-2.85 (m, 1H, H-2’a), 2.24 (ddd, 2Jyn = 13.3 Hz, 3y = 6.3 Hz, 3J 4= 3.0 Hz, 1H,
H-2’b), 0.88 (s, 9H, SiC(CH)3), 0.85 (s, 9H, SiC(CH)a3), 0.10 (s, 3H, Si(CHs),), 0.01 (s,

3H, Si(CHs)2), -0.05, -0.08 (s, 6H, Si(CHs)y). - *C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-
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de): 159.2 (C-6), 158.2 (C-2), 155.6 (C-A), 153.6 (C-4), 144.0 (C-c), 140.1 (C-5),
138.3 (C-8), 132.2 (C-e), 129.9 (C-d), 125.6 (C-B), 118.8 (-CN), 115.1 (C-D), 113.6
(C-C), 109.2 (C-f), 87.3 (C-4’), 83.3 (C-1’), 72.5 (C-3'), 65.7 (C-a), 62.9 (C-5), 55.1
(C-E), 38.3 (C-2'), 34.4 (C-b), 25.6 (SiC(CHas)s), 20.7 (C-E), 17.6 (SiC(CHa)a), -
4.9, -5.5 (Si(CHa)2). - IR: Wellenzahl [cm™]: 2929, 2856, 1608, 1509, 1455, 1243,
835, 780. - HRMS (FAB, m/z): ber.: 745.3803 [M], gef.: 746.3896 [M+H]".

0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-3’,5-bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-2-N-
phenylhydrazino-2’-dG 11c

Die Synthese wurde gemal der AAV 17
durchgefuhrt. Es wurden 0.98 g (1.4 mmol)
0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-3’,5"-bis-O-
(TBDMS)-2-brom-2’-dG 12 eingesetzt.

Ausbeute: 723 mg (1.01 mmol, 71%) eines 8</N

braunen Feststoffes. - DC: R-Wert (PE/EE: tgpmso_ N

2:1): 0.18. - Smp.: 84-87 °C. - [a]%s0s: -3 ° (C # O~

= 1.0, CHCl3). - 'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, * OTBDMS NN
DMSO-de): 8.17 (s, 1H, H-8), 7.73 (d, M = 716.0322 g/mol

3Jun=8.3 Hz, 2H, H-e), 7.46-7.30 (m, 5H, H-Ar), 7.21-7.13 (m, 2H, H-C), 6.21 (dd,
33 = 7.6 Hz, 3y =6.2 Hz, 1H, H-1"), 5.34 (s, 2H, NH), 4.52 (t, 2H, *J4 1= 6.9 Hz,
H-a), 4.47-4.43 (m, 1H, H-3’), 3.85-3.80 (m, 1H, H-4"), 3.64-3.57 (m, 2H, H-5), 3.07
(t, ®Jun = 6.9 Hz, 2H, H-b), 2.90-2.82 (m, 1H, H-2’a), 2.22 (ddd, 2J4 4 = 13.1 Hz, 344
= 5.9 Hz, 3Jyn=2.8 Hz, 1H, H-2’b), 0.75 (s, 9H, Si(CHs); an C-3’), 0.80 (s, 9H,
Si(CHs)s an C-5), 0.00 (s, 6H, Si(CHs),), - 0.15 (2 * s, 2 * 3H, Si(CHa)). - “*C-NMR: &
[ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 159.1 (C-6), 156.7 (C-2), 152.4 (C-D), 145.7 (C-A),
144.4 (C-f), 139.6 (C-8), 130.0 (C-C), 129.5 (C-c), 127.6 (C-d), 127.5 (C-e), 123.6
(C-4), 119.0 (C-B), 118.6 (-CN), 114.8 (C-5), 87.1 (C-4’), 84.0 (C-1’), 71.6 (C-3’), 67.8
(C-a), 62.8 (C-5'), 39.7 (C-2), 34.3 (C-b), 25.7, 25.6 (SiC(CHs)s), 17.8, 17.6
(SiC(CHs)s), -4.8, -5.0, -5.5 (Si(CHa)2). - IR: Wellenzahl [cm™] (KBr): 3744, 3037,
1737, 1695, 1612, 1507, 1110, 838. - HRMS (FAB, m/z): ber.: 715.3698 [M], gef.:
716.3736 [M+H]".
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0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-3’,5-bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-2-N-(4-bi-

phenylhydrazino)-2’-dG 11d

Die Synthese wurde gemalR der AAV
17 durchgefuhrt. Es wurden 1.53 g
(2.23 mmol) 0°-2-(4-
Cyanophenyl)ethyl-3’,5’-bis-O-
(TBDMS)-2-brom-2’-dG 12

eingesetzt. TBDMSO_ 5

Ausbeute: 1.06 g (1.34 mmol, 60%)
eines orangefarbenen Feststoffes. -
DC: R+-Wert (PE/EE: 1:1):

11d
Ca3H57N704Si;

M = 792.1282 g/mol

0.66. - Smp.: 75-78 °C. - [a]®ses: +25 ° (Cc = 0.4, CHCl3). - *H-NMR: & [ppm] (400
MHz, DMSO-de): 8.19 (s, 1H, H-8), 7.77-7.33 (m, 13H, H-Ar), 6.31 (dd, *J4 4= 6.7 Hz,
3Jun = 6.7 Hz, 1H, H-1"), 5.37,5.20 (2 * s, 2 * 1H, NH), 4.70 (t, *Jy 1 = 6.9 Hz, 2H, H-
a), 4.54-4.51 (m, 2H, H-3'), 3.85-3.82 (m, 1H, H-4"), 3.72-3.62 (M, 2H, H-5'), 3.17 (t,
3 = 6.9 Hz, 2H, H-b), 2.97-2.90 (m, 1H, H-2'a), 2.30-2.24 (m, 1H, H-2'b), 0.88,
0.84 (2 *s, 2 * 9H, Si(CH3)3 ), 0.10, 0.00 (2 * s, 2 * 6H, Si(CH3),). - **C-NMR: & [ppm]
(101 MHz, DMSO-dg): 159.2 (C-6), 157.5 (C-Ar), 153.1 (C-4), 148.2 (C-2), 144.1 (C-
Ar), 139.7 (C-8), 132.0, 128.7, 126.1 (C-Ar), 118.7 (C-N), 115.1 (C-5), 87.1 (C-4),
83.2 (C-1'), 72.3 (C-3'), 65.8 (C-a), 62.8 (C-5), 38.3 (C-2’), 34.1 (C-b), 25.6, 25.5
(SiC(CHa3)3), -5.6, -5.1 (Si(CHs),). - HRMS (FAB, m/z): ber.: 791.4011 [M], gef.:

791.4035 [M]".

0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-3’,5’-bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-2-N-(2-

aminofluoren)-2’-dG 132

Die Synthese wurde gemal der AAV 17
durchgefuhrt. Es wurden 192 g
(2.78 mmol) 0°-2-(4-
Cyanophenyl)ethyl-3’,5’-bis-O-(tert-

butyldimethylsilyl)-2-brom-2’-dG 12
eingesetzt. Nach
saulenchromatographischer Reinigung

konnte nur die Verbindung 132 erhalten

TBDMSO-s
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werden, nicht das gewiinschte Produkt 11e.

Ausbeute: 1.124 mg (1.424 mmol, 51%) eines orangefarbenen Feststoffes. — DC: Ry-
Wert (PE/EE: 2:1): 0.48. — Smp.: 112 °C. ~ *H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-ds):
9.60 (s, 1H, N-H), 8.20 (s, 1H, H-8), 8.10 (s, 1H, H-B), 7.79-7.73 (m, 4H, H-e, H-
Fluoren), 7.70-7.67 (m, 1H, H-M), 7.58-7.56 (m, 2H, H-d), 7.51-7.22 (m, 3H, H-
Fluoren), 6.35 (t, 3Jun = 6.2 Hz, 1H, H-1°), 4.79 (t, *Jun = 6.9 Hz, 2H, H-a), 4.57-4.55
(m, 1H, H-3’), 3.89-3.86 (m, 1H, H-4’), 3.84 (s, 2H, H-D), 3.75-3.62 (m, 2H, H-5),
3.26 (t, *Jyn = 6.8 Hz, 2H, H-b), 2.97-2.91 (m, 1H, H-2'a), 2.38-2.33 (m, 1H, H-2’b),
0.92/0.81 (2s, 2*9H, SiC(CHs)s), 0.13/-0.03 (2d, 2*6H, SiC(CHs),). ~ *C-NMR: &
[ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 159.8 (C-6), 155.4 (C-A), 153.3 (C-4) 144.2 (C-c),
143.5/142.4/141.4 (C-K/J), 139.8 (C-2), 134.6 (C-C/E), 132.3 (C-M), 130.1 (C-d),
126.7/125.6/124.8/119.8/119.0 (C-Arom-Fluoren), 118.9 (C-N), 117.7 (C-Arom-
Fluoren), 115.4 (C-B), 115.2 (C-5), 109.3 (C-f), 87.2 (C-4’), 83.1 (C-1’), 72.5 (C-3),
66.2 (C-a), 62.8 (C-5’), 38.5 (C-2’) 36.5 (C-D), 34.5 (C-b), 25.7 (SiC(CHs)3), 17.9/17.7
(SiC(CHa)3), -4.8/-4.9/-5.6 (SIC(CH3)2). — IR: Wellenzahl [cm™]: 2928, 2856, 2227,
1737, 1588, 1537, 1453, 1391, 1310, 1230, 1072, 1025, 938, 831, 776, 730, 670,
637, 558, 421. — HRMS (FAB m/z): ber.: 789.3980 [M+H]", gef.: 789.3955 [M+H]".

9.7.4 Synthese der N%*Arylamin-modifizierten 2’-dG-Addukte (ber die

nucleophile aromatische Substitution

0°-Benzyl-3’,5’-bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-2-N-(morpholin)-2’-dG 150

Unter  Stickstoffatmosphare  wurden 100 mg

(0.110 mmol) 0°-Benzyl-3’,5-bis-O-(TBDMS)-O* o@d
7 6

tris(dimethylamino)phosphor-2’-desoxyxanthosin- /N 7SN :
¢ Az

Hexafluorophosphat 127 in 4 mL absolutem DME TBDMSO~s  N74™N N/\

gelést und anschlieBend 39 puL (38 mg, 3 2 5
: . . OTBDMS

0.44 mmol) Morpholin zugefugt. Die 150

Reaktionslésung wurde 30 Stunden bei Rt geriihrt. C33Hs53N505Si;

. M = 655.9754 g/mol
Der Verlauf der Reaktion wurde

dunnschichtchromatographisch verfolgt (PE/EE: 1:1). Da kein Fortschreiten der
Reaktion festgestellt werden konnte, wurden zusétzlich 2 Aquiv. Morpholin zugefiigt

und weitere 18 Stunden bei Rt gerthrt. Nach Entfernen des Ldsungsmittels im
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Vakuum, erfolgte eine s&ulenchromatographische Reinigung (PE/EE: 3:1 — 1:1 —
EE).
Ausbeute: 51 mg (78 umol, 71%) eines farblosen Sirups. Die analytischen Daten

stimmen mit der Literatur tberein.*"!

0°-Benzyl-3’,5’-bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-2-N-(4-methoxyphenylhydrazino)-
2’-dG 151

Versuch 1:
Unter  Stickstoffatmosphare  wurden 2 5 A
. o
202 mg (0.226 mmol) O°-Benzyl-3’,5'-bis- NS \6A1©e
N

O-(TBDMS)-0* o | H
.( . : . TBDMSO-s  (N7% N/)\ZN/N AR o
tris(dimethylamino)phosphor-2'- A0, H @\D

) : E
desoxyxanthosin-Hexafluorophosphat 127 ‘Oteoms 151 o~

C36Hs54N6O5Si,

in 3mL absolutem DME gel6ést und
M = 707.0222 g/mol

anschlieRend 126 mg (0.912 mmol)

4-Methoxyphenylhydrazin hinzu gegeben. Die Reaktionslésung wurde 48 Stunden
bei 85 °C gerihrt. Der Verlauf der Reaktion wurde dinnschichtchromatographisch
verfolgt (CH.Cl,/CH3;OH: 1:1). Nach Entfernen des Lo&sungsmittels im Vakuum,
erfolgte eine saulenchromatographische Reinigung (PE/EE: 4.1 — 1.1 —
CH.Cl,/Aceton: 7:3).

0°-Benzyl-3’,5'-bis-O-(TBDMS)-2-N-(4-methoxyphenylhydrazino)-2’-dG 151 wurde

nicht erhalten.

Versuch 2:

Unter Stickstoffatmosphare wurden 203 mg (0.227 mmol) O°-Benzyl-3’,5-bis-O-
(TBDMS)-O*tris(dimethylamino)phosphor-2’-desoxyxanthosin-Hexafluorophosphat
127 in 3 mL absolutem DME geldst. Nach Zugabe von 127 mg (0.919 mmol)
4-Methoxyphenylhydrazin und 296 mg (0.908 mmol, 4 Aquiv.) Cs,COz wurde die
Reaktionslésung fur weitere 24 h bei Rt gertihrt. Nach Entfernen des Losungsmittels
im Vakuum erfolgte eine saulenchromatographische Reinigung (PE/EE: 4:1 — 1:1 —
CH.Cly/Aceton: 7:3 — 4:6).
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0°-Benzyl-3’,5-bis-O-(TBDMS)-2-N-(4-methoxyphenylhydrazino)-2-dG 151 wurde
nicht erhalten. Es wurden jedoch 35% des O°-Benzyl-3‘,5bis-O-(TBDMS)-2'-
desoxyxanthosins 130 isoliert.

Versuch 3:

Unter Stickstoffatmosphare wurden 101 mg (0.113 mmol) O°-Benzyl-3’,5-bis-O-
(TBDMS)-O?-tris(dimethylamino)phosphor-2’-desoxyxanthosin-Hexafluorophosphat
127 in 1.5 mL abs. DME geldst und mit 44.0 pL (0.444 mmol) Phenylhydrazin
versetzt. AnschlieBend wurden 51.0 pL (0.339 mmol) DBU hinzugegeben. Nach
erfolgter Zugabe setzte eine Farbveranderung von gelb nach rosa ein. Das erhaltene
Reaktionsgemisch wurde bei Raumtemperatur fur 48 Stunden geruhrt und der
Umsatz dinnschichtchromatographisch (PE/EE 1:1) verfolgt. AnschlieRend wurde
das erhaltene Rohprodukt in 50 mL Natriumhydrogencarbonat-Lésung aufgenommen
und mit Ethylacetat extrahiert. Als nachstes wurden die vereinigten organischen
Phasen Uber Natriumsulfat getrocknet und das Produkt saulenchromatographisch an
Kieselgel gereinigt (PE/EE 4:1 — PE/EE 3:1 — PE/EE 1:1 — CH,Cl,/Aceton 7:3).

0°-Benzyl-3’,5-bis-O-(TBDMS)-2-N-phenylhydrazino-2’-dG 151a wurde nicht
erhalten. Es wurden jedoch 8% des O°Benzyl-3',5-bis-O-(TBDMS)-2"

desoxyxanthosins 130 isoliert.

Versuch 4:

Zunachst erfolgte eine Deprotonierung des Phenylhydrazins. In einer
Stickstoffatmosphare wurde 1.00 mL (10.2 mmol) Phenylhydrazin bei
Raumtemperatur portionsweise unter auftretender Wasserstoffentwicklung mit 242
mg (10.1 mmol) gewaschenem Natriumhydrid versetzt. Der erhaltene Feststoff wurde
anschlieBend in 10 mL abs. DME gel6st und fir die weiteren Reaktionen als
Reagenz verwendet. Dazu wurden 101 mg (0.113 mmol) O°-Benzyl-3’,5-bis-O-
(TBDMS)-O*tris(dimethylamino)phosphor-2’-desoxyxanthosin-Hexafluorophosphat

127 in 1 mL abs. DME gelést und mit 500 pL (0.508 mmol) der hergestellten
Phenylhydrazinldsung versetzt. Das resultierende rote Reaktionsgemisch wurde 24
Stunden bei Raumtemperatur geruhrt und der Reaktionsverlauf

dunnschichtchromatographisch (PE/EE 1:1) verfolgt.

Das Losungsmittel wurde im Olpumpenvakuum entfernt und das Rohproduktgemisch

saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (PE/EE 4.1 — PE/EE 3:1 — PE/EE
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1.1 — CH.Cl,/Aceton 7:3). OG-BenzyI-3’,5’-bis-O-(TBDMS)-Z-N-phenyIhydrazino-2’-
dG 151a konnte nicht erhalten werden.

Versuch 5:

300 mg (1.74 mmol) des 3,5-Dimethylphenylhydrazin-Hydrochlorids wurden mit ca.
15 mL Ammoniak versetzt und dreimal mit ca. 25 mL Diethylether extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das

LAsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.

Unter einer Stickstoffatmosphare wurden 68 mg (50 umol, 1 Aquiv.)
3,5-Dimethylphenylhydrazin in 10 mL abs. 1,2-DME gel6st. In einem zweiten Kolben
unter Stickstoffatmosphare wurden 105 mg (0.112 mmol, 1 Aquiv.) O°-Benzyl-3',5'-
bis-O-(TBDMS)-O?-tris(dimethylamino)phosphor-2’-desoxyxanthosin-
Hexafluorophosphat 127 in 5mL abs. 1,2-DME gel6st. Die Losung des ersten
Kolbens wurde mit Hilfe eines Acetonkéltebades auf -75 °C gekdhlt und 0.31 mL
(50 umol, 1 Aquiv.) einer 1.6 M n-Butyllithium-Losung in Hexan zugetropft.
AnschlieRend wurde die Reaktionslésung 10 min. bei -75°C gerihrt. 2.24 mL
(0.112 mmol, 2 Aquiv.) dieser Losung wurden in den zweiten Kolben tberfiihrt. Die
Reaktionskontrolle erfolgte mit Hilfe der DC (PE/EE: 1:2). Nach dem die
Reaktionslésung 30 min bei Rt gerihrt hatte, wurden weitere 2.24 mL (0.112 mmol,
2 Aquiv.) der Hydrazin-Losung in den zweiten Kolben tberfiihrt. Die Losung wurde
30 min bei Rt gerihrt und anschliel3end fir 96 h auf 80 °C erhitzt. Nach Entfernen
des Losungsmittels erfolgte die sdulenchromatographische Reinigung (PE/EE: 1:2 —
1:4 viv — EE/CH30H: 1:9 v/v). Neben einem nicht trennbaren Stoffgemisch wurden
auch 7 mg (7.5 pmol, 7%) des Eduktes 127 reisoliert.
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0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-3’,5-bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-2-N-
(4-methoxyphenylhydrazino)-2’-dG 11b

Versuch 1:

500 mg (2.86 mmol) des 4-Methoxyphenylhydrazin-Hydrochlorids wurden mit ca.
15 mL Ammoniak versetzt und dreimal mit ca. 25 mL Diethylether extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das

LAsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.

Unter Stickstoffatmosphére wurden 208 mg (0.223 mmol)
0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-3’,5’-bis-O-(TBDMS)-O?-tris(dimethylamino)phosphor-2'-
desoxyxanthosin-Hexafluorophosphat 128 in 3mL abs. DME geloést und
anschlieend 119 mg (0.861 mmol) 4-Methoxyphenylhydrazin hinzugegeben. Die
Reaktionslosung wurde 26.5 h bei Rt gerihrt. Der Verlauf der Reaktion wurde
dinnschichtchromatographisch  verfolgt
(CH.CI,/CH30H: 1:1). Da kein
Fortschreiten der Reaktion festgestellt
werden konnte, wurde die Reaktion fir
weitere 89 h bei 85 °C geruhrt. Nach

Entfernen des Losungsmittels im Vakuum

TBDMSO__ &
erfolgte eine séaulenchromatographische " e
- . : 11b
Reinigun PE/EE: 4:1 1:1 3 2
gung ~ ~ OTBDMS  C35H;55N705Si,
CH.Cly/Aceton: 7:3, vIv). M = 746.0582

0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-3‘,5*-bis-O-(TBDMS)-2-N-(4-methoxyphenylhydrazino)-
2‘-dG 11b wurde nicht erhalten.

Versuch 2:

Unter  Stickstoffatmosphare wurden 100 mg (0.107 mmol) 0°%2-(4-
Cyanophenyl)ethyl-3’,5’-bis-O-(TBDMS)-O?tris(dimethylamino)phosphor-2’-

desoxyxanthosin-Hexafluorophosphat 128 in 1.5 mL abs. DME gel6st. Anschliel3end
wurden zu der erhaltenen Reaktionslosung 59.0 mg (0.428 mmol) 4-
Methoxyphenylhydrazin sowie 64.0 uL (0.428 mmol) DBU hinzugegeben und die
resultierende Reaktionslésung vier Tage bei Raumtemperatur gerihrt. Der

Reaktionsverlauf wurde dinnschichtchromatographisch (PE/EE 1:1) verfolgt.
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Infolgedessen, dass jedoch keine Produktbildung beobachtet werden konnte, wurde
die Reaktion abgebrochen und keine weitere Analytik durchgefuhrt.

0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-3’,5-bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-2-N-
(3,5-dimethylphenylhydrazino)-2’-dG 1la

Versuch 1:

In einer Stickstoffatmosphére wurden
222 mg (1.29 mmol, 1 Aquiv.)
3,5-Dimethylphenylhydrazin-Hydrochlorid
in 10 mL abs. Dichlormethan gel6st. In

7
. . N5
einem zweiten Kolben wurden unter 8 f

Stickstoffatmosphare 152 mg (163 umol, tgpmso 5 o
1 Aquiv.) 0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-3’,5- & © 1

: 2 3 2
bis-O-(TBDMS)-O*- OTBDMS ¢, H.N,0,Si,

tris(dimethylamino)phosphor-2’- M = 744.0854 g/mol

desoxyxanthosin-Hexafluorophosphat 128 in 5 mL abs. Dichlormethan geldst. Zur
Losung des ersten Kolbens wurden 66.6 mg (2.78 mmol, 2.1 Aquiv.) Natriumhydrid
portionsweise zugegeben. Die Reaktionslésung wurde 15 min bei Rt gerthrt und
anschlieRend 5 mL (0.6 mmol, 4 Aquiv.) dieser Losung in den zweiten Kolben
Uberfiihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mit Hilfe der DC (PE/EE: 1:1). Nach dem
die Reaktionslésung 2.5 h bei Rt geruhrt hatte, wurden weitere 2 mL (0.3 mmol,
1.5 Aquiv) der Lésung aus dem ersten Kolben in den zweiten Uberfiihrt. Die Reaktion
wurde nach weiteren 19 h rihren bei Rt auf 35 °C zum Ruckfluss erhitzt und 22 h
geruhrt. AnschlieRend wurden 0.80 mL (1.3 mmol, 7.5 Aquiv.) einer 1.6 M n-
Butyllithium-Losung in Hexan zugetropft und 5 Tage bei 35°C geruhrt.
Reaktionskontrolle mittels DC zeigte die Zersetzung des Eduktes sowie eine Vielzahl

weiterer Nebenprodukte an.

Versuch 2:

In einer  Stickstoffatmosphare  wurden 222mg  (1.29 mmol, 1 Aquiv.)

3,5-Dimethylphenylhydrazin Hydrochlorid in 10 mL absolutem Dichlormethan geldst.

In einem zweiten Kolben unter Stickstoffatmosphéare wurden 150 mg (0.161 mmol,

1 Aquiv.) 0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-3’,5™-bis-O-(TBDMS)-O-tris(dimethylamino)

phosphor-2’-desoxyxanthosin-Hexafluorophosphat 128 in 5 mL abs. Dichlormethan
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geldst. Zur Lésung des ersten Kolbens wurden 1.5 mL (2.4 mmol, 2 Aquiv.) einer 1.6
M n-Butyllithium-Lésung in Hexan getropft und die Losung anschlie3end fur 15 min
bei Rt geriihrt. Es wurden 3 mL (0.4 mmol, 2.5 Aquiv.) der Lésung vom ersten Kolben
in den zweiten Kolben Uberfihrt und 18 h bei Rt gerihrt. Die Reaktionskontrolle
erfolgte mit Hilfe der DC (PE/EE: 1:2). Die Reaktionslosung wurde anschlie3end fur
3.5 h auf 50 °C zum Ruckfluss erhitzt. Nach Entfernen des L&sungsmittels unter
vermindertem Druck erfolgte die Reinigung saulenchromatographisch (PE/EE: 1:2 —
1:4; EE/CH30H: 1:9 v/v). Erhalten wurde ein nicht trennbares Stoffgemisch.

Versuch 3:

498 mg (1.26 mmol) des 3,5-Dimethylphenylhydrazin Hydrochlorids wurden mit ca.
15 mL Ammoniak versetzt und dreimal mit ca. 25 mL Diethylether extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das

Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.

174.4 mg (1.26 mmol, 1 Aquiv.) des freien 3,5-Dimethylphenylhydrazins wurden
unter einer Stickstoffatmosphare in 12 mL abs. DME geldst und 0.8 mL (1.3 mmol,
1 Aquiv.) einer 1.6 M n-Butyllithium-Losung in Hexan bei -10 °C zugetropft. Die
Reaktionslosung wurde fir 15 min bei -10°C gerihrt. Unter einer
Stickstoffatmosphare wurden 101 mg (110 pmol, 1 Aquiv.) 0°-2-(4-
Cyanophenyl)ethyl-3’,5'-bis-O-(TBDMS)-O?tris(dimethylamino) phosphor-2'-
desoxyxanthosin-Hexafluorophosphat 128 wurden in 5 mL abs. DME gel6st und
4 mL (0.4 mmol, 4 Aquiv.) des deprotonierten Hydrazins langsam zugetropft. Die
Reaktionslésung wurde fur 92 h bei Rt geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels
DC (PE/EE: 1:2 v/v). Nach Entfernen des Ldsungsmittels erfolgte eine
saulenchromatographische Reinigung (PE/EE: 2:1 — 1:4 v/v), welche das Produkt in

einem nicht trennbaren Gemisch lieferte.

Synthese 1:

Unter einer Stickstoffatmosphare wurden 225 mg (1.30 mmol, 1 Aquiv.)
3,5-Dimethylphenylhydrazin-Hydrochlorid in 10 mL abs. 1,2-DME geldst. In einem
zweiten Kolben unter Stickstoffatmosphare wurden 105 mg (0.112 mmol, 1 Aquiv.)
0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-3’,5’-bis-O-(TBDMS)-O?-tris(dimethylamino) phosphor-2’-
desoxyxanthosin-Hexafluorophosphat 128 in 5 mL abs. 1,2-DME gel6st. Die Losung

des ersten Kolbens wurde mit Hilfe eines Acetonkéltebades auf -75 °C gekuhlt und
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1.6 mL (2.6 mmol, 2 Aquiv.) einer 1.6 M n-Butyllithium-Lésung in Hexan zugetropft.
Anschlieend wurde die Reaktionslosung 10 min. bei -75°C geridhrt. 1.25 mL
(0.161 mmol, 1.5 Aquiv.) dieser Losung wurden in den zweiten Kolben uberfiihrt. Die
Reaktionskontrolle erfolgte mit Hilfe der DC (PE/EE: 1:2). Nach dem die
Reaktionslosung 30 min bei Rt gerihrt hatte, wurden weitere 0.83 mL (0.107 mmol,
1 Aquiv.) der Losung aus dem ersten Kolben in den zweiten Kolben Uberfiihrt. Die
Losung wurde 30 min bei Rt gerthrt und anschlieend fir 1.5 h auf 90 °C zum
Ruckfluss erhitzt. Es wurden weitere 0.8 mL (0.103 mmol, 1 Aquiv.) des ersten
Kolben in den zweiten Uberfuhrt (-30 °C) und die LOsung erneut 15 min bei Rt
geruhrt, bevor die Losung fur 15 h bei 100 °C zum Riuckfluss erhitzt wurde. Nach
Entfernen des Losungsmittels erfolgte die s&ulenchromatographische Reinigung
(PE/EE: 1:2 — 1:4 viv; EE/CH30H: 1:9 v/v).

Ausbeute: 1.8 mg (2.4 umol, 2%) eines orangefarbenen Feststoffes. - DC: Ry-Wert
(PE/EE: 1:1): 0.50. Die weiteren analytischen Daten entsprechen den in Kap. 9.7.3
fur Verbindung 11a angegebenen Daten.

9.7.5 Uberfilhrung der N?-Arylamin-modifizierten 2‘-dG-Addukte in die

Phosphoramidite

0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-(3,5-dimethylphenylhydrazino)-2’-dG 133a und
0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-(3,5-dimethylphenylazo)-2’-dG 134a

C27H29N704 C27H27N704
M = 515.5637 g/mol M = 513.5478 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaR der AAV 18. Es wurden 1.34 g (1.80 mmol) O°-2-(4-
Cyanophenyl)ethyl-3’,5’-bis-O-(TBDMS)-2-N-(3,5-dimethylphenylhydrazino)-2’-dG

11a eingesetzt.
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0°%-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-(3,5-dimethylphenylhydrazino)-2’-dG 133a

Ausbeute: 418 mg (0.81 mmol, 45%) eines beigen Feststoffes. - DC: Ry-Wert:
(CH,Cl,/CH3OH: 9:1): 0.18. - Smp.: 101-103 °C. - [a]®%es: +36 ° (c = 0.15,
CH,Cl,/CH3OH: 1:1). - *H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-de): 8.22 (s, 1H, H-8),
7.75 (d, *Jun = 8.3 Hz, 2H, H-e), 7.39 (d, *Jun = 8.3 Hz, 2H, H-d), 7.25 (s, 2H, H-B),
6.72 (s, 1H, H-D), 6.32 (dd, 3Jun = 7.5 Hz, %Jyn = 6.3 Hz, 1H, H-1"), 5.29 (d, 3Jyn =
4.0 Hz, 1H, 3-OH), 5.25 (s, 2H, NH), 4.88 (t, *Jy = 5.5 Hz, 1H, 5'-OH), 4.58 (t, *J4H
= 7.1 Hz, 2H, H-a), 4.40-4.34 (m, 1H, H-3), 3.85-3.81 (m, 1H, H-4’), 3.60-3.44 (m,
2H, H-5"), 3.13 (t, *Jyn = 7.1 Hz, 2H, H-b), 2.79-2.70 (m, 1H, H-2’a), 2.28-2.23 (m,
1H, H-2'b), 2.21 (s, 3H, H-E). - *C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-ds): 159.0 (C-6),
157.7 (C-2), 153.2 (C-4), 144.8 (C-A), 143.9 (C-c), 140.1 (C-5), 136.4 (C-8), 132.1
(C-e), 130.0 (C-d), 124.8 (C-D), 121.4 (C-B), 118.8 (-CN), 114.7 (C-C), 109.2 (C-f),
87.6 (C-4’), 83.2 (C-1’), 70.7 (C-3’), 65.9 (C-a), 61.6 (C-5'), 38.5 (C-2'), 34.3 (C-b),
20.9 (C-E). - IR: Wellenzahl [cm™] (KBr): 3253, 2916, 2185, 1577, 1388, 1240, 1054,
931, 840, 638, 558. - HRMS (FAB, m/z): ber.: 515.2281 [M], gef.: 516.2325 [M+H]".

05-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-(3,5-dimethylphenylazo)-2’-dG 134a

Ausbeute: 278 mg (0.540 mmol, 30%) eines orange-roten Feststoffes. - DC: Ri-Wert:
(CH,Clo/CH3OH: 9:1): 0.19. - Smp.: 98-99 °C. - [a]®%ses +35 ° (c = 0.18,
CH,Cl/CH3OH: 1:1). - 'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-de): 8.71 (s, 1H, H-8),
7.77 (d, *Jyn = 8.1 Hz, 2H, H-e), 7.64-7.56 (m, 3H, H-B und H-d), 7.30 (s, 1H, H-D),
6.48 (dd, 3y = 6.8 Hz, *Jyn = 6.6 Hz, 1H, H-1"), 5.45-5.29 (m, 1H, 3’-OH), 5.09-4.92
(m, 1H, 5-OH), 4.88 (t, *Jun = 6.6 Hz, 2H, H-a), 4.48-4.42 (m, 1H, H-3’), 3.93-3.88
(m, 1H, H-4’), 3.66-3.52 (m, 2H, H-5'), 3.28 (t, *Jyn = 6.6 Hz, 2H, H-b), 2.79-2.70 (m,
1H, H-2’a), 2.41 (s, 6H, H-E), 2.38-2.32 (m, 1H, H-2’b). - *C-NMR: & [ppm] (101
MHz, DMSO-dg): 160.8 (C-6), 160.1 (C-2), 152.4 (C-A), 152.0 (C-4), 144.1 (C-5),
138.9 (C-f), 134.1 (C-D), 132.1 (C-e), 130.0 (C-d), 120.6 (C-B), 118.8 (-CN), 109.2
(C-c), 88.0 (C-4’), 83.8 (C-1’), 70.5 (C-3’), 66.8 (C-a), 61.4 (C-5), 39.1 (C-2), 34.3
(C-b), 20.6 (C-E). - IR: Wellenzahl [cm™] (KBr): 3331, 2917, 2227, 1593, 1410, 1342,
1229, 1055, 939, 825, 636. - HRMS (FAB, m/z): ber.: 513.2125 [M], gef.: 514.2192
[M+H]".

Des Weiteren wurden 102 mg (0.198 mmol, 11%) als Mischfraktion erhalten.
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0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-(4-methoxyphenylhydrazino)-2’-dG  133b  und
0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-(4-methoxyphenylazo)-2’-dG 134b

HO_ 5 HO_ s
¢ " 133 e ¢
3 3
OH C26H27N705 OH C26H25N705
M = 517.5365 g/mol M = 515.5206 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaR der AAV 18. Es wurden 2.67 g (3.58 mmol) O°-2-(4-
Cyanophenyl)ethyl-3’,5’-bis-O-(TBDMS)-2-N-(4-methoxyphenylhydrazino)-2’-dG 11b

eingesetzt.

0°%-2-(4-Cyanophenvyl)ethyl-2-N-(4-methoxyphenylhydrazino)-2’-dG 133b

Ausbeute: 755 mg (1.46 mmol, 51%) eines beigen Feststoffes. - DC: Ry-Wert:
(CH,Cl2/CH3sOH: 9:1): 0.14. - Smp.: 128-130 °C. - 'H-NMR: & [ppm] (400 MHz,
DMSO-de): 8.19 (s, 1H, H-8), 7.73 (d, 3Jun = 8.2 Hz, 2H, H-d), 7.47 (d, *Jun = 9.1 Hz,
2H, H-B), 7.39 (d, 33y 1 = 8.0 Hz, 2H, H-e), 6.89 (d, *Jun = 9.1 Hz, 2H, H-C), 6.27 (dd,
33 = 6.9 Hz, 3Jyn=6.9 Hz, 1H, H-1), 5.29 (d, Jyn = 7.0 Hz, 1H, 3-OH), 5.26 (s,
2H, NH), 4.88 (t, d, *Jyn = 6.3 Hz, 1H, 5-OH), 4.58 (t, *Jyn = 6.9 Hz, 2H, H-a), 4.40-
4.35 (m, 1H, H-3), 3.85-3.81 (m, 1H, H-4’), 3.75 (s, 3H, H-E), 3.58-3.46 (m, 2H, H-
5'), 3.10 (t, ®Ju = 6.8 Hz, 2H, H-b), 2.77-2.69 (m, 1H, H-2'a), 2.23 (ddd, Jy = 13.1
Hz, *Juu= 6.1 Hz, 33y = 3.0 Hz, 1H, H-2'b). - **C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-
de): 159.2 (C-6), 158.2 (C-2), 155.7 (C-A), 153.4 (C-4), 144.1 (C-c), 140.1 (C-5),
138.4 (C-8), 132.1 (C-e), 130.0 (C-d), 125.7 (C-B), 118.8 (-CN), 114.6 (C-D), 113.0
(C-C), 109.2 (C-f), 87.7 (C-4’), 83.2 (C-1’), 70.8 (C-3’), 65.6 (C-a), 61.8 (C-5"), 55.1
(C-E), 38.0 (C-2)), 34.4 (C-b). - IR: Wellenzahl [cm™]: 3112, 2836, 2226, 1613, 1580,
- HRMS (FAB, m/z): ber.: 517.2074 [M], gef.: 518.2146 [M+H]".

0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-(4-methoxyphenylazo)-2’-dG 134b

Ausbeute: 345 mg (0.67 mmol, 23%) eines orange-roten Feststoffes. - DC: R-Wert:
(CH2Cl2/CH3OH: 9:1): 0.15. - Smp.: 116-118 °C. - 'H-NMR: & [ppm] (400 MHz,
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DMSO-de): 8.69 (s, 1H, H-8), 8.00 (d, Ju 1= 8.2 Hz, 2H, H-d), 7.78 (d, 3Jun = 9.1 Hz,
2H, H-B), 7.59 (d, %Ju 4 = 8.0 Hz, 2H, H-e), 7.18 (d, 3Jun = 9.1 Hz, 2H, H-C), 6.48 (dd,
3Jyn = 6.9 Hz, 3y = 6.9 Hz, 1H, H-1"), 5.38-5.34 (m, 1H, 3-OH), 4.99-4.95 (m, 1H,
5'-OH), 4.89 (t, 3Jyn= 6.9 Hz, 2H, H-a), 4.48-4.42 (m, 1H, H-3), 3.90 (s, 3H, H-E),
3.66-3.52 (m, 3H, H-4’, H-5), 3.28 (t, ®Jun = 6.8 Hz, 2H, H-b), 2.77-2.69 (m, 1H, H-
2'a), 2.35 (ddd, Iy = 13.1 Hz, Iy = 6.0 Hz, 3Jyn= 3.2 Hz, 1H, H-2'b). - *C-NMR:
5 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 163.3 (C-6), 161.1 (C-2), 160.2 (C-A), 152.3 (C-4),
146.3 (C-c), 144.2 (C-5), 143.1 (C-8), 132.2 (C-e), 130.0 (C-d), 125.5 (C-B), 118.9 (-
CN), 114.8 (C-D), 113.7 (C-C), 109.3 (C-f), 88.1 (C-4’), 83.9 (C-1’), 70.6 (C-3’), 66.8
(C-a), 61.6 (C-5'), 55.7 (C-E), 34.4 (C-b). - IR: Wellenzahl [cm™]: 2928, 2226, 1597,
1503, 1342, 1239, 1139, 1057, 839. - HRMS (FAB, m/z): ber.: 515.1917 [M], gef.:
516.2005 [M+H]".

Des Weiteren wurden 206 mg (0.40 mmol, 14%) als Mischfraktion erhalten.

0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-phenylhydrazino-2’-dG 133c und
0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-phenylazo-2’-dG 134c

"N_5 \6
Z
i < | N/ NN
HO_ 5 HO ‘2
D
4 4
2 > 3 > 134c
OH CosH25N704 OH Ca5H23N704
M = 487.5105 g/mol M = 485.4946 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaR der AAV 18. Es wurden 1.00 g (1.40 mmol) O°-2-(4-
Cyanophenyl)ethyl-3’,5’-bis-O-(TBDMS)-2-N-phenylhydrazino-2’-dG 11c eingesetzt.

0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-phenylhydrazino-2’-dG 133c

Ausbeute: 382 mg (0.784 mmol, 56%) eines beigen Feststoffes. - DC: RyWert:
(CH.Cl/CH3sOH: 9:1): 0.25. - Smp.: 95-99 °C. -[a]®ses: +34 ° (c = 1.0,
CH,Cl/CH3OH: 1:1). - *H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-ds): 8.22 (s, 1H, H-8),
7.75 (d, 33y = 8.4 Hz, 2H, H-e), 7.64 (dd, 3Jun = 8.7 Hz, “Jun = 1.2 Hz, 2H, H-B),
7.41 (d, ®Jupn = 8.4 Hz, 2H, H-d), 7.35-7.29 (m, 2H, H-C), 7.07 (dd, 3Jyn = 7.4 Hz,
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*Jun = 1.1 Hz, 1H, H-D), 6.31 (dd, 3y = 7.4 Hz, Jyn = 6.3 Hz, 1H, H-1’), 5.34-5.26
(m, 3H, NH, 3'-OH), 4.94-4.84 (m, 1H, 5'-OH), 4.62 (t, 3Jun = 6.9 Hz, 2H, H-a), 4.40-
4.35 (m, 1H, H-3’), 3.86-3.81 (m, 1H, H-4"), 3.60-3.44 (m, 2H, H-5"), 3.12 (t, 3Jyn =
6.9 Hz, 2H, H-b), 2.78-2.73 (m, 1H, H-2'a), 2.24 (ddd, 2Jyn = 13.2, *Jup = 6.2, 3Iun
= 3.0 Hz, 1H, H-2’b). - *C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-ds): 159.1 (C-6), 157.7
(C-2), 145.1 (C-A), 144.0 (C-f), 139.6 (C-8), 132.2 (C-e), 130.0 (C-d), 127.7 (C-C),
123.7 (C-B), 123.3 (C-D), 119.5 (C-4), 118.8 (CN), 114.9 (C-5), 109.2 (C-c), 87.7 (C-
4’), 83.2 (C-1’), 70.8 (C-3'), 65.7 (C-a), 61.7 (C-5), 38.7 (C-2'), 34.4 (C-b). - IR:
Wellenzahl [ecm™] (KBr): 3403, 2361, 2227, 1653, 1611, 1577, 1507, 1395, 1241,
1056. - HRMS (FAB, m/z): ber.: 487.1968, gef.: 488.2046 [M+H]".

0°%-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-phenylazo-2’-dG 134c

Ausbeute: 68 mg (0.14 mmol, 10%) eines orangefarbenen Feststoffes. - DC: Ri-Wert:
(CH,Clo/CHsOH: 9:1 v/v): 0.26. - Smp.: 95-99 °C. - [a]%ses: +71 ° (c = 1.0,
CH,Cl,/CH3OH: 1:1). - *H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 8.72 (s, 1H, H-8),
8.01-7.98 (m, 2H, H-B), 7.79 (d, 3Jyn = 8.3 Hz, 2H, H-e), 7.70-7.65 (m, 2H, H-C),
7.64-7.62 (m, 1H, H-D), 7.60 (d, *Jun = 8.3 Hz, 2H, H-d), 6.48 (dd, Jyn = 6.6 Hz,
3Jun = 6.6 Hz, 1H, H-1"), 5.39-5.30 (m, 1H, 3’-OH), 5.01-4.92 (m, 1H, 5’-OH), 4.89 (t,
3Jun = 6.6 Hz, 2H, H-a), 4.46-4.42 (m, 1H, H-3’), 3.92-3.88 (m, 1H, H-4’), 3.58-3.49
(m, 2H, H-5'), 3.29-3.27 (m, 2H, H-b), 2.78-2.70 (m, 1H, H-2'a), 2.40-2.31 (m, 1H, H-
2’b). - 3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 160.4 (C-6), 152.2 (C-Ar), 144.8 (C-
f), 132.1 (C-e), 130.1 (C-d), 129.6 (C-C), 123.1 (C-B), 119.3 (-CN), 109.3 (C-c), 86.1
(C-1"), 83.8 (C-4’), 70.5 (C-3’), 66.9 (C-a), 61.5 (C-5’), 39.1 (C-2’), 34.3 (C-b). - IR:
Wellenzahl [cm'l] (KBr): 3886, 3854, 3744, 3752, 3675, 3447, 1701, 1654, 1597,
1437. - HRMS (FAB, m/z): ber.: 485.4946, gef.: 486.1890 [M+H ]".

Des Weiteren wurden 74 mg (0.15 mmol, 11%) als Mischfraktion erhalten.
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0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-(4-biphenylhydrazino)-2’-dG 133d und O°-2-(4-
Cyanophenyl)ethyl-2-N-(4-biphenylazo)-2’-dG 134d

N

4

gN

HO_ s HO &
(@]
4 4
3 ' 3 2
OH C31H29N704 OH C31H27N704
M = 563.6065 g/mol M = 561.5906 g/mol

Die Synthese erfolgte gemaR der AAV 18. Es wurden 1.06 g (1.34 mmol) O°-2-(4-
Cyanophenyl)ethyl-3’,5’-bis-O-(TBDMS)-2-N-(4-biphenylhydrazino)-2’-dG 11d

eingesetzt.

0°%-2-(4-Cyanophenvyl)ethyl-N?-(4-biphenylhydrazino)-2’-dG 133d

Ausbeute: 300 mg (0.533 mmol, 40%) eines beigen Feststoffes. - DC: Ry-Wert
(CH,Cl,/CH3OH: 9:1): 0.16. - Smp.: 90 °C. - [a]®sgs: +54 ° (¢ = 0.8, CH,Clo/CH3OH:
1:1). - *H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-d): 8.25 (s, 1H, H-8), 7.77-7.32 (m, 13H,
H-Ar), 6.34 (dd, %3y = 6.6 Hz, 33y = 6.6 Hz, 1H, H-1"), 5.76, 5.37 (2 * s, 2 * 1H, NH),
5.30 (d, *Jyn = 4.0 Hz, 1H, 3’-OH), 4.90 (t, *Jyn = 5.5 Hz, 1H, 5'-OH), 4.66 (t, 2Jyn =
6.9 Hz, 2H, H-a), 4.41-4.38 (m, 1H, H-3"), 3.86-3.83 (m, 1H, H-4’), 3.58-3.49 (m, 2H,
H-5), 3.15 (t, *Jun = 6.9 Hz, 2H, H-b), 2.97-2.79 (m, 1H, H-2'a), 2.29-2.23 (m, 1H, H-
2'b). - *C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-de): 159.1 (C-6), 155.6 (C-2), 153.2 (C-4),
144.1 (C-A), 139.7 (C-8), 134.6 (C-Ar), 130.0 (C-B, C-F), 118.8 (C-5), 116.2 (CN),
109.1 (C-D), 87.6 (C-4’), 83.1 (C-1’), 70.8 (C-3’), 65.8 (C-a), 61.7 (C-5'), 39.7 (C-2)),
34.4 (C-b). - IR: Wellenzahl [cm™] (KBr): 3448, 2922, 2857, 2227, 1718, 1609, 1384,
1238, 1105, 832, 763, 701. - HRMS (FAB, m/z): ber.: 563.2281 [M], gef.: 563.2402
[M].

0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-(4-biphenylazo)-2’-dG 134d

Ausbeute: 145 mg (0.258 mmol, 19%) eines orange-roten Feststoffes. - DC: Rr-Wert
(CHCl2/CH3OH: 9:1): 0.17. - Smp.: 92 °C. - [a]®%gg: +4 ° (¢ = 1.2, CH2Clo/CH3;0H:
1:1). - *H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 8.15 (s, 1H, H-8), 7.86-7.62 (m, 13H,
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H-Ar), 6.38 (dd, 3Jun = 6.4 Hz, %Ju = 6.4 Hz, 1H, H-1"), 5.36 (d, *Jyn = 4.5 Hz, 1H,
3-OH), 4.90 (t, *Jun = 5.5 Hz, 1H, 5-OH), 4.79 (t, *Jyn = 6.8 Hz, 2H, H-a), 4.50-4.43
(m, 1H, H-3’), 3.97-3.93 (m, 1H, H-4"), 3.67-3.63 (m, 2H, H-5’), 3.26 (t, ®Ju 1 = 6.8 Hz,
2H, H-b), 3.02-2.94 (m, 1H, H-2'a), 2.41-2.35 (m, 1H, H-2’b). - **C-NMR: & [ppm]
(101 MHz, DMSO-de): 159.2 (C-6), 157.5 (C-Ar), 153.1 (C-4), 148.2 (C-2), 144.1 (C-
Ar), 139.7 (C-8), 132.0, 128.7, 126.1 (C-Ar), 118.7 (CN), 115.1 (C-5), 87.1 (C-4),
83.2 (C-1), 72.3 (C-3’), 65.8 (C-a), 62.8 (C-5'), 38.3 (C-2), 34.1 (C-b). - IR:
Wellenzahl [cm™] (KBr): 3473, 1718, 1637, 1384, 1237, 1150, 767, 701, 636. - HRMS
(FAB, m/z): ber.: 561.2125 [M], gef.: 561.3241 [M].

0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-(3,5-dimethylphenylhydrazino)-5’-O-
dimethoxytrityl-2’-dG 135a

Die Synthese wurde gemafll der AAV 19 durchgefuhrt. Es wurden 450 mg
(0.873 mmol)  O°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-(3,5-dimethylphenylhydrazino)-2"-dG
133a eingesetzt.

Ausbeute: 479 mg (0.585 mmol, 67%)
eines gelben Feststoffes. - DC: Ry-Wert
(CH,Clo/CH3OH: 9:1): 0.79. - Smp.: 132-
134 °C. - [a]®°ses: +17 ° (c = 0.19, CHCl5).
- 'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-ds):
8.01 (s, 1H, H8), 7.78-6.62 (m, 20H, H-
Ar), 6.09 (dd, *Jyn = 6.3 Hz, 3Jyn = 6.3
Hz, 1H, H-1’), 5.27 (d, ®Ju 4 = 3.9 Hz, 1H,
3'-OH), 4.38-4.30 (m, 2H, H-a), 4.18-4.12
(m, 1H, H-3)), 4.38-4.33 (m, 1H, H-4),
3.65-3.57 (m, 8H, H-5" und OCHs), 2.97 (t, *Jun = 7.1 Hz, 2H, H-b), 2.70-2.62 (m, 1H,
H-2’a), 2.34-2.26 (m, 1H, H-2’b), 2.14 (s, 6H, H-E). - *C-NMR: & [ppm] (101 MHz,
DMSO-dg): 158.5 (C-6), 158.0 (C-5), 157.5 (C-4), 146.1 (C-2), 144.9, 144.7 (C-Ar),
138.5 (C-8), 136.3 (C-A), 136.2, 135.6 (C-Ar), 132.2 (C-e), 130.5, 129.9, 129.7,
129.5, 129.2, 127.7, 126.8, 125.0 (C-Ar), 118.9 (C-f), 113.0, 112.2 (C-Ar), 109.3
(-CN), 86.0 (C-4’), 82.1 (C-1’), 70.9 (C-3’), 65.7 (C-a), 54.9 (OCHs), 39.9 (C-2)), 34.2
(C-b), 20.8 (C-E). - IR: Wellenzahl [cm™] (KBr): 2930, 2227, 1606, 1577, 1506, 1441,
1244, 1174, 1031, 825, 700, 581. - MS (FAB, m/z). ber.: 817.35 [M], gef.. 818.7
[M+H]".

C4gHa7N70g

OH M =817.9301 g/mol
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0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-(4-methoxyphenylhydrazino)-5’-O-
dimethoxytrityl-2’-dG 135b

Die Synthese wurde gemalR der AAV 19 durchgefuhrt. Es wurden 350 mg
(0.676 mmol) 0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-(4-methoxyphenylhydrazino)-2’-dG
133b eingesetzt.

Ausbeute: 504 mg (0.615 mmol, 91%)
eines gelben Feststoffes. - DC: R-Wert
(CHClo/CH3OH: 9:1): 0.74. - *H-NMR:
& [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 7.99 (s, o
1H, H8), 7.73-6.60 (m, 21H, H-Ar), N A

6.09 (dd, *Jun = 6.4 Hz, 3Jun = 6.4 Hz, & )N\ o, e
1H, H-1), 5.23 (d, 3Jup = 2.9 Hz, 1H, " N Q
3'-OH), 4.33 (t, *Jyn = 6.6 Hz, 2H, H-a), . 135D 0
4.12-4.07 (m, 1H, H-3"), 3.97-3.92 (m, CarHaN;O,

1H, H-4), 3.72-3.58 (m, 11H, H-5', H-E M = 819.9029 g/mol

und OCHa), 2.94 (t, 3Jyn = 6.5 Hz, 2H, H-b), 2.66-2.60 (m, 1H, H-2'a), 2.22-2.16 (m,
1H, H-2’b). - *C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-ds): 158.54 (C-6), 158.0 (C-2),
157.4 (C-A), 156.6 (C-4), 144.9, 144.7, 143.9 (C-Ar), 140.1 (C-5), 136.4 (C-8), 132.1
(C-e), 130.0 (C-d), 129.9, 129.5, 129.1, 128.7, 127.6 (C-Ar), 125.7 (C-B), 118.9 (-
CN), 113.1, 113.0, 112.8, 112.3 (C-Ar), 109.2 (C-f), 85.4 (C-4’), 83.3 (C-1’), 65.4 (C-
a), 61.8 (C-5'), 55.1 (C-E), 54.9, 54.8 (OCHs), 39.0 (C-2’), 34.3 (C-b). - IR:
Wellenzahl [cm™]: 2948, 2219, 1602, 1582, 1505, 1437, 1230, 1162, 1029, 831, 565.
- MS (FAB, m/z): ber.: 819.3380 [M], gef.: 820.3469 [M+H]".

le

0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-phenylhydrazino-5’-O-dimethoxytrityl-2’-dG
135¢

Die Synthese erfolgte gemaR der AAV 19. Es wurden 300 mg (0.615 mmol) O°-2-(4-
Cyanophenyl)ethyl-2-N-phenylhydrazino-2’-dG 133c eingesetzt.

Ausbeute: 384 mg (0.486 mmol, 79%) eines gelben Feststoffes. - DC: Ry-Wert:

(CH2Clo/CH3sOH: 9:1): 0.84. - Smp.: 124-125°C. - [a]®ses: -19 ° (c = 1.2,

CHCls). - 'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-de): 8.01 (s, 1H, H-8), 7.35 - 7.16 (m,

22H, H-Ar), 6.09 (dd, 3Juyn = 6.5 Hz, *Jun = 6.5 Hz, 1H, H-1"), 5.75 (s, 2H, NH), 5.26

(d, 3Jun = 3.7 Hz, 1H, 3-OH), 4.35 (t, *Jun = 6.8 Hz, 2H, H-a), 4.15-4.06 (m, 1H, H-
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3’), 3.98-3.91 (m, 1H, H-4’), 3.60-3.55 (m,
8H, OCHs und H-5), 2.95 (t, *Jyn = 6.9 Hz,
2H, H-b), 2.69-2.59 (m, 1H, H-2'a), 2.25-
2.14 (m, 1H, H-2’b). - 3C-NMR: & [ppm]

(101 MHz, DMSO-dg): 158.5 (C-6), 157.9 NN
8</ | H B
(C-Ar), 157.3 (C-8), 152.9 (C-4), 14428, N NAN/N A ©
4 2
143.8 (C-Ar), 141.5 (C-8), 136.2, 135.5 (C- ' s A \©D

135¢c

Ar), 132.1 (C-e), 130.3, 129.6, 129.0,

' Ca6H43N706
127.6, 124.9, 113.0, 112.2 (C-Ar), 109.2 OH M = 789.8769 g/mol
(C-d), 86.5 (C-4’), 79.2 (C-1"), 71.1 (C-3’), 65.4 (C-a), 60.9 (C-5'), 54.9, 39.1 (C-2'),
34.2 (C-b). - IR: Wellenzahl [cm'l] (KBr): 3447, 2930, 2834, 2361, 2227, 1609, 1579,
1507, 1442, 1382, 1300, 1249, 1176, 1070, 1033, 827, 789. - HRMS (FAB, m/z):
ber.: 789.3275 [M], gef.: 790.3353 [M+H]".

0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-(4-biphenylhydrazino)-5’-O-dimethoxy-trityl-2’-
dG 135d

Die Synthese erfolgte gemaR der AAV 19. Es wurden 300 mg (0.532 mmol) 0°-2-(4-
Cyanophenyl)ethyl-2-N-(4-biphenylhydrazino)-2’-dG 133d eingesetzt.

Ausbeute: 317 mg (0.367 mmol, 69%)

CN
eines orangefarbenen Feststoffes. - cc’ ;
DC: RyWert (CH.CI/CH3OH: 9:1): b
0.87. - Smp.: 112 °C. - [a]%ses: -69 ° .o 2
6
(c= 1.6, CH,Clo/CH3OH: 1:1). - H- 7(NfN1 y
2 B
NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): o N N7 SN
DMTrO_ s s H

8.15 (s, 1H, H-8), 7.86-6.62 (m, 26H, 0 G

3 B 3 B 4" 1 135d
H-Ar), 6.38 (dd, vJH,H = 6.4 Hz, \]H,H = 3OH CaoHi7N7Og H
6.4 Hz, 1H, H-1’), 5.36 (d, *Jupn = 4.5 M = 865.9729 g/mol

Hz, 1H, 3-OH), 4.79 (t, *Jyn = 6.8 Hz, 2H, H-a), 4.50-4.43 (m, 1H, H-3"), 3.97-3.93
(m, 1H, H-4"), 3.67-3.63 (M, 8H, H-5", OCHa), 3.26 (t, 3Ju = 6.8 Hz, 2H, H-b), 3.02-
2.94 (m, 1H, H-2’a), 2.41-2.35 (m, 1H, H-2’b). - **C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-
de): 159.1 (C-6), 155.6 (C-2), 153.2 (C-4), 144.1 (C-A), 139.7 (C-8), 135.6 (C-Ar),
134.6, 130.0 (C-B, C-F), 127.8, 122.3 (C-Ar), 118.8 (C-5), 116.2 (CN), 109.1 (C-d),
87.6 (C-4’), 83.1 (C-1’), 70.8 (C-3'), 65.8 (C-a), 61.7 (C-5'), 39.7 (C-2’), 34.4 (C-b). -
IR: Wellenzahl [cm™] (KBr): 3416, 1637, 1617, 1560, 1508, 1458, 1384, 1314, 1247,
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1175, 1075, 619, 477. - HRMS (FAB, m/z): ber.. 865.3588 [M], gef.: 866.3625
[M+H]".

3’-O-[(2-Cyanoethoxy)-(N,N’-diisopropylamino)-phosphinyl]-0°-2-(4-
cyanophenyl)ethyl-5’-O-dimethoxytrityl-2-N-(3,5-dimethylphenylhydrazino)-2’-
dG 10a

Die Synthese wurde gemaf3 der AAV 20 durchgefihrt. Es wurden 300 mg
(0.367 mmol) 0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-(3,5-dimethylphenylhydrazino)-5-O-
dimethoxytrityl-2’-dG 135a eingesetzt.

Ausbeute: 316 mg (0.311 mmol, 85%)
eines beigen Feststoffes, welcher als
Diastereomerengemisch (I+11) vorliegt. —
DC: Ri-Wert (CH,Cl,/CH3OH: 9:1): 0.82 .
~'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, Benzol-dg):
7.88 (s, 1H, H-8 (1)), 7.85 (s, 1H, H-8 (II)),
7.75-6.50 (m, 48 H,DMTr-H (I+I1), H-Ar
(1+11)), 6.34-6.29 (m, 2H, H-1’ (I+11)), 4.57
-4.49 (m, 2H, H-3' (1+1)), 4.34-4.31 (m, :
OH, H-4 (I+Il)), 4.30-4.16 (m, 4H, H-a )\N/P\O/“\/CN CorHeaNOoP
(1+11)), 3.69-3.00 (m, 28H, OCHg(I+ll), H-b  _L_ " M=1018.1479 gimol
(1+11), H-5" (1+11), iPr-H (I+11) und H-a (I+11)), 2.57-2.54 (m, 2H, H-2’a+b (I+11)), 2.23 (s,
12H, H-E (1+11)), 1.83-1.64 (m, 4H, H-B (I+11)), 1.15-1.064 (m, 26H, CHgiPr (I+I1)). —
BC-NMR: & [ppm] (101 MHz, Benzol-de): 160.1, 159.3, 159.0, 158.7, 158.6, 154.3,
153.3, 148.2, 148.1, 146.2, 145.9, 145.3, 143.5, 143.3, 139.7, 137.5, 137.2, 137.0,
136.1, 131.5, 131.4, 130.6, 130.2, 129.7, 128.7, 128.6, 127.4, 127.2, 126.9, 126.5,
119.0, 113.7, 113.5, 112.9, 110.8, 86.0, 83.6, 74.4, 66.1, 64.3, 63.0, 58.6, 54.8, 43.5,
39.9, 35.1, 24.7, 24.6, 21.3, 21.2, 20.0. — *'P-NMR: & [ppm] (162 MHz, Benzol-ds):
149.08, 148.94 (I+11). — IR: Wellenzahl [cm'l]: 2930, 2227, 1607, 1578, 1506, 1376,
1244, 1174, 1031, 826, 753, 701, 581. - MS (ESI*, m/z): ber.: 1017.4 [M], gef.:
1040.2 [M+Na]".

3’-0-[(2-Cyanoethoxy)-(N,N’-diisopropylamino)-phosphinyl]-0°-2-(4-
cyanophenyl)ethyl-5’-O-dimethoxytrityl-2-N-(4-methoxyphenylhydrazino)-2’-dG
10b
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Die Synthese wurde gemaf3 der AAV 20 durchgefiihrt. Es wurden 296 mg
(0.361 mmol) 0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-(4-methoxyphenylhydrazino)-5’-O-
dimethoxytrityl-2’-dG 135b eingesetzt.

Ausbeute: 299 mg (0.292 mmol, 81%)

eines beigen Feststoffes, welcher als s ~i-CN
Diastereomerengemisch (I+ll) vorliegt. — Y

DC: Rs+Wert (CH.CI/CH30H: 9:1):0.85. — o

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, Benzol-ds): Nes Ly

7.85 (s, 1H, H-8 (1)), 7.82 (s, 1H, H-8 (1)), oo BQ/N I A N,H Sy
7.73-6.54 (m, 48 H,DMTr-H (I+ll), H-Ar 4&0j1. > H .
(I+11)), 6.30-6.25 (m, 2H, H-1" (I+Il)), 4.67- 3? > 106 e

e N

M = 1020.1207 g/mol
3.34-3.29 (m, 28H, OCHS3(I+Il), H-b (I+I1),
H-5" (I+11), iPr-H (I+Il) und H-a (I1+11)), 2.45-2.40 (m, 2H, H-2’a+b (I+Il)), 1.82-1.64 (m,
4H, H-B (1+11)), 1.15-1.07 (m, 26H, CH3iPr (I1+l)). — *C-NMR: & [ppm] (101 MHz,
Benzol-dg): 159.3, 158.7, 132.0, 131.4, 130.7, 130.6, 130.2, 129.8, 128.7, 127.5,
127.3, 126.6, 113.7, 113.4, 113.0, 66.0, 55.0, 54.9, 54.8, 54.8, 43.7, 43.6, 35.2, 24.6.
— 3P-NMR: & [ppm] (162 MHz, Benzol-dg): 149.08, 148.91 (I+ll). — IR: Wellenzahl
[cm™]: 2963, 2834, 2227, 1606, 1578, 1506, 1442, 1380, 1296, 1242, 1175, 1116,
1030, 976, 935, 827, 788, 754, 726, 702, 680, 639, 581, 524, 419. — MS (ESI*, m/z):
ber.: 1041.43 [M], gef.: 1042.56 [M+Na]".
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3’-O-[(2-Cyanoethoxy)-(N,N’-diisopropylamino)-phosphinyl]-0°-2-(4-
cyanophenyl)ethyl-5’-O-dimethoxytrityl-2-N-phenylhydrazino-2’-dG 10c

Die Synthese wurde gemafll der AAV 20 durchgefuhrt. Es wurden 330 mg
(0.420 mmol)  O°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-phenylhydrazino-5-O-dimethoxytrityl-
2’-dG 135c eingesetzt.

Ausbeute: 312 mg (0.315 mmol, 75%)
eines beigen Feststoffes, welcher als
Diastereomerengemisch (I+Il) vorliegt. -
DC: Ri-Wert: (CH2CI/CH30OH: 9:1): 0.93.
- Smp.: 68-71°C. - 'H-NMR: & [ppm]
(400 MHz, Benzol-dg): 7.84 (s, 1H, H-8
(1)), 7.81 (s, 1H, H-8 (1)), 7.71-7.41 (m,
44H, H-Ar (I+11), DMTr-H (1+11)), 6.25 (dd,
3Jun = 6.4 Hz, Iy = 6.3 Hz, 2H, H-1’

) ] )\ g e CssHgoNoO7P
(1+11)), 4.74-4.58 (m, 2H, NH (1)), 4.47 N N0 N M = 990.0948 g/mol
4.37 (m, 2H, NH (II)), 4.16-4.05 (m, 4H, P{ ’
H-a (1+11)), 3.58-3.35 (m, 12H, -OCHs, H-5 (I-I1), H-b (1)), 3.15-3.02 (m, 2H, H-b (I1)),
2.54-2.29 (m, 12H, iPr-H (I+Il), H-a (I1+11), H-2’ (I+l)), 1.81 (t, 2H, H-B (1)), 1.73 (m,
2H, H-B (1)), 1.15-1.01 (m, 24H, CHsiPr (I+l1)). - ®*C-NMR: & [ppm] (101 MHz,
Benzol-dg): 160.1, 159.3, 158.7, 148.2, 145.8, 143.3, 138.0, 137.4, 136.1, 132.0,
131.4, 130.6, 130.1, 129.8, 119.0, 113.7, 113.0, 111.0, 87.1, 74.4, 74.2, 66.0, 54.8,
45.3, 43.6, 35,1, 24.7, 24.6, 22.8. - *P-NMR: & [ppm] (162 MHz, Benzol-dg): 149.35,
149.19 (I+11). - IR: Wellenzahl [cm™] (KBr): 3870, 3816, 3752, 3744, 3676, 3447,
2966, 1654, 1609, 1581, 1508,1465, 1383, 1250, 1179, 1034, 829. - MS (FAB, m/z):
ber.: 989.4 [M], gef.: 990.5 [M+H]".

10c

3’-O-[(2-Cyanoethoxy)-(N,N’-diisopropylamino)-phosphinyl]-0°-2-(4-
cyanophenyl)ethyl-5’-O-dimethoxytrityl-2-N-(4-biphenylhydrazino)-2’-dG 10d

Die Synthese wurde gemaR der AAV 20 durchgefuhrt. Es wurden 300 mg
(0.354 mmol) 0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-(4-biphenylhydrazino)-5'-O-
dimethoxytrityl-2’-dG 135d eingesetzt.
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Ausbeute: 238 mg (0.223 mmol, 63%)
eines beigen Feststoffes, welcher als
Diastereomerengemisch (I+11) vorliegt.
- DC: R+-Wert (CH.CI/CH3OH: 9:1):
0.84. - Smp.: 75-78 °C. - 'H-NMR: &
[ppm] (400 MHz, Benzol-ds): 7.84 (s,
1H, H-8 (1)), 7.82 (s, 1H, H-8 (lI)),
7.62-6.58 (m, 52H, DMTr-H (I+11), H-Ar s
(1+1), 6.29-6.19 (m, 2H, H-1" (I+ll)),

5.76, 5.37 (2 * s, 2 * 2H, NH (I+1)), )\N/
5.04-501 (m, 2H, H-3' (I+ll)), 4.60-  _L_
4.50 (m, 4H, H-a (1+11)), 4.13-4.08 (m, 2H, H-4’ (1+11)), 3.52-3.17 (m, 20H, OCH3 (I+11),
H-b (1+11), H-5’ (1+11)), 2.98-2.93 (m, 1H, H-2’a (1)), 2.89-2.84 (m, 1H, H-2’a (Il)), 2.71-
2.68 (m, 8H, iPr-H (I+11), H-a (I+ll)), 2.56-2.48 (m, 1H, H-2’b (l)), 2.41-2.34 (m, 1H, H-
2'b (I1)), 1.73-1.67 (m, 4H, H-B (1+11)), 1.13-1.05 (m, 24H, CHsiPr (I+11)). - *C-NMR: &
[ppm] (101 MHz, Benzol-de): 159.1, 155.6, 153.2, 144.1, 139.7, 135.6, 134.6, 130.0,
127.8, 122.3, 118.8, 116.2, 109.1, 87.6, 83.1, 70.8, 65.8, 61.7, 39.7, 34.4. - *'P-NMR:
5 [ppm] (162 MHz, Benzol-dg): 149.87, 149.09 (I+ll). - IR: Wellenzahl [cm™] (KBr):
3744, 3675, 2966, 1607, 1457, 1200, 1077, 978. - MS (FAB, m/z): ber.: 1065.5 [M],
gef.: 1066.6 [M+H]".

0

S o

P CN

SN0\ M = 1066.1907 g/mol
B

Cg1HeaNgO7P

9.7.6 Synthesen zu den N%Arylamin-modifizierten 2‘-dG-5‘-Triphosphaten

5-Chlorsalicylalkohol 155

Unter einer Stickstoffatmosphare wurde zu einer Suspension von ¢ , & 1
i OH
2.20 g (58.0 mmol, 2 Aquiv.) Lithiumaluminiumhydrid in 66 mL \E:E\

- 4 "2 0H
abs. THF eine Losung aus 4.99g (28.9 mmol, 1 Aquiv.) 1355
5-Chlorsalicylsdure 156 in 33 mL abs. THF zugetropft. Nach
C,H,ClO,

vollstandiger Zugabe wurde 16 h bei Rt geruhrt. Anschlieend M =158.5823 g/mol
wurde zwei Stunden unter Ruckfluss erhitzt. Daraufhin wurde mit Eis hydrolysiert und
mit ca. 80 mL Schwefelsaure (10%ig) ein pH-Wert von 1 eingestellt. Die wassrige
Phase wurde dreimal mit je ca. 25 mL Ethylacetat extrahiert und die organische
Phase anschlieRend Uber Natriumsulfat getrocknet. Im Anschluss wurde das

Losungsmittel unter vermindert Druck entfernt. Zur Reinigung des Rohproduktes
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wurde dieses in ca. 100 mL Dichlormethan geldst und durch zutropfen in ca. 600 mL
eisgekulhlten Petrolether ausgefallt.

Ausbeute: 2.93 g (18.5 mmol, 64%) eines weilRgelben Feststoffes. — *H-NMR:
[ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 9.63 (bs, 1H, OH), 7.27 (d, *Jun = 2.7 Hz, 1H, H-6), 7.06
(dd, *Jyn = 8.5 Hz, *Jun = 2.7 Hz, 1H, H-4), 6.76 (d, *Jun = 8.6 Hz, 1H, H-3), 4.45 (s,
2H, CHy).

5-Chlorsaligenylphosphorchloridat 154

In einem mit Molekularsieb (4 A) versehenen Tropftrichter Cle s 84 T

wurden 1.50 g (9.47 mmol, 1 Aquiv.) des 5-Chlorsalicylalkohols \©\A§//O

155 in 30 mL abs. Tetrahydrofuran gelést und mit 3.02 mL tyro
154

(21.8 mmol, 2.1 Aquiv.) Triethylamin versehen. Nach 30 min.

wurde diese Losung bei -70 °C innerhalb 1h zu 1.04 mL M = 238.9926 g/mol

(11.4 mmol, 1.1 Aquiv.) dest. Phosphorylchlorid in abs.

Tetrahydrofuran gelost, getropft. Die Reaktionsldsung wurde 1 h bei -50 °C gerihrt.
Nach Abkuhlen auf Rt wurde der Feststoff filtriert und das Lésungsmittel destillativ
unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Produkt wurde anschliel3end

saulenchromatographisch gereinigt (PE/EE: 1:1 v/v).

Ausbeute: 533 mg (2.23 mmol, 24%) eines weilRgelben Feststoffes. — *H-NMR: &
[ppm] (400 MHz, CDCls): 7.35 (d, *Jyn = 8.8 Hz, 1H, H-4), 7.13 (d, ®Juyn = 2.3 Hz, 1H,
H-6), 7.07 (d, 3Jun = 8.8 Hz, 1H, H-3), 5.45 (dd, 2H, CH,). — *P-NMR: & [ppm]
(162 MHz, CDCls): -6.66.

5-Chlor-cycloSal-0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-(4-methoxyphenylazo)-2’-d G-
5’-monophosphat 153a

Die Synthese wurde gemald der
AAV 21 durchgefihrt. Es wurden
99.8 mg (194 pmol) des O°-2-(4-
Cyanophenyl)ethyl-2-N-(4-

o
methoxyphenylazo)-2’-dG 134b '
OH | e
. 153a
eingesetzt.
Ausbeute: 12 mg (17 umol, 9%) M = 718.0522 g/mol

eines gelben Feststoffes, welcher als Diastereomerengemisch (I+ll) vorliegt. — DC:
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Ri-Wert (CH,Cl2/CH3OH: 9:1): 0.45. ~ *H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-d¢): 8.58
(m, 2H, H-8 (1+11)), 8.00 (d, 4H, H-B/C (1+11)), 7.79 (d, 4H, H-e (1+11)), 7.61 (d, 4H, H-d
(1+11)), 7.37-7.24 (m, 6H, H-II/IV/VI (1+11)), 7.18 (d, 4H, H-B/C (I+11)), 6.46 (dd, 3y =
12.8 Hz 3Jyy = 6.4 Hz, 2H, H-1’ (1+11)), 5.44-5.24 (m, 4H, H-VII (I+1)), 4.91-4.87 (m,
4H, H-a (I1+11)), 4.56-4.52 (m, 2H, H-3' (1+11)), 4.47-4.37 (m, 4H, H-5'(1+I1)), 4.06-4.03
(m, 2H, H-4" (I+11)), 3.91 (s, 6H, H-E (I+1I)), 3.27-3.21 (m, 4H, H-b (I+11)), 2.83-2.76
(m, 2H, H-2’a (I+11)), 2.43-2.37 (m, 2H, H-2’b (I+11)). - **C-NMR: & [ppm] (101 MHz,
DMSO-dg): 163.3 (C-2), 160.3 (C-6), 152.4 (C-4), 148.1 (C-Il), 146.3 (C-A/D), 144.3
(C-c), 132.3 (C-e), 130.1 (C-d), 129.4 (C-HI/IV/VI), 128.1 (C-V), 125.8 (C-B/C), 125.6
(C-II/IVIVI), 122.7 (C-1), 118.9 (C-N), 114.8 (C-B/C), 109.3 (C-f), 85.0 (C-4’), 83.9 (C-
1’), 70.0 (C-3’), 67.9 (C-5), 67.3 (C-VII), 66.9 (C-a), 55.8 (C-E), 38.6 (C-2’), 34.5 (C-
b). - **P-NMR: & [ppm] (162 MHz, DMSO-ds): -10.37, -10.48 (I+lI). - IR: Wellenzahl
[cm™]: 3268, 2947, 2227, 1736, 1596, 1579, 1503, 1482, 1418, 1342, 1300, 1248,
1188, 1140, 1050, 1022, 1003, 936, 865, 842, 821, 758, 676, 640, 615, 559, 525,
473, 440. - HRMS (ESI*, m/z): ber.: 718.1577 [M+H]", gef.: 718.1577 [M+H]".

5-Chlor-cycloSal-0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-(4-methoxyphenylhydrazino)-
2’-dG-5’-monophosphat 153b

Die Synthese wurde gemafR der AAV 21 durchgefuhrt. Es wurden 80.2 mg
(155 pmol) des 0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-(4-methoxy-phenylhydrazino)-2’-dG
133b eingesetzt.

Ausbeute: 55mg (76 pumol, 49%) e

eines schwach gelben Feststoffes, d -
welcher als Diastereomerengemisch i

(I+ll) voriegt. — DC: ReWert ¢l t ™ o, N S%Nj
(CH.CI,/CH30H: 9:1): 0.38. — Smp.: \.@QF"EO 5 BSN 4' N%\N’H ARG o
145°C. -~ H-NMR: & [ppm] 75&? P OH N
(400 MHz, DMSO-dg): 8.08 (d, 2H, OH 153b le

C33H3,CIN;OgP

H-8 (I+1)), 7.74 (d, 4H, H-e (1+1I)), M = 720.0681 g/mol

7.49-7.10 (m, 12H, H-NI/IV/VI/B/C/d

(I+1)), 6.37-6.17 (m, 2H, H-1’ (I+11)), 5.47-5.25 (m, 10H, H-4"/5'/NH (I+11)), 4.62-4.54
(M, 4H, H-a (1+11)), 4.37 (s, 2H, H-3' (I+11)), 4.26-4.19 (m, 4H, H-VII (I+11)), 3.75 (s, 6H,
H-E (1+11)), 3.13-3.10 (m, 4H, H-b (I+11)), 2.92-2.87 (m, 2H, H-2’a (I+11)), 2.27-2.21 (m,

1H, H-2’b (1+11)). — ®C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 159.2 (C-6), 155.9 (C-D),
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144.2 (C-c), 132.2 (C-e), 129.5 (C-II/IV/VI/BICId), 129.8 (C-II/IV/VI/BIC/d), 126.0 (C-
HI/IVIVI/BICI), 125.9 (C-II/IVIVI/BIC/), 122.8 (C-I), 120.0 (C-lI/IV/VI/BIC/d), 118.9
(C-N), 113.1 (C-II/IV/VI/BIC/d), 109.2 (C-f), 84.7 (C-4’), 83.7 (C-1’), 70.3 (C-3’), 68.0
(C-5"), 65.7 (C-a), 55.2 (C-E), 37.8 (C-2'), 34.5 (C-b). — **P-NMR: & [ppm] (162 MHz,
DMSO-dg): -10.26, -10.31 (I+ll). — IR Wellenzahl [cm™]: 2928, 2856, 2226, 1608,
1578, 1507, 1451, 1408, 1300, 1242, 1187, 1067, 1024, 938, 864, 829, 785, 729,
672, 639, 641, 558, 471, 438, 420. — HRMS (ESI*, m/z): ber.: 720.1733 [M+H]*, gef.:
720.1736 [M+H]".

0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-(4-methoxyphenylazo)-2’-dG-5'-triphosphat 152a

Die Synthese wurde gemald der AAV 22 durchgefihrt. Es wurden 40 mg (56 pmol)
des 5-Chlor-cycloSal-O°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-(4-methoxyphenylazo)-2’-dG-
5-monophosphats 153a und 87 mg (132 pmol, 2.3 Aquiv.) [N(n-Bu)4].H2P,07

eingesetzt.
Ausbeute: 17 mg (21 pmol, 4 _~__CN
36%) eines orangefarbenen LS
Feststoffes. - DC: Ry-Wert ]
(Isopropanol/NH4OAc: 2:1): 7N 5 Os 1
0.09. - 'H-NMR: & [ppm] O_ﬁ_o_ﬁ_o_ﬁ_o . 8¢ f)N\ N A B

Y [od N~ C

H-8), 7.64-7.60 (m, 4H, H-d, ONH, ONH, oy o 152a

H-B), 7.53 (d, 3Jun = 8.2 Hz, CagH2sN7014P5™
M3 = 752.4381 g/mol

2H, H-e), 6.70 (d, ®Ju = 8.8

Hz, 2H, H-C), 6.54 (dd, ®Jy 4= 6.5 Hz, *Jyn= 6.5 Hz, 1H, H-1’), 4.86 (t, *Jy 1= 6.0 Hz,
2H, H-a), 4.36-4.30 (m, 1H, H-3’), 4.27-4.19 (m, 3H, H-4', H-5'), 3.79 (s, 3H, H-E),
3.26 (t, Jyn = 6.0 Hz, 2H, H-b), 2.83-2.74 (m, 1H, H-2’a), 2.71-2.63 (m, 1H, H-
2’b). - *C-NMR: & [ppm] (101 MHz, D,O): 163.6 (C-2), 161.1 (C-6), 160.2 (C-A),
152.3 (C-4), 146.5 (C-c), 144.1 (C-5), 143.0 (C-8), 132.2 (C-d), 130.0 (C-e), 125.5 (C-
B), 118.9 (-CN), 109.3 (C-f), 114.8 (C-D), 114.1 (C-C), 86.2 (C-4’), 84.0 (C-1’), 70.4
(C-3’), 68.2 (C-a), 65.1 (C-5'), 55.7 (C-E), 39.6 (C-2’), 35.0 (C-b). - **P-NMR: & [ppm]
(162 MHz, D;0): -11.02 (d, 2Jpp = 19.7 Hz, P,), -11.24 (d, °Jpp = 19.7 Hz, P,), -23.34
(dd, 2Jpp = 19.7 Hz, 2Jpp = 19.7 Hz, Pp). — IR Wellenzahl [cm™]: 2969, 2225, 1599,

o | B o NN
(400 MHz, D;0): 873 (s, 1H, ® = O O OH ,&0—J. 3 b

e
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1504, 1242, 1139, 1076, 904, 839, 525. - HRMS (ESI*, m/z): ber.: 755.0907 [M], gef.:
756.1011 [M+H]".

0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-(4-methoxyphenylhydrazino)-2’-d G-5-
triphosphat 152b

Die Synthese wurde gemaf3 der AAV 22 durchgefiihrt. Es wurden 41 mg (57 pmol) 5-
Chlor-cycloSal-0°-2-(4-Cyanophenyl)ethyl-2-N-(4-methoxyphenylhydrazino)-2’-dG-5'-
monophosphat 153b und 103 mg (114 pmol, 2 Aquiv.) [N(n-Bu)4JsHP2O- eingesetzt.

Ausbeute: 17 mg (21 pmol, )  : CN
36%) eines leicht gelblichen L ©
Feststoffes. - DC: Ri+Wert
O a
(Isopropanol/NH,OAc:  2:1): T s L6
1 e) e} 10 /N \N1
0.09. - 'H-NMR: & [ppm] 8¢ |

0-P-0-P-0-P—0_s J Ras
o o BT e oYY e NTENTNT c
(400 MHz, D;0): 8.04 (s, 1H, @NH O L OH 4.$0j1. 3 H
4 3 . o)
H-8), 7.53-7.44 (m, 4H, H-d, ONH, “NH, o4 . 152b
H-B), 7.00 (d, Jun = 8.7 Hz, CapHz7N7014P5™

M3 = 754.4540 g/mol
2H, H-C), 7.19-7.16 (m, 2H, H-
e), 6.22 (dd, 3Jun = 6.9 Hz, 3Jyny=6.9 Hz, 1H, H-1’), 5.28, 5.25 (2 * s, 2 * 1H, NH),
4.91-4.87 (m, 2H, H-a), 4.40-4.37 (m, 1H, H-3'), 4.16-4.07 (m, 3H, H-4’, H-5'), 3.93 (s,
3H, H-E), 2.79-2.68 (m, 1H, H-2’a), 2.39 (ddd, Jun = 14.0 Hz, 33y = 7.0 Hz, 3Jun
= 4.6 Hz, 1H, H-2'b). - *'P-NMR: & [ppm] (162 MHz, D,0): -10.30 (brs, P,/P,), -11.30
(d, 2Jpp = 22.0 Hz, PJ/P,), -23.03 (brs, Pg). - IR Wellenzahl [cm™]: 2987, 2901, 1510,
1393, 1249, 1066, 893. - MS (MALDI", m/z): ber.: 757.106 [M], gef.: 756.365 [M-H]".

9.7.7 Synthese und Analytik der Oligonucleotide

M: 3701 g/mol

HPLC: tr = 45.20 min

OD260:1.15

MS: ESI, m/z (Ladung): 459 (-8), 525 (-7), 613 (-6), 736 (-5).
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5’-dC,dT,dC,dG,dG,dC,d G(N>-(4-Anisidin)),dC,dC,dA,dT,dC-3’ 139
M: 3706 g/mol
MS: Das Oligonucleotid konnte massenspektrometrisch nicht identifiziert werden.
5’-dC,dT,dC,dG,dG,dC,d G(N>-(Anilin)),dC,d C,dA,d T,d C-3’ 140

M: 3673 g/mol

HPLC: tg = 30.50 min

OD260: 0.53

MS: ESI, m/z (Ladung): 405 (-9), 456 (-8), 521 (-7), 609 (-6), 731 (-5).

M: 3749 g/mol
MS: Das Oligonucleotid konnte massenspektrometrisch nicht identifiziert werden.
Die Synthese der Oligonucleotide erfolgte im 1.00 pM Mal3stab mit Hilfe der

Phosphoramidit-Methode.

AB392 Synthesizer von Applied Biosystems

Das Standardprotokoll zur Synthese wurde fur die modifizierten Oligonucleotide
abgewandelt und ein zusatzlicher Kupplungsschritt eingefiihrt, sowie die
Kupplungszeit jeden Schrittes auf 500 Sekunden erhoht. Als Capping-Reagenz
wurde eine Mischung aus THF/2,6-Lutidin/Trimethylessigsaureanhydrid (8:1:1 v/v/v)

verwendet, 88166

H-8 Synthesizer von K&A Laborgerate

Das Standardprotokoll zur Synthese wurde fur die modifizierten Oligonucleotide
abgewandelt und ein zusatzlicher Kupplungsschritt eingefiihrt, sowie die

Kupplungszeit jeden Schrittes auf 90 Sekunden erhdht.

Entschitzung und Tragerabspaltung

Zum Ende der Oligonucleotidsynthese wurde durch den Synthesemodus ,DMTr-
off die letzte DMTr-Schutzgruppe entfernt. Die Abspaltung der verbliebenen

Schutzgruppen und die Abspaltung des Oligonucleotids vom Trager erfolgten
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manuell. Die Abspaltung der CPE-Gruppe erfolgte mit den noch
festphasengebundenen Oligonucleotiden. Hierzu wurden die Oligonucleotide mit
0.9mL abs. Pyridin und 100 uL dest. DBU versetzt und 26 Stunden bei
Raumtemperatur im Thermomixer inkubiert. Die DBU-L6sung wurde anschlie3end
pipettiert und der festen Phase zur Abspaltung des Oligonucleotids vom
Tragermaterial, sowie der Schutzgruppen der Nucleobasen ein Gemisch aus 800 pL
konzentriertem Ammoniak und 20 yL B-Mercaptoethanol zugefugt und fur 4 Stunden
bei 45 °C im Thermomixer geschuttelt. Der erhaltene Uberstand wurde abgenommen
und der Ruckstand zweimal mit Reinstwasser gewaschen und im Speed-Vac-
Probenkonzentrator getrocknet.

Reinigung der Oligonucleotide

Die getrockneten Roh-Oligonucleotide wurden in 200 pL  Reinstwasser
aufgenommen wund in Portionen a 50 pL mittels HPLC gereinigt. Die
Saulentemperatur betrug 25 °C. Die Detektion erfolgte durch Messung der
Absorption bei 260 nm. Die verschiedenen Substanzen wurden in einzelnen
Fraktionen gesammelt und dann ein Aliquot jeder Fraktion mittels HPLC analysiert.
Die aufgefangenen  Fraktionen wurden anschlieBend im  Speed-Vac-
Probenkonzentrator getrocknet und wiederum in 100 pL Reinstwasser gel6st. Die
Konzentration der Oligonucleotide wurde mit Hilfe des ,Nanodrop“-Messgerates

bestimmit.

Massenspektrometrische Identifizierung der Oligonucleotide

Verdinnung der Oligonucleotide mit einer Losung aus 20% Isopropanol in Wasser
und 1% Triethylamin auf eine Konzentration von 5 pmol/uL. Fur die MALDI-
Messungen wurde die einige YL der erhaltenen Fraktionen eingesetzt. Als Matrizes
wurden THAP und DHB verwendet.

Bestimmung der T,-Werte

Zur Bestimmung des T,-Wertes wurden aus den 100 pL Oligonucleotidlésung ein
1 nmol entsprechendes Aliquot entnommen, dieses am  Speed-Vac-
Probenkonzentrator bis zur Trockene eingeengt, mit 1 nmol des entsprechenden, in
Reinstwasser gelésten Gegenstranges versetzt und auf 1 mL mit Phosphat-Puffer
(10 mM Phosphat-Puffer, pH 6.8; 140 mM NaCl und 1 mM EDTA) aufgefillt. Die
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Messungen wurden in einem Temperaturbereich von 5 °C bis 80 °C durchgefihrt.
Die Probe wurde jeweils dreimal von 5 °C auf 80 °C erhitzt und dreimal von 80 °C auf
5 °C abgekunhlt. Die Heiz- bzw. Kuhlrate betrug hierbei 0.5 °C/min, wobei alle 0.5 °C
ein Datenpunkt aufgenommen wurde. Die Absorption der Probeldsung wurde bei
einer Wellenlange von 260 nm verfolgt. Von den resultierenden, sigmoidalen Kurven
wurde jeweils das Maximum der 1. Ableitung zur Bestimmung des Schmelzpunktes

berechnet und die einzelnen Werte gemittelt.

Messung der CD-Kurven

Fur die Messung des Circulardichroismus wurden die verwendeten Losungen der
Schmelzpunktbestimmung eingesetzt und die molare Elliptizitat von 350-200 nm

gemessen.
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Anhang

Gefahrstoffverzeichnis

Anhang

Im folgenden Verzeichnis sind Verbindungen und LoOsungsmittel aufgelistet, mit

denen wéhrend dieser Promotion gearbeitet wurde. Fur diese Gefahrstoffe sind die

gultigen Gefahrensymbole sowie die H- und P-Satze angegeben. Die Stoffe, fur die

keine bekannte Einstufung existiert, sind als gefahrlich einzustufen. Es ist unbedingt

zu vermeiden, sich oder andere Personen mit diesen Substanzen zu kontaminieren

und diese Stoffe in die Umwelt einzubringen.

Substanz Gefahren- H-Satze P-Satze
symbol
Aceton <&>® 222810350 | 210.233-305/351/338
- 225-302/312/332- |  210-305/351/338-
Acetonitril 319 403/235
Aluminiumoxid - - P260
4-Aminobiphenyl @ 302-350 201-308+313
. 201-202-281-308+313-
2-Aminofluoren 341-351 405-501
_4-Amino-3- @ 315-319-335 261-305/351/338
iodbenzonitril
. 280-273-304+340-
Ammoniak @@ 314 -335 -400 205435 11338.310
Ammoniumchlorid @ 302-319 305/351/338
Antimon(lif)bromid @@ 302-332-411 é%i’fg 3033?11;35%21
201-210-301+310-
Benzol @@ 22;30%'5301_2'73219' 305+351+338-
308+313-331




Anhang

N,N‘-Bis-tert-
butoxycarbonyl-
guanidin

315-319-335

261-305/351/338

Bis(triphenylphosphin
)palladium(I)dichlorid

AR,

302-315-317-319

280-302+352-
305+351+338

Boran-THF-Addukt

SOD

225-260-302-315-
318-335

210-223-231-
232/261/370-378/422

3-Butin-1-ol

®
<

226-315-319-335

210-302/352-304/340-

305/351/338
@@ 314-304-336-373- | 301+330+331-280-
n-Butyllithium 411-318-361f-260- 305+351+338-273-
225-EUHO14 | 402+404-210-240-243
t-Butylnitrit @ @ 225-332-302 210-233
Calciumchlorid @ 319 305/351/338
Calciumhydrid <&> 260 402/404
5-Chlor-salicylalkohol @ 315-319-335 280-305+351+338
5-Chlor-salicylsaure 301 260-262-309+310
2-(4- 261-280-302+352-
Cyanophenyl)ethanol @ 302-312-332 304+340-322-501
1,8-
o 273-280-301/330/331-
Diazabicyclo[5.4.0]- 290-301-314-412 305/351/338
undec-7-en
Dibrommethan @ 332-412-EUH059 273-501

1,2-Dichlorethan

®
<
@

225-350-302-319-
335-315

201-210-302/352-
304/340-305/351/338-
308/313

Dichloridobis(tri-
phenylphosphin)-
palladium(ll)

Kein geféhrliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG

Dichlormethan

351

281-308/313




Anhang

4,5-Dicyanoimidazol

302

260-262

Diethylether

224-302-336-
EUH019-EUHO66

210-240-403/235

Diisopropylazodi-
carboxylat

315-319-335-411

273-302/352-304/340-
305/351/338

1,2 Dimetoxyethan

225-332-360FD

201-210-308+313

4-(Dimethylamino)-

301-310-315-319

280-302/352-

pyridin 305/351/338
N,N-Dimethyl- @ @ 360D-226-332-312- 201-302/352-
formamid 319 305/351/338-308/313
3,5-Dimethyl- 261-302+352-
phenylhydrazin @ 302-315-319-335 305+351+338-321-
Hydrochlorid 405-501
Dlmethyls_quOX|d Kein geféhrliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG
(deuteriert)
e | PRRT
1,4-Dioxan @@ 319+Eu3HS%66- 351- | 5083193371313
403+235
Di-tert-butyl- @ 226-330-315-319- 210-280-304/340-
dicarbonat 317 305/351/338-302/352
DOWEX 50Wx8 @ 319 280-264-305+351+338
Essigsaure 100% <¢j> 226-314 280-305+351+338-310
Essigsaurethylester @@ 222—3&%;3:6— 210-240-305/351/338

SH®
&

225-304-361f-373-

210-240-273-301/310-

n-Hexan 315-336-411 331-302/352-403/235
| 280-301/330/331-
Imidazol @ 302-314-361d 305/351/338
i C C 60-314-EUHOL4 280-301/330/331-

305/351/338-402/404




Anhang

Kaliumcarbonat

315-319

302/352-305/351/338

Kaliumhydrid
(35%ige Suspension
in Paraffindl)

SO

260-314-EUHO014

280-301/330/331-
305/351/338-402/404

280-301/330/331-

Kaliumhydroxid @ 314-302-290 305/351/338

Kaliumphosphat 315-318 280-305+351+338

. 261-302-314- 280-301/330/331-
Kalium-tert-butanolat @@ EUHO14 305/351/338-402/404

Kieselgel

260

Kupfer(ll)acetat

O®

302-315-319-335-
400

261-273-305/351/338

Kupfer(hiodid

O©

302-315-319-335-
400

261-273-305/351/338

Lithium-
aluminiumhydrid

SO

260-314

223-231+232-280-
305+351+338-
370+378-422

Magnesium-sulfat

Kein geféahrliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG.

Lithiumchlorid @ 302-315-319 302/352-305/351/338
Magnesium @ 260-250 210-402/404
280-312-302+350-261-
Mercaptoethanol 302_21111'_%1159'335_ 273-301+312-
305+351+338
Methanol @ 225-301/311/331- 210-280-302/352-

370

403/235

N-Methyl-2-pyrrolidon

360D-319-335-315

201-308/313-
305/351/338-302/350

Natriumcarbonat

319

260-305/351/338
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Natrium

SO

260-314-EUHO014

280-301/330/331-
305/351/338-402/404

Natriumchlorid

Kein geféahrliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG

Natriumhydrid @ 260 %27?639?715243222
Natriumhydroxid 314-290 2
Natriumnitrit @ 272-301-400 220-273-301+310

Natriumsulfat

Kein geféahrliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG

Palladium/Kohle

O

315-319

305+351+338

Pd EnCat TPP30°®

351-361f-412

273-281

Petrolether (50-

SD®

225-304-336-411-

210-273-243-301/310-

70 °C) EUHO66 331
233-271-280-
Phosphorylchlorid %%OH%%iaElJ |'_|307229' 301+330+331-
305+351+338-309+310
Phosphorpentoxid 314 260'23%%'/2%11//22%/331'
Pyridin @@ 225-302/312/332 210-233-302/352

261-280-305/351/338-

) 0 ]
Salzséure (25%) @ 314-335 310
Schwefelsaure (95- 280-301/330/331-
97%) @ 290-314 305/351/338
tert- 210-280-301/330/331-
Butyldlmethylsnyl— <§> 228-314 305/351/338
chlorid
Tetrahvdrofuran @ @ 225-319-335- 210-233-243-
y EUHO019 305/351/338




Anhang

Tetrakis(triphenyl-

302-315-317-319

280-302+352-

phosphin)p))alladium(o 305+351+338
260-264-280-301+312-
301+330+331-
. . EU014-EU029-302- 303+361+353-
Thionylchlorid @ 314-332 304+340-
305+351+338-310-
321-405-501
225-304-315-336- | 210-240-301/310-331-
Toluol @@ 361d-373 302/352-403/235
4-Toluolsulfonyl- @ 315-318 302/352-305/351/338-

chlorid

313

Trichlormethan

351-302-373-373-

201-202-260-264-270-
280-281-301+312-
302+352-308+313-

(deuteriert) 315 314-321-330-332+313-
362-405-501
Triethviamin @ @ @ 225-332-312-302- | 210-280-301/330/331-
y 314-335 302/352-305/351/338
260-262-264-280-284-
301+310-
. . 301+330+331-
T‘;ﬂf;gﬁ’;";‘lumé?ld 300-310-314-330 302+350-
303+361+353-
304+340-
305+351+338-320
N,N,N-
Trimethylhexa- @ @ 302-315-319-335- | 273-302/352-304/340-
decylammonium- 410 305/351/338
bromid
Triphenylphosphin @ 302-317-413 262-273-280-302/352
Wasserstoff @@ 220 210-377-381-403
Zinn(ifchlorid @ 302-314 280-305+351+338-310
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Anhang

Verbindungsubersicht Teil 1

by
NN
HNTN NH,
GC71
NHy  H,N NH
HoN i O 2 )\ 2
oy 30
H o)
26 27
N
~ N TN
H2NNH2 Y NH,
o)
5 28
§ HN_ N NH
My vy :
o) 18 o) 19
i by
HZN)WN NH,
H
NH, x HCI
16

55a: R =Br
55b: R = OH

NC R
|ON=E
N

NC N
N

53a: R =Br
53b: R = OH
53c: R = OTBDMS

H,N

-~

N Boc
HoN \
N

H 51

VI

H NH
Oy
HoN \

17
H,oN H

2 \”/ \/\/\/\/\NH2
(o) 20

R
=
NH,
54a: R = Br
54b: R = OH

54c: R = OTBDMS



Anhang

Verbindungsubersicht Teil 1.1

NH,

50

I

O

Boc = ‘}{O)H<
Tos = O\\S /©/

61

>, Ne)
o I?oc D|-Boc-gugnld|n =
ocC
/ N NH2 |
N. i
55b Boc N.
58 Boc
Boc.. | - |
Boc\N | oc N Boc N
H H H
NH hH NH
H Tos Boc
62a 62b 62¢
P R? Boc:\N R2
Boc. Z HW
H NR'
NHR'

65a: R' = H, R? = OH
65b: R' = H, R? = Di-Boc-guanidin

HoN

>:N\
Boc\N N\ Boc
HW Boc
NR'
66a: R=H
66b: R = Tos
66¢c: R = Boc

63a: R'=H, R2=OH
63b: R' = Tos, RZ = OH
63c: R' = Boc, RZ = OH

HoN

>=NH

RO
N
H

46

VIl



Anhang

Verbindungstbersicht Teil 2

S G T ; 0
' CNI-1493: HNk/WV\WNH 2, HN e
i p o) ! ol NH 81
(@] N+M o
Linker: HN)S(NH 75 Q “"‘,t"ﬁ
o o HNJ\/W 82
o o)
0 anar
NH 76 NH
o o)
HN
0 e opon
NH 77
R PSPt
84
0 e HN NH
HN NH 78
b S o)
0

rrfn 0] (0]
HN HN NH 86

0
HNYNHZ HaN___NH
HN_ _NH
HNG N, HNG NH, 9 2 N N
HN NH x 4 HCI
N N
| | 0 _ OU\
HNYNHZ )\Q)\ n,tinker L HN\H,,/'?'—"—k—e—r/ NH
\ﬂ”
_NH NH, o) o
H,N
| |
88 87 89-100 75-86 _N N
o} o} H)’\“\
HNZ >NH,  HoN
0 0 0 0 0 0 0 0
)\Q/N\ )KQ/L Cl)‘\©/‘k0| HO OH
NH, NO, NO, NO,

68

69

70

71



Verbindungsubersicht Teil 3

NH,

X SN

LA

HO
' N
2-dC o o)
106 ;:-:;
OH
105a: X =Br
105b: X = |
o)
X
\E%\NH
2-du HO NJ§O
113 k;():}
OH
112a: X =Br
112b: X = |
OCPE
O 0o o NN
1l 11 Il < l
JO-P-0-P-0-b—0 NN R
O O o)
L 8§ & Tﬁl_:%
OH
152a: R = SgN"NO
o)
H |
N

Anhang

NH,
x\[%§N

TBDMSO NJ§O
:o:

OTBDMS

103a: X =Br
103b: X = |

O

| NH
N o

X

TBDMSO
O
OTBDMS

110a: X =Br
110b: X = |

OTBDMS
102
. 0
N \E%\NH
|
Z NJ§O
TBDMSO
0
OTBDMS
109
OCPE
SN
N4kR
CPE =

~ o



Anhang

Verbindungsubersicht Teil 3.1

0SG 0SG
N AN
N N
< | SN
4
N N/)\NHZ < o
TBDMSO TBDMSO NT N0 pf
2'-dG o 0 l® 6
~
13 MezN/ >\lMeMe2
OTBDMS OTBDMS 2
129: SG=Bn 70% 127: SG=Bn 80%
119: SG = CPE 85% 128: SG=CPE 67% :
OCPE OCPE
N %
¢ | ¢ ] H
pZ N
TBDMSO N N/)\Br TBDMSO N N*N Aryl
0 © H
11a: Aryl = 3,5-Dimethylphenyl
OTBDMS OTBDMS  11b: Aryl = 4-Methoxyphenyl
11c: Aryl = Phenyl
12 11d: Aryl = 4-Biphenyl
11e: Aryl = 2-Fluorenyl
OCPE OCPE
N A
N N 7 N H
¢ //Nk N DMTrO <N | N/)\N'N\A |
HO NTSNTSNT Ay r Yo Ho
H
o
. = ; )

OH 133a: Aryl = 3,5-Dimethylphenyl A0 )
133b: Aryl = 4-Methoxyphenyl NC 'ID 10a: Aryl = 3,5-Dimethylphenyl
133c: Aryl = Phenyl N 10b: Aryl = 4-Methoxyphenyl
133d: Aryl = 4-Biphenyl Y j/ 10c: Aryl = Phenyl

10d: Aryl = 4-Biphenyl

Oligonucleotid Modifikation Sequenz
136 Gegenstrang 5-d(GAT GGC GCC GAG)
137 unmodifiziert 5-d(CTC GGC GCC ATC)
138 N2-(3,5-DMA) 5-d(CTC GGC GCC ATC)
139 N2-(4-Anisidin) 5-d(CTC GGC GCC ATC)
140 N2-(Anilin) 5-d(CTC GGC GCC ATC)
141 N2-(4-ABP) 5-d(CTC GGC GCC ATC)
142 A-mismatch 5-d(CTC GGC ACC ATC)
143 T-mismatch 5-d(CTC GGC TCC ATC)
144 C-mismatch 5-d(CTC GGC CCC ATC)
145 abasic 5-d(CTC GGC dRCC ATC)
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