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Einleitung

1. Einleitung

1.1. B-Lactam-Antibiotika

Seit ihrer Entdeckung in den 1920er Jahren durch Alexander Fleming, sind B-Lactam-Antibiotika die
wohl am hiufigsten eingesetzten Wirkstoffe zur Behandlung von bakteriellen Infektionen.! Bei der
Wirkstoffklasse der B-Lactam-Antibiotika handelt es sich um Hemmstoffe der bakteriellen Zellwand-
Biosynthese. Die Grundstruktur dieser Wirkstoffe ist das viergliedrige B-Lactam.? In Abhiangigkeit ihrer
erweiterten Struktur werden diese noch einmal in die vier Unterklassen der Penicilline,

Cephalosporine, Carbapeneme und Monobactame unterteilt (Abbildung 1).3

o) o)
Ni N NN\ R N:
: : L 2 !
RIS Ri'l s H 11 Rl ]"H
H H H H Ri H; H &

Abbildung 1: Grundstrukturen der B-Lactam-Antibiotika: Penicilline, Cephalosporine, Carbapeneme und Monobactame

(6-Lactam jeweils in griin).3

Die Zellwand von Bakterien besteht zu einem groBen Anteil aus Murein, welches aus Peptidoglykanen
gebildet wird. Diese Polysaccharide werden durch die beiden wechselweise 1,4-B-glykosidisch
verknipften Monosaccharide N-Acetylglucosamin und N-Acetylmuraminsaure aufgebaut (Abbildung

2).2
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Abbildung 2: Ausschnitt eines Murein Glycan-Stranges: N-Acetylglucosamin (GIcNAc, I.) und N-Acetylmuraminsdure (MurNAc,

r.), 1,4-8-glykosidisch verknlipft (R = Polypeptidkette).?




Einleitung

Die einzelnen Strange werden ihrerseits durch Polypeptidketten miteinander quervernetzt. Die
N-Acetylmuraminsaure ist Gber ihre Saurefunktion mit dem N-Terminus des Polypeptids verbunden.
Im Falle von Staphylococcus aureus besteht diese Peptidkette aus der Aminosauresequenz L-Ala-D-
Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala. Die Aminogruppe der Seitenkette von D-Lysin ist mit einer Pentaglycinkette
verkniipft. Uber den N-Terminus dieser Glycinkette erfolgt die Quervernetzung mit einem
benachbarten Peptidoglykan-Strang (Abbildung 3). Die Bildung der neuen Peptidbindung wird durch

Transpeptidasen katalysiert und verlduft unter Spaltung der D-Ala-D-Ala-Peptidbindung.?

H,N
m)\ :\L Transpeptidase
(6]

HN™ ~O

N\
Q
<

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Quervernetzung zweier Peptidoglycanstringe.?

Die bakteriellen Peptidoglycansynthetasen sind der Angriffspunkt von B-Lactam-Antibiotika. Die

Grundstruktur dieser Antibiotika-Klasse ist der D-Ala-D-Ala-Struktur sehr dhnlich (Abbildung 4).3
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Fl’eptid-Rest R
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Abbildung 4: Vergleich der Strukturen einer D-Ala-D-Ala-Sequenz (l.) und eines Penicillins (r.).3

Auf Grund dieser strukturellen Ahnlichkeit wird das Antibiotikum von den Transpeptidasen
falschlicherweise als Zielstruktur erkannt. Nach der Anlagerung des Wirkstoffes an das Enzym, spaltet
dieses das B-Lactam. Dabei wird das Enzym acyliert, also kovalent an das Substrat gebunden. Dies

wiederum fiihrt zur Inhibition der Transpeptidase.?

A: B:
o) o)
H H
. N N
Peptid-Rest l (6] R J; O
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HoN_ - ff‘/%
2N W 0/
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Abbildung 5: Transpeptidase (orange) wdhrend der Spaltung der D-Ala-D-Ala-Struktur (A) und durch ein Penicillin
inhibiert (B).2

Der Anteil der Mureinschicht an der bakteriellen Zellwand betrdgt rund 50 % bei grampositiven und
bis zu etwa 10 % bei gramnegativen Erregern. Da eukaryotische Zellen (ber keine vergleichbare
Struktur der Zellwand verfligen, besitzen B-Lactam-Antibiotika eine sehr gute Selektivitat gegeniliber
bakteriellen Pathogenen.? Durch die Hemmung der Quervernetzung kommt es zu einer
Deformierungen der Bakterie und Schaden innerhalb der Zellwand was schlussendlich zur Lyse fiihrt.

Daher gelten B-Lactam-Antibiotika als bakterizide Wirkstoffe.3
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1.2. Bakterielle Resistenzen gegentber B-Lactam-Antibiotika

Die haufigste Ursache fir bakterielle Resistenzen gegeniiber B-Lactam-Antibiotika sind B-Lactamasen.
Diese Enzyme stammen wahrscheinlich von den Transpeptidasen ab und sind in der Lage, B-Lactame

zu hydrolysieren und die entsprechenden Wirkstoffe somit zu inaktivieren.®

Grundsatzlich sind zwei verschiedene Arten von pB-Lactamasen bekannt: zum einen die
Serin-B-Lactamasen (SBL) und die Metallo-B-Lactamasen (MBL). Diese werden nach Ambler in vier
verschiedene Klassen (A - D) eingeteilt. Die Serin-B-Lactamasen stellen die Mitglieder der Klassen A, C
und D.® Sie verfiigen Uber einen nucleophilen Serin-Rest im aktiven Zentrum, iiber welchen die
Hydrolyse des B-Lactams ablduft. Hierbei kommt es zu einer kovalenten Bindung zwischen den

Lactamasen und dem Substrat.”

Die Metallo-B-Lactamasen der Klasse B werden ihrerseits noch einmal, abhdngig von ihrer
strukturellen Ahnlichkeit zueinander, in drei Unterklassen (B1, B2 und B3) aufgeteilt.® Die
dreidimensionalen Strukturen der Metallo-B-Lactamasen sind sich, im Unterschied zu ihren
Aminosduresequenzen, sehr ahnlich. So bilden alle bekannten Enzyme dieser Klassen eine
apBa-Struktur aus, bei der zwei B-Faltblatter im Inneren liegen, die ihrerseits von finf a-Helices
umgeben werden. Das aktive Zentrum befindet sich dabei stets am &duReren Ende der beiden

B-Faltblatter (Abbildung 6).°

Aspl24
His122
P

J‘ bZn++

s

His250
Cys208
is189

Abbildung 6: Kristallstruktur der NDM-1 (New Delhi Metallo-B-Lactamase-1) mit Captopril (nicht gezeigt) als Ligand (1.); aktives

L2n++

Zentrum mit beiden Zn?*-Atomen; einmal kooridniert von drei Histidin Resten (,Histidin“-Seite) und einmal koordiniert von

Asp124, His250 und Cys208 (,,Cystein-Seite*, r., PDB: 4EXS).
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Innerhalb des aktiven Zentrums befinden sich die ein bis zwei namensgebenden Zink-(Il)-lonen. Das
eine Zn?*-lon wird von drei Histidin-Resten koordiniert (,,Histidin“-Seite). Das andere lon wird, sofern
vorhanden, von ebenfalls drei Aminosduren koordiniert. Im Falle der Metallo-B-Lactamase NDM-1 von
jeweils einem Asparaginsaure-, einem Cystein- und einem Histidin-Rest (,,Cystein“-Seite, s. Abbildung
6). Wahrend das Histidin-Motiv in den Unterklassen B1 und B3 hoch konserviert ist, kdnnen die
Aminosauren des Cystein-Motivs abweichen. Zwischen den beiden Zink-lonen ist ein polarisiertes

Wassermolekiil, bzw. Hydroxid-lon lokalisiert.>°

Die Hydrolyse des B-Lactams verlduft bei Metallo-B-Lactamasen anders, als im Falle der SBLs. Nach
dem Eintritt in das aktive Zentrum wird das Substrat durch die beiden Zink-lonen koordiniert und die
Amidbindung des Lactams polarisiert. Hierdurch wird die Elektrophilie am Carbonylkohlenstoff erhoht
und es kommt zur nucleophilen Addition einer Hydroxylgruppe. Dies wiederum fiihrt zu einer Spaltung
der Amidbindung und das resultierende, inaktive Substrat verldasst das aktive Zentrum wieder
(Abbildung 7). Im Unterschied zu den SBLs kommt es hierbei zu keiner kovalenten Bindung zwischen

Enzym und Substrat.!
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Abbildung 7: Vereinfachter Zyklus der Hydrolyse eines Penicillins durch eine Metallo-8-Lactamase.?




Einleitung

Wahrend Crowder et al. 2006 noch einen direkten Angriff des von den Zink-lonen koordinierten
Hydroxid-lons postulierten, schlugen Kim et al. 2013 einen alternativen basierenden Mechanismus vor,
welcher auf Berechnungen und Experimenten gestiitzt ist. Dabei fungiert das Hydroxid-lon nicht als
Nucleophil, sondern als Base (Abbildung 7). Diese kann ein freies Wassermolekiil deprotonieren,
welches dann die Amidbindung angreift. Durch ein weiteres Wassermolekiil wird das Proton aus dem
Zwischenzustand auf den Stickstoff des Lactamrings Ubertragen und die Amidbindung wird

gespalten.?




Einleitung

1.3. Bekannte Inhibitoren der Metallo-B-Lactamasen

Die stetig zunehmende Zahl an multiresistenten Erregern ist ein weltweites Problem und die
Entwicklung neuer Antibiotika stagniert bereits seit einigen Jahren. Eine Alternative Moglichkeit zur
Umgehung dieser Resistenzen ist die Entwicklung von B-Lactamase-Inhibitoren. Diese kdonnten die
Resistenzenzyme blockieren und damit die urspriingliche Aktivitdit der B-Lactam-Antibiotika
wiederherstellen.’® Dabei besitzen die MBL-Inhibitoren in der Regel keine signifikante antibakterielle

Wirkung. Vielmehr werden sie in Kombination mit B-Lactam-Antibiotika verabreicht.?

Wahrend bereits einige Inhibitoren fiir Serin-B-Lactamasen bekannt und zugelassen sind, z.B.
Clavulanséure, Sulbactam und Tazobactam,’ gibt es gegen Metallo-B-Lactamasen noch keine klinisch
relevanten Inhibitoren.** In der priklinischen Entwicklung befinden sich momentan (Sept. 2016)

verschiedene Bis-Thiazolidine (BTZ) und ME1071, ein Maleinsiure-Derivat (Abbildung 8).2*
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Abbildung 8: Priklinische Inhibitoren: Grundstruktur der BTZ-Derivate (l.) und ME1071 (r.).1*

Es gibt zahlreiche weitere Ansétze zur Entwicklung von Inhibitoren fiir Metallo-B-Lactamasen. Diese
reichen von Naturstoffen und Verbindungen mit chelatisierenden Gruppen (z.B. EDTA,
Aspergillomarasmine A, Bernsteinsiure-Derivate?’) iiber kovalent bindende Substanzen und diversen
Zink koordinierenden Gruppen®® (Abbildung 9), bis hin zu speziell auf entsprechende MBLs

zugeschnittene DNA-Aptamere.?
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Abbildung 9: Beispiel fiir MBL-Inhibitoren: ein Derivat der 3,4-Furandicarbonsdure, Picolinséure, und ein Hydroxamsdure-

Derivat (v.l.n.r.).18




Einleitung

Brem et al. publizierten 2016 eine Reihe von cyclischen Boronaten als duale Inhibitoren fiir Serin- und

Metallo-B-Lactamasen (Abbildung 10).%°

Abbildung 10: Grundstruktur der von Brem et al. publizierten cyclischen Boronate.?°

Der gelaufigste Ansatz besteht aus Substanzen, welche eine Thiolgruppe besitzen. Diese kann die Zink-
lonen im aktiven Zentrum der Metallo-B-Lactamasen kooridinieren.'®2! Unter anderem synthetisierten
Liénard et al. diverse Thiol-Derivate, welche gegeniber allen Subklassen der Metallo-B-Lactamasen
aktiv waren.?! Klingler et al. konnten zeigen, dass verschiedene zugelassene Wirkstoffe, welche eine
freie Thiolgruppe tragen, in der Lage sind, Metallo-B-Lactamasen zu inhibieren. Davon besonders gut
untersucht ist der ACE-Hemmer Captopril, welcher gegen mehrere Metallo-B-Lactamasen einen 1Cso-
Wert im einstelligen micromolaren Bereich aufweist?? und bereits mit NDM-1 (New Delhi Metallo-B-

Lactamase-1) Co-kristallisiert werden konnte (Abbildung 11).

Abbildung 11: Der ACE-Hemmer Captopril in der Bindetasche von NMD-1 (1.), Ubersichtskarte der Interaktionsstellen zwischen

dem Inhibitor und Protein (r., PDB: 4EXS).




Einleitung

Aus dieser Kristallstruktur ist ersichtlich, dass es zwei wichtige Interaktionsstellen zwischen dem
Protein (NDM-1) und Captopril gibt. Dies ist zum einen die Thiolgruppe, welche zwischen die beiden
Zink-lonen koordiniert - wobei sie ein Wasser-Molekiil verdrangt?® - und die Carbonsiure, welche
parallel zur Carboxylgruppe eine Wasserstoffbriickenbindung zur Aminosdure Asn220 ausbildet
(Abbildung 11).2% Eine Substitution oder Veresterung dieser Sduregruppe wird nicht toleriert und fiihrt

zu einem signifikanten Verlust an Inhibition.?®




Einleitung

1.4. Das Angiotensin-Konversionsenzym

Der Wirkstoff Captopril ist ein zugelassener Hemmstoff des Angiotensin-Konversionsenzyms
(engl. Angiotensin converting enzyme, ACE). Dieses gehort zu den zinkhaltigen Metalloproteasen und
ist Bestandteil des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS). Das Dekapeptid Angiotensin | wird
im Kapillarendothel der Lunge durch ACE C-terminal um zwei Peptideinheiten gekiirzt und so zu
Angiotensin |l umgesetzt.2 Angiotensin Il interagiert mit dem ATi-Rezeptor, was zur Vasokonstriktion
und damit zum Anstieg des Blutdrucks fiihrt. Eine Hemmung des ACE hat folglich eine Blutdruck

senkende Wirkung.?®

H,N—}—-Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe {—His-Leu—}—CO,H

Angiotensin |

H,N——Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe—+{— CO,H

Angiotensin Il

AT,-Rezeptor
* Vasokonstriktion
* Natriumretention
* Proliferation

Abbildung 12: Ausschnitt aus dem RAAS. %26

Des Weiteren ist ACE am Abbau des Peptidhormons Bradykinin beteiligt, welches zur Gruppe der
Kinine gehort. Die Inhibition von ACE fihrt zu einer Zunahme an Bradykinin, welches mit dem
Bradykinin-Rezeptor wechselwirkt, was unter anderem eine Zunahme der Kapillarpermeabilitat zur

Folge hat.?®

Die wichtigsten unerwiinschten Arzneimittelwirkungen sind, unter anderen Reizhusten,

Kopfschmerzen und Schwindelgefiihl.?®

10



Ziel der Arbeit

2. Ziel der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit besteht in der Synthese neuer Inhibitoren von Metallo-B-Lactamasen
der Subklasse B1. Im speziellen werden hierzu die rekombinanten Resistenzproteine NDM-1 (New
Delhi Metallo-B-Lactamase), VIM-1 (Verona integron-encoded Metallo-B-Lactamase) und IMP-7

(Imipenem hydrolyzing Metallo-B-Lactamase) verwendet.

Die synthetisierten Inhibitoren sollen selbst keine bakteriziden oder bakteriostatischen Eigenschaften
besitzen. Vielmehr sollen sie durch ihre inhibierende Wirkung gegeniiber Resistenzproteinen die

Wirkung von B-Lactam-Antibiotika, bei gemeinsamer Verabreichung, wiederherstellen.

Als Ausgangsstruktur der Syntheseplanung dient der zugelassene ACE-Hemmer Captopril. Durch
Substitution verschiedener Teilstrukturen soll zu forderst die inhibitorische Aktivitat gegentber
unterschiedlichen Metallo-B-Lactamasen verbessert werden. Hierzu soll zum einen der Prolinring
durch verschiedene andere Aminosdure-Reste substituiert werden. Zum anderen soll die

Methylgruppe durch unterschiedlich substituierte Aromaten erweitert werden.

Neben der Evaluierung der ICs;-Werte in einem proteinbasiertem Assay, sollen die Inhibitoren auch in
einem Microbroth Dilution Assay auf ihr MHK gegenliber unterschiedlichen E.Coli Transformanten und
klinische Isolate untersucht werden. Auch in einem Wachsmotten-Model (Galleria mellonella) soll ihre

Aktivitat erhalten bleiben.

Die polare Zellmembran gramnegativer Erreger wird von hydrophilen Stoffen deutlich leichter
durchdrungen, als von weniger polaren.?” Daher sollen die potentiellen Inhibitoren auch hinsichtlich

ihrer Polaritat optimiert werden.

Im Falle einer bakteriellen Infektion ist die Inhibition des ACE von groRem Nachteil. Die dadurch
ausgeldste Zunahme an Gewebepermeabilitdt erleichtert die Ausbreitung einer Infektion. Im Falle
einer Sepsis, welche mit Blutdruckabfall einhergeht, kénnte die Gabe eines Blutdrucksenkers
verheerende Folgen haben. Da es sich bei der Ausgangssubstanz (Captopril) um einen zugelassenen
ACE-Hemmer handelt, sollen die synthetisierten Verbindungen auch auf ihre Aktivitdt gegen das
Angiotensin-konvertierende Enzym hin untersucht werden. Orning et al. zeigen, dass Captopril auch
gegeniiber der LTA4-Hydrolase ein inhibitorisches Potential besitzt.?® Die LTAsH ist an der Biosynthese
von pro-inflammatorischen Mediatoren beteiligt. Eine Inhibition dieses Enzyms konnte einen
negativen Einfluss auf die korpereigene Immunantwort auf eine bakterielle Infektion haben. Um einen
Einfluss auf diesen Teil des humanen Immunsystems auszuschlieRen, sollen die potentiellen MBL-

Inhibitoren auch auf ihre Wirkung gegeniiber der LTA4H hin untersucht werden.
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Material und Methoden

3. Material und Methoden

3.1. Verwendete Materialien

Die verwendeten Reagenzien und Losungsmittel wurden Gber abcr, Acros Organics, Alfa Aesar, Apollo
Scientific, Matrix Scientific, Sigma Aldrich und TCl Europe erworben und ohne weitere Aufreinigung
verwendet. Soweit nicht anders beschrieben, wurde fiir die chemischen Reaktionen stets
demineralisiertes Wasser aus der Hausleitung verwendet. Sofern nicht anders angegeben, wurden fir
die Reaktionen p.a. Losungsmittel und fir die Aufreinigung der Syntheseprodukte technische

Losungsmittel verwendet.

Die Reaktionen unter Mikrowelleneinstrahlung wurden in einem Biotage Initiator 2.0 von Biotage,

bzw. einem Explora SP48 Mikrowellengerat der Firma CEM durchgefiihrt.

Zur Aufreinigung mittels Sdulenchromatographie wurde Kieselgel (PartikelgroBe 60 pm) von
Macherey-Nagel verwendet. Die Aufreinigung per Flash-Chromatographie erfolgte mittels IntelliFlash
310 von Analogix. Hierbei wurden mit Kieselgel befillte, fertig gepackte Saulen von Varian und

Biotage (PartikelgroRe 60 um) verwendet.

Fiir die Bestimmung der R-Werte mittels Diinnschichtchromatographie wurde eine mit Kieselgel
(0.2 mm, 60F;s4) beschichtete Aluminiumfolie von Merck verwendet. Die Detektion erfolgte mit
UV-Licht der Wellenldangen 254 nm und 366 nm. Als Farbereagenzien wurden eine ethanolische
Ninhydrin-Losung (200 mg Ninhydrin in 100 mL Ethanol), bzw. eine Cer-Molybdatophosphorsaure-
Tauchlésung (2.5 g Molybdatophosphorsaure, 1.0 g Cer-(1V)-Sulfat in 100 mL Wasser und 8 mL konz.

Schwefelsdure) verwendet.

Zur Reinheitsbestimmung und Analytik mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC)
wurde eine C18-Saule (Luna 10 C18 (2) 100 A; 250 x 4.60 mm) von phenomenex verwendet. Die
mobile Phase bestand aus einem Gradient aus ACN (Komponente A) und Milli-Q Wasser mit 0.1 Vol.-%

Ameisensdure (Komponente B) mit einem Fluss von 1 mL/min verwendet.

Methode A: 0.01 Min.: 70 % B; 14.00 Min.: 10 % B; 17.00 Min.: 10 % B; 19.00 Min.: 70 % B;
20.00 Min.: Stop.

Die Aufreinigung mittels HPLC wurde mit einer C18-Saule (Luna 10u C18 (2) 100 A; 250 x 21.20 mm)
von phenomenex als stationdrer Phase durchgefiihrt. Als mobile Phase dienten verschiedene
Gradienten aus einem Gemisch von Wasser (+ 0.1 Vol.-% Ameisensdure) und ACN mit einem Fluss von

21 mL/min. Methode B: 0.01 Min.: 60 % B; 25.00 Min.: Stop.

12



Material und Methoden

Die massenspektrometrische Analytik erfolgte mittels Elektronenspray-lonisations-Geraten von
ThermoFisher (Surveyor MSQ. Des Weiteren wurde ein Matrix-unterstiitztes Laser-
Desorption/lonisations-Gerdt mit Flugzeitanalysator von Applied Biosystems (Voyager-DE STR) und
eine LCMS-2020 der Firma Shimadzu verwendet. Die hochaufgelosten Massenspektren wurden mittels

ThermoScintific MALDI LTQ ORBITRAP XL aufgenommen.

Die Aufnahme der H-NMR-Spektren erfolgte in den Ldésungsmitteln DMSO-ds, MeOD-ds, CDCls,
Aceton-ds und D,0 von euriso-top. Es wurden die Gerate DPX-250 (250.13 MHz fiir *H-NMR), AV-300
(300.03 MHz fur *H-NMR), AV-400 (400.13 MHz fur *H-NMR) AV-500 (500.18 MHz fir 'H-NMR,
125.8 MHz fiir *C-NMR) von Bruker verwendet. Die erstellten Spektren wurden mit dem Programm
TopSpin von Bruker ausgewertet. Die chemische Verschiebung 6 bezieht sich auf den internen
Standard Tetramethylsilan (TMS) wurde in ppm angegeben. Die Kalibrierung der *H- und 3C-Spektren
erfolgte auf die Restsignale der deuterierten Losungsmittel als sekundarer Standard. Die Feinstruktur
der Signale wurde mit s fiir Singulett, d fir Duplett, dd fir Duplett von Dupletts, t fir Triplett, g fir

Quartett und m fir Multiplett angegeben. Die Kopplungskonstanten J wurden in Hertz (Hz) angegeben.

13



Material und Methoden

3.2. Synthese der Aminosaure-tert-butylester

3.2.1. DB223 - (S)-tert-Butyl-2-aminopropionat

et

In einem 50 mL Rundkolben wurden 250 mg (1.0 eq, 2.81 mmol) D-Alanin in 10 mL (74.00 mmol)
tert-Butylacetat suspendiert. Das Gemisch wurde mittels Eisbad gekiihlt. Es wurden 0.45 mL (1.6 eq,
4.49 mmol) Perchlorsdure (60 Gew.-%) tropfenweise zugegeben. Das Eisbad wurde entfernt und das

Reaktionsgemisch wurde Uber Nacht weitergeriihrt.

Das Gemisch wurde einmal mit 15 mL Wasser und einmal mit 10 mL HCluq (5 %) extrahiert. Die
vereinten wassrigen Phasen wurden unter Rihren mit festem Kaliumcarbonat versetzt, bis keine
Gasentwicklung mehr zu beobachten war. Das Gemisch wurde zweimal mit je 20 mL Diethylether
extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das

Loésungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Es wurde ein farbloses Ol erhalten.

Summenformel: C;H1sNO,
Ausbeute: 95 mg (23 %)
Re: 0.86 DCM : MeOH (4:1)

'H NMR (250.13 MHz, DMSO-de)
8 =3.25(q, 3Jun = 7.0 Hz, 1H), 2.61 (bs, 2H), 1.40 (s, 9H), 1.12 (d, *Jux = 7.0 Hz, 3H).

ESI m/z [M + H]*": 146.0
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Material und Methoden

3.2.2. DB255 - tert-Butyl- 2-(methylamino)acetat

~ 0]

0]
In einem 50 mL Rundkolben wurden 500 mg (1.0 eq, 5.61 mmol) N-Methylglycin in 20 mL (148 mmol)
tert-Butylacetat suspendiert. Die Suspension wurde mittels Eisbad gekiihlt. 0.90 mL (1.6 eq, 8.98

mmol) Perchlorsdure (60 Gew.-%) wurden tropfenweise zugegeben. Das Eisbad wurde entfernt und

das Reaktionsgemisch wurde bei Raumtemperatur weitergerihrt.

Das Gemisch wurde mit 15 mL Wasser extrahiert. Die organische Phase wurde dreimal mit je 10 mL
HClaq) (5 %) extrahiert. Die vereinten wassrigen Phasen wurden einmal mit 15 mL EE gewaschen. Die
wassrige Phase wurde unter Rithren mit festem Kaliumcarbonat versetzt, bis keine Gasentwicklung
mehr zu beobachten war. Das Gemisch wurde zweimal mit je 20 mL Diethylether extrahiert. Die
vereinten organischen Phasen wurden iber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter

reduziertem Druck entfernt. Es wurde ein klares Ol erhalten.

Summenformel: C;H1sNO,
Ausbeute: 110 mg (14 %)
Re: 0.61 DCM : MeOH (9:1, 1 % NEt)

1H NMR (250.13 MHz, DMSO-ds)
8 =3.13 (s, 2H), 2.25 (s, 3H), 1.42 (s, 9H).

ESI m/z [M + H]*": 146.2
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Material und Methoden

3.2.3. DB317 - (R)-tert-Butyl-piperidin-2-carboxylat

4
oé\oJ<

In einem 100 mL Rundkolben wurden 500 mg (1.0 eq, 3.87 mmol) (R)-Piperidin-2-carbonsaure in
30 mL tert-Butylacetat suspendiert. Das Gemisch wurde mittels Eisbad gekihlt. 0.62 mL (1.6 eq,
6.19 mmol) Perchlorsdure (60 Gew.-%) wurden tropfenweise zugegeben. Das Eisbad wurde entfernt

und das Reaktionsgemisch wurde fir 72 h bei Raumtemperatur weitergerihrt.

Das Gemisch wurde dreimal mit je 30 mL Wasser extrahiert. Die vereinten wassrigen Phasen wurden
unter Rihren mit gesattigter, wassriger NaHCOs-Lsg. versetzt, bis keine Gasentwicklung mehr zu
beobachten war. Die wassrige Phase wurde dreimal mit je 50 mL EE extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter

reduziertem Druck entfernt. Es wurde ein gelbliches Ol erhalten.

Summenformel: C10H19NO>
Ausbeute: 175 mg (24 %)
Re: 0.46 DCM : MeOH (9:1)

'H NMR (250.13 MHz, DMSO-de)

6 =3.26 (bs, 1H), 3.14-3.08 (m, 1H), 2.94-2.87 (m, 1H), 2.53 -2.44* (m, 1H), 1.78-1.63 (m, 2H), 1.43-
1.24 (m, 13H).

*Durch das DMSO-Signal Gberlagert.

ESI m/z [M + H]*": 186.0

16



Material und Methoden

3.2.4. DB344 - (S)-tert-Butyl-piperidin-2-carboxylat

HN

Ao
In einem 100 mL Rundkolben wurden 500 mg (1.0 eq, 3.87 mmol) (S)-Piperidin-2-carbonsaure in 30 mL
tert-Butylacetat suspendiert. Unter Eisbadkihlung wurden 0.62 mL (1.6 eq, 6.19 mmol) Perchlorsaure

(60 Gew.-%) zu getropft. Das Eisbad wurde entfernt und das Reaktionsgemisch wurde fiir 36 h bei

Raumtemperatur weitergerihrt.

Das Gemisch wurde dreimal mit je 30 mL Wasser extrahiert. Die vereinten wassrigen Phasen wurden
unter Rihren mit gesattigter, wassriger NaHCOs-Lsg. versetzt, bis keine Gasentwicklung mehr zu
beobachten war. Die wassrige Phase wurde dreimal mit je 50 mL EE extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Loésungsmittel unter

reduziertem Druck entfernt. Es wurde ein gelbliches Ol erhalten.

Summenformel: C10H19NO>
Ausbeute: 224 mg (31 %)
Re: 0.44 DCM : MeOH (9:1)

'H NMR (250.13 MHz, CDCls)

6 =3.32-3.27 (m, 1H), 3.16-3.10 (m, 1H), 3.00 (s, 1H), 2.74-2.64 (m, 1H), 2.01-1.93 (m, 1H), 1.81-1.72
(m, 1H), 1.64-1.46 (m, 12H), 1.41-1.21 (m, 1H).

ESI m/z [M+H]*: 186.0
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3.2.5. DB216 - (R)-tert-Butyl-piperidin-3-carboxylat

HN

OOJ<

In einem 50 mL Rundkolben wurden 250 mg (1.0 eq, 1.94 mmol) (R)-Piperidin-3-carbonsaure in 10 mL
tert-Butylacetat suspendiert. Die Losung wurde mittels Eisbad gekiihlt. Es wurden 0.31 mL (1.6 eq,
3.10 mmol) Perchlorsdure (60 Gew.-%) tropfenweise zugegeben. Das Eisbad wurde entfernt und das

Reaktionsgemisch wurde Uber Nacht weitergeriihrt.

Das Gemisch wurde mit 15 mL Wasser extrahiert. Die organische Phase wurde mit 10 mL HClaq) (5 %)
extrahiert. Die vereinten wassrigen Phasen wurden unter Rihren mit festem Kaliumcarbonat versetzt,
bis keine Gasentwicklung mehr zu beobachten war. Das Gemisch wurde zweimal mit je 20 mL
Diethylether extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden liber Magnesiumsulfat getrocknet

und das Lésungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Es wurde ein klares, farbloses Ol erhalten.

Summenformel: C10H19NO>
Ausbeute: 98 mg (27 %)
Re: 0.37 DCM : MeOH (4:1)

'H NMR (250.13 MHz, DMSO-de)

6 =3.08 (bs, 1H), 2.99-2.93 (m, 1H), 2.79-2.74 (m, 1H), 2.52-2.34 (m, 2H), 2.27-2.16 (m, 1H), 1.88-1.79
(m, 1H), 1.56-1.40 (m, 2H), 1.38 (s, 9H), 1.34-1.23 (m, 1H).

ESI m/z [M + H]*": 186.0
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3.3. Synthese der Amide

3.3.1. DB150 - tert-Butyl-1-(3-(acetylthio)-2-benzylpropanyl)pyrrolidin-2-carboxylat

S o N/
T,
In einem Schlenkkolben wurden in einer Argon-Atmosphéare 250 mg (1.0 eq, 1.05 mmol) 3-(Acetylthio)-
2-benzylpropansadure in 5 mL DCM vorgelegt. Die Losung wurde mittels Eisbad gekiihlt und es wurden
0.15 mL (2.0 eq, 2.10 mmol) frisch destilliertes Thionylchlorid zugetropft. Das Eisbad wurde entfernt
und die Reaktionslosung fiir 3 h zum Sieden erhitzt. Das Gemisch wurde auf Raumtemperatur
abgekihlt. Das Losungsmittel und Uberschiissiges Thionylchlorid wurden unter reduziertem Druck
entfernt. Das Saurechlorid wurde mit 3 mL ACN versetzt. Es wurden 163 mg (0.9 eq, 0.95 mmol) tert-
Butyl-pyrrolidin-2-carboxylat und 329 mg (1.8 eq, 1.91 mmol) wasserfreies Kaliumcarbonat
hinzugefiigt. Das Reaktionsgemisch wurde bei Raumtemperatur, unter Argon, Gber Nacht gerihrt. Das
Gemisch wurde abfiltriert und das Filtrat unter reduziertem Druck verdampft. Der Riickstand wurde
mit 10 mL Wasser versetzt und dreimal mit je 10 mL EE extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden einmal mit 15 mL Wasser gewaschen und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das

Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels

Saulenchromatographie (Silica, Hexan : EE 2:1) aufgereinigt. Es wurde ein gelbes Ol erhalten.

Summenformel: C21H29NO4S
Ausbeute: 120 mg (32 %)
Re: 0.68 Hexan : EE (2:1)

'H NMR (400.13 MHz, MeOD-d,)

6=7.33-7.16 (m, 5H), 4.29-4.26 (m, 0.2H), 4.11-4.07 (m, 0.6H), 3.60-3.52 (m, 0.3H), 3.48-3.41 (m, 0.9H),
3.33-3.31 (m, 0.3H), 3.21-2.99 (m, 3H), 2.97-2.89 (m, 1H), 2.83-2.73 (m, 1.7H), 2.35-2.29 (m, 3H), 2.21-
2.14 (m, 0.3H), 1.97-1.77 (m, 2.7H). 1.71-1.65 (m, 0.3H), 1.53-1.48 (m, 0.7H), 1.46-1.43 (m, 9H).

ESI m/z [M +H]*: 393.0
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3.3.2. DB381 - (29)-tert-Butyl-1-(3-(acetylthio)-2-benzylpropanyl)pyrrolidin-2-carboxylat

L
A

Es wurden 330 mg (1.2 eq, 1.39 mmol) 3-(Acetylthio)-2-benzylpropansaure in 10 mL DCM gel6st. Es
wurden ein Tropfen DMF und 0.25 mL (2.9 eq, 3.46 mmol) Thionylchlorid zugegeben. Das Gemisch
wurde fiir 3 h zum Sieden erhitzt. Das Losungsmittel und tberschiissiges Thionylchlorid wurden unter
reduziertem Druck entfernt. Der gelbe Riickstand wurde ohne weitere Aufreinigung mit 10 mL ACN
versetzt. Die Losung wurde mittels Eisbad gekihlt. Es wurden 250 mg (1.0 eq, 1.20 mmol) tert-Butyl-
pyrrolidin-2-carboxylat Hydrochlorid und 0.42 mL (2.0 eq, 2.41 mmol) DIPEA hinzugefiigt. Das Eisbad
wurde entfernt und das Reaktionsgemisch tber Nacht weiter geriihrt. Es wurden 20 mL Wasser
zugegeben und der pH-Wert mit 2 M HCl(,q) auf 1 eingestellt. Die wassrige Phase wurde dreimal mit je
15 mL EE extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden einmal mit 15 mL 2 M HCl(,q) und
einmal mit 15 mL gesattigter, wassriger Natriumchlorid-L6sung gewaschen. Die organische Phase
wurde Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Der

Rickstand wurde mittels Sdulenchromatographie (Silica, Hexan : EE 1:1) aufgereinigt.

Summenformel: C21H29NO4S
Ausbeute: 233 mg (49 %)
Re: 0.66 Hexan : EE (2:1)

'H NMR (250.13 MHz, DMSO-de)

§=7.31-7.14 (m, 5H), 4.19-4.14 (m, 0.3H), 4.02-3.97 (m, 0.5H), 3.66-3.61 (m, 0.2H), 3.58-3.51 (m, 0.3H),
3.45-3.37 (m, 1H), 3.05-2.85 (m, 3.6H), 2.82-2.73 (m, 1.3H), 2.69-2.57 (m, 0.6H), 2.32-2.25 (m, 3H),
2.18-2.05 (m, 0.5H), 1.94-1.50 (m, 3.7H), 1.38-1.37 (m, 9H).

ESI m/z [M + Na]*: 413.9
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3.3.3. DB313 - (25)-tert-Butyl-2-(3-(acetylthio)-2-benzylpropanamido)propanoat

oL
e b Aok

0]

In einem 50 mL Rundkolben wurden 250 mg (1.0 eq, 1.05 mmol) 3-(Acetylthio)-2-benzylpropansaure
in 5 mL DCM gel6st. Es wurden 0.19 mL (2.5 eq, 2.62 mmol) Thionylchlorid und ein Tropfen DMF
zugegeben. Die Losung wurde fiir 3 h zum Sieden erhitzt. Das Losungsmittel und (iberschiissiges
Thionylchlorid wurden unter reduziertem Druck entfernt. Das erhaltene Sdurechlorid wurde unter
Argon in 5 mL ACN gelost. Es wurden 120 mg (0.6 eq, 0.66 mmol) D-Alanin-O-tert-butylester
Hydrochlorid und 5 mL DMF hinzugefiigt. AnschlieBend wurden 0.35 mL (1.9 eq, 1.98 mmol) DIPEA

zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde tiber Nacht bei 60 °C gerihrt.

Es wurden 20 mL Wasser hinzugegeben. Mit 2 M HCl,q) wurde der pH-Wert auf 1 eingestellt. Die
wassrige Phase wurde dreimal mit je 15 mL EE extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
dreimal mit je 15 mL 1 M NaOH,q) und einmal mit 10 mL gesattigter, wassriger Natriumchlorid-Losung
gewaschen. Die organische Phase wurde (iber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel

unter reduziertem Druck entfernt. Es wurde ein klares, viskoses Ol erhalten.

Summenformel: C19H27NO4S
Ausbeute: 71 mg (19 %)
Re: 0.50 Hexan : EE (2:1)

'H NMR (250.13 MHz, CDCls)

& = 7.30-7.15 (m, 5H), 5.93 (d, 0.5H, 3Juy = 6.9 Hz), 5.78 (d, 0.5H, 3w = 6.9 Hz), 4.40-4.26 (m, 1H),
3.18-3.03 (m, 2H), 3.01-2.80 (m, 2H), 2.64-2.51 (m, 1H), 2.33-2.32 (m, 3H), 1.43-1.42 (m, 9H), 1.31 (d,
1.5H, 3Ju = 6.9 Hz), 1.06 (d, 1.5H, 3Ju = 6.9 Hz).

ESI m/z [M + H]*: 365.9
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3.3.4. DB305 - tert-Butyl-2-(3-(acetylthio)-2-benzyl-N-methylpropanamido)acetat

A
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In einem Schlenkkolben wurden 275 mg (1.2 eq, 1.15 mmol) 3-(Acetylthio)-2-benzylpropansaure in
5 mL DCM gel6st. Es wurden 0.21 mL (2.8 eq, 2.62 mmol) Thionylchlorid und ein Tropfen DMF
zugegeben. Die Losung wurde 3 h zum Sieden erhitzt. Das Losungsmittel und (berschissiges
Thionylchlorid wurde unter reduziertem Druck entfernt. Das Saurechlorid wurde unter Argon in 5 mL
ACN gelost. Das Gemisch wurde mit 135 mg (1.0 eq, 0.93 mmol)
tert-Butyl-2-(methylamino)acetat und 0.24 mL (1.5 eq, 1.40 mmol) DIPEA versetzt. Das

Reaktionsgemisch wurde Gber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt.

Es wurden 40 mL Wasser hinzugegeben. Die wassrige Phase wurde dreimal mit je 20 mL EE extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden je einmal mit 30 mL 1 M NaOH (q),
2 M HCl(5q) und gesattigter, wassriger Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde
Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Das
Rohprodukt wurde mittels Sdulenchromatographie (Silica, Hexan : EE 2:1) aufgereinigt. Es wurde ein

gelbes viskoses Ol erhalten.

Summenformel: C19H27NO4S
Ausbeute: 87 mg (26 %)
Re: 0.60 Hexan : EE (2:1)

'H NMR (250.13 MHz, CDCls)

§=7.31-7.27 (m, 1H), 7.25-7.15 (m, 4H), 4.11-4.04 (m, 0.7H), 3.84-3.77 (m, 0.7H), 3.75-3.68 (m, 0.3H),
3.57-3.50 (m, 0.3H), 3.30-2.80 (m, 8H), 2.32-2.30 (m, 3H), 1.45-1.43 (m, 9H).

ESI m/z [M + H]*: 365.9
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3.3.5. DB318 - (2R)-tert-Butyl-1-(3-(acetylthio)-2-benzylpropanyl)piperidin-2-carboxylat

L

O O

In einem 50 mL Rundkolben wurden 250 mg (1.3 eq, 1.05 mmol) 3-(Acetylthio)-2-methylpropansaure
in 5 mL DCM gel6st. Es wurden 0.19 mL (3.0 eq, 2.62 mmol) Thionylchlorid und ein Tropfen DMF
zugegeben. Die Losung wurde fiir 3 h zum Sieden erhitzt. Das Losungsmittel und (iberschiissiges
Thionylchlorid wurde unter reduziertem Druck entfernt. Das erhaltene Saurechlorid wurde in einer
Argon-Atmosphdre mit 5 mL ACN versetzt. Es wurden 159 mg (1.0 eq, 0.86 mmol) (R)-tert-
Butylpiperidin-2-carboxylat und 0.22 mL (1.5 eq, 1.29 mmol) DIPEA hinzugefiigt. Das Reaktionsgemisch

wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt.

Es wurden 40 mL Wasser hinzugegeben. Die wassrige Phase wurde dreimal mit je 20 mL EE extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden je einmal mit je 30 mL 1 M NaOHag), 2 M HClq und
gesattigter, wassriger Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde (ber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Das
Rohprodukt wurde mittels Sdulenchromatographie (Silica, Hexan : EE 2:1) aufgereinigt. Es wurde ein

gelbes viskoses Ol erhalten.

Summenformel: C22H31NO4S
Ausbeute: 211 mg (61 %)
R 0.56 Hexan : EE (2:1)

H NMR (250.13 MHz, CDCl3)

8=7.33-7.15 (m, 5H), 5.33-5.24 (m, 0.8H) 4.69-4.50 (m, 0.3H), 4.15-4.11 (m, 0.2H), 3.82-3.77 (m, 0.3H),
3.56-3.51 (m, 0.5H), 3.35-3.20 (m, 1H), 3.17-2.99 (m, 3.2H), 2.95-2.84 (m, 1.3H), 2.79-2.71 (m, 0.5H),
2.63-2.51 (m, 0.2H), 2.34-2.29 (m, 3H), 2.25-2.19 (m, 0.4H), 2.11-2.07 (m, 0.4H), 1.83-1.61 (m, 1H),
1.46-1.44 (m, 9H), 1.33-1.16 (m, 2.5H), 1.11-098 (m, 0.7H), 0.50-0.30 (m, 0.7H).

ESI m/z [M + H]*: 405.9
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3.3.6. DB354 - (25)-tert-Butyl-1-(3-(acetylthio)-2-benzylpropanyl)piperidin-2-carboxylat

BN
L
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In einem 50 mL Rundkolben wurden 300 mg (1.1 eq, 1.26 mmol) 3-(Acetylthio)-2-methylpropansaure
in 5 mL DCM gel6st. Es wurden 0.23 mL (2.8 eq, 3.15 mmol) Thionylchlorid und ein Tropfen DMF
zugegeben. Die Losung wurde 3 h zum Sieden erhitzt. DCM und Uberschissiges Thionylchlorid wurde
unter reduziertem Druck entfernt. Das erhaltene Saurechlorid wurde in einer Argon-Atmosphare mit
10 mL ACN versetzt. Die Losung wurde mittels Eisbad gekiihlt. Es wurden 208 mg (1.0 eq, 1.12 mmol)
(S)-tert-Butylpiperidin-2-carboxylat und 0.29 mL (1.5 eq, 1.68 mmol) DIPEA hinzugeflgt. Das Eisbad

wurde entfernt und das Reaktionsgemisch wurde tiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt.

Es wurden 40 mL Wasser hinzugegeben. Die wassrige Phase wurde dreimal mit je 20 mL EE extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden je einmal mit je 30 mL 1 M NaOHag), 2 M HClq und
gesattigter, wassriger Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde (ber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Das
Rohprodukt wurde mittels Sdulenchromatographie (Silica, Hexan : EE 2:1) aufgereinigt. Es wurde ein

gelbes viskoses Ol erhalten.

Summenformel: C22H31NO4S
Ausbeute: 255 mg (56 %)
R 0.71 Hexan : EE (2:1)

1H NMR (250.13 MHz, DMSO-ds)

§=7.31-7.15 (m, 5H), 5.08-4.93 (m, 0.7H), 4.41-4.28 (m, 0.4H), 3.95-3.90 (m, 0.3H), 3.65-3.59 (m, 0.4H),
3.32-2.57 (m, 6.1H), 2.43-2.36 (m, 0.3H), 2.31-2.27 (m, 3H), 2.24-1.77 (m, 1.3H), 1.68-1.51 (m, 1.4H),
1.41-1.36 (m, 9H), 1.33-1.24 (m, 0.9H), 1.19-1.06 (m, 1.1H), 1.03-0.85 (m, 0.5H), 0.58-0.46 (m, 0.6H).

ESI m/z [M + H]*: 405.9
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3.3.7. DB233 - (3R)-tert-Butyl-1-(3-(acetylthio)-2-benzylpropanyl)piperidin-3-carboxylat

\H/S\é\ﬂ/ O}(O\{/

O o O
In einem Schlenkkolben wurden in einer Argon-Atmosphéare 160 mg (1.4 eq, 0.67 mmol) 3-(Acetylthio)-
2-benzylpropansaure in 2 mL Thionylchlorid gel6st. Es wurde ein Tropfen DMF zugegeben. Die Losung
wurde fiir 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Uberschiissiges Thionylchlorid wurde unter reduziertem
Druck entfernt. Das erhaltene Saurechlorid wurde mit 3 mL ACN versetzt. Es wurden 90 mg (1.0 eq,
0.49 mmol) (R)-tert-Butylpiperidin-3-carboxylat und 168 mg (2.5 eq, 1.21 mmol) wasserfreies

Kaliumcarbonat hinzugefligt. Das Reaktionsgemisch wurde in einer Argonatmosphare, bei

Raumtemperatur, fir 24 h gerihrt.

Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde mit 20 mL Wasser
versetzt und dreimal mit je 20 mL EE extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden einmal
mit 20 mL gesattigter, wassriger Natriumchlorid-Losung gewaschen und (iber Magnesiumsulfat
getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt. Der 6lige Riickstand wurde im
Vakuum getrocknet. Das Rohprodukt wurde mittels Saulenchromatographie (Silica, Hexan : EE 2:1)

aufgereinigt. Es wurde ein klares Ol erhalten.

Summenformel: C22H31NO4S
Ausbeute: 54 mg (27 %)
Re: 0.54 Hexan : EE (2:1)

'H NMR (250.14 MHz, CDCls)

5=7.30-7.13 (m, 5H), 4.74-4.68 (m, 0.5H), 4.63-4.36 (m, 0.5H), 3.71-3.56 (m, 0.5H), 3.51-3.46 (m, 0.5H),
3.31-3.20 (m, 1H), 3.17-3.09 (m, 2H), 2.99-2.81 (m, 2.5H), 2.75-2.57 (m, 0.5H), 2.57-2.40 (m, 1H), 2.32
(s, 3H), 2.30-2.19 (m, 0.5H), 2.03-1.92 (m, 0.5H), 1.80-1.60 (m, 1H), 1.55-1.45 (m, 1H), 1.43 (s, 9H), 1.36-
1.32 (m, 0.5H), 1.18-1.00 (m, 0.5H), 0.94-0.83 (m, 0.5H), 0.40-0.22 (m, 0.5H).

ESI m/z [M + H]*: 406.0
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3.3.8. DB277 - 1-(3-(Acetylthio)-2-benzylpropanyl)azetidin-3-carbonsaure
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In einem 50 mL Rundkolben wurden 250 mg (1.5 eq, 0.42 mmol) 3-(Acetylthio)-2-benzylpropansaure
in 5 mL DCM gel6st. Es wurden 0.08 mL (3.8 eq, 1.05 mmol) Thionylchlorid und drei Tropfen DMF
hinzugegeben. Das Gemisch wurde (ber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Uberschiissiges
Thionylchlorid und DCM wurden unter reduziertem Druck entfernt. Das Sdurechlorid wurde in 2.5 mL
ACN gel6st. Es wurden 27 mg (1.0 eq, 0.27 mmol) Azetidin-3-carbonsaure in 2.5 mL DMF zugegeben

und anschliefend 0.17 mL (3.6 eq, 0.97 mmol) DIPEA zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde tber
Nacht bei 60 °C gerihrt.

Es wurden 20 mL Wasser hinzugegeben und mit 2 M HCl,q) der pH-Wert auf 1 eingestellt. Die wassrige
Phase wurde dreimal mit je 15 mL EE extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden einmal
mit 15 mL gesattigter, wassriger Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde lber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Der Riickstand
wurde mittels Sdulenchromatographie (Silica, Hexan : i-Propanol 3:1 [1 % AcOH]) aufgereinigt. Es

wurde ein gelbes, viskoses Ol erhalten.

Summenformel: C16H19NO4S
Ausbeute: 43 mg (50 %)
Re: 0.48 Hexan : i-Propanol (3:1, + 1 % AcOH)

'H NMR (250.14 MHz, CDCls)

6 =7.34-7.15 (m, 5H), 4.17-3.98 (m, 2.6H), 3.31-3.28 (m, 1H), 3.25-3.16 (m, 0.5H), 3.10-3.07 (m, 1.5H),
3.04-2.92 (m, 0.7H), 2.88-2.85 (m, 1.7H), 2.72-2.60 (m, 1H), 2.35 (s, 3H).*

*Das Signal der Carbonsaure war nicht detektierbar.

ESI m/z [M -H]:319.9
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3.3.9. DB254 - 1-(3-(Acetylthio)-2-benzylpropanyl)piperidin-4-carbonsaure

A, A,
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O O
In einem Schlenkkolben wurden 490 mg (1 eq, 2.06 mmol) 3-(Acetylthio)-2-methylpropanséure in 3 mL
Thionylchlorid gelost. Es wurde ein Tropfen DMF zugegeben. Die Losung wurde fir 24 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Uberschiissiges Thionylchlorid wurde unter reduziertem Druck entfernt. In
einem 50 mL Rundkolben wurden 150 mg (0.6 eq, 1.16 mmol) Piperidin-4-carbonsadure in 5 mL Wasser
und 5 mL ACN gel6st. Es wurden 344 mg (2.2 eq, 4.10 mmol) Natriumhydrogencarbonat zugegeben.
Das frisch hergestellte Saurechlorid wurde in 5 mL ACN aufgenommen und langsam zur

Reaktionslosung getropft. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 24 h bei Raumtemperatur gerihrt.

Das organische Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt. Der fllssige Rickstand wurde
mit 10 mL DCM gewaschen. Die wassrige Phase wurde mit konz. HCl.q) auf pH 2 eingestellt und dreimal
mit je 10 mL DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden lber Magnesiumsulfat
getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde mittels
Saulenchromatographie (Silica, Hexan : i-Propan 3:1 [+ 1% AcOH]) aufgereinigt. Es wurde ein

gelbstichiges, viskoses Ol erhalten.

Summenformel: CisH23NO,S
Ausbeute: 99 mg (24 %)
Re: 0.33 Hexan : i-Propanol (5:1, + 1 % AcOH)

'H NMR (250.14 MHz, CDCls)

8 = 7.29-7.14 (m, 5H), 4.50-4.44 (m, 0.5H), 4.27-4.20 (m, 0.5H), 3.60-3.45 (m, 1H), 3.26-3.17(m, 1H),
3.13-2.95 (m, 1.5H), 2.99-2.81 (m, 2.5H), 2.78-2.61 (m, 1H), 2.57-2.39 (m, 1H), 2.33 (s, 3H), 1.86-1.78
(m, 1H), 1.70-1.47 (m, 2H), 1.39-1.26 (m, 1H), 0.90-0.83 (m, 0.5H), 0.59-0.42 (m, 0.5H).

ESI m/z [M - H]: 348.1
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3.3.10. DB245 - (5)-(2-Benzyl-3-(1,1-dioxidthiomorpholin)-3-oxopropyl)ethanthioat
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In einem Schlenkkolben wurden in einer Argon-Atmosphéare 540 mg (1.2 eq, 2.27 mmol) 3-(Acetylthio)-
2-benzylpropansaure in 2 mL Thionylchlorid gel6st. Es wurde ein Tropfen DMF zugegeben. Die Losung
wurde fiir 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Uberschiissiges Thionylchlorid wurde unter reduziertem
Druck entfernt. Das erhaltene Saurechlorid wurde mit 3 mL ACN versetzt. Es wurden 250 mg (1 eq,
1.85 mmol) Thiomorpholin-1,1-dioxid und 639 mg (2.5 eq, 4.62 mmol) wasserfreies Kaliumcarbonat

hinzugefiigt. Das Reaktionsgemisch wurde bei Raumtemperatur unter Argon liber Nacht gerihrt.

Das Gemisch wurde abfiltriert und das Filtrat unter reduziertem Druck verdampft. Der Riickstand
wurde mit 20 mL gesattigter, wassriger NaHCOs-Lsg. versetzt und dreimal mit je 20 mL EE extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden einmal mit 20 mL gesattigter, wassriger Natriumchlorid-
Losung gewaschen und (ber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter
reduziertem Druck entfernt. Der 6lige Riickstand wurde im Vakuum getrocknet. Das Rohprodukt wurde

mittels Sdulenchromatographie (Silica, Hexan : EE 2:1) aufgereinigt. Es wurde ein farbloses, viskoses Ol

erhalten.

Summenformel: Ci6H21NO4S;

Ausbeute: 228 mg (35 %)

Re: 0.48 Hexan : EE (1:1, + 1 % TFA)

'H NMR (400.13 MHz, CDCls)

8 =7.30-7.23 (m, 3H), 7.19-7.15 (m, 2H), 4.40-4.37 (m, 1H), 3.65-3.45 (m, 3 H), 3.22-3.15 (m, 1H), 3.09-
3.07 (m, 2H), 2.96-2.82 (m, 3H), 2.69-2.62 (m, 1H), 2.57-2.51 (m, 1H), 2.33 (s, 3H), 1.59-1.52 (m, 1H).

ESI m/z [M + H]*: 355.7
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3.3.11. DB349 - 3-(3-(Acetylthio)-2-benzylpropanyl)thiazolidin-4-carbonséure
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Es wurden 210 mg (1.2 eq, 0.88 mmol) 3-(Acetylthio)-2-benzylpropansaure in 10 mL DCM gel6st. Ein
Tropfen DMF und 0.16 mL (2.9 eq, 2.20 mmol) Thionylchlorid wurden zugegeben. Das Gemisch wurde
fir 3 h zum Sieden erhitzt. Das Lésungsmittel und Uberschiissiges Thionylchlorid wurden unter
reduziertem Druck abdestilliert. In einem 50 mL Rundkolben wurde das frisch hergestellte Saurechlorid
mit 10 mL ACN versetzt. Die Lésung wurde mittels Eisbad gekihlt. Es wurden 100 mg (1.0 eq,
0.75 mmol) Thiazolidin-4-carbons&ure und 0.26 mL (2.0 eq, 1.50 mmol) DIPEA hinzugefiigt. Das Eisbad
wurde entfernt und das Reaktionsgemisch Uber Nacht gerihrt. Das Losungsmittel wurde unter
reduziertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde mit 10 mL Wasser versetzt und mit 2 M HCl(aq) der
pH-Wert auf 1 eingestellt. Die wassrige Phase wurde zweimal mit je 15 mL EE extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit 10 mL gesattigter, wassriger Natriumchlorid-Losung
gewaschen und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck
entfernt. Der Riickstand wurde mittels praparativer HPLC (C18, Methode B, tr: 13.24 Min) aufgereinigt.

Es wurde ein farbloses viskoses Ol erhalten.

Summenformel: C16H19NO,S;
Ausbeuten: 115 mg (43 %)
Re: 0.52 Hexan : EE (2:1, 1 % AcOH)

'H NMR (250.13 MHz, CDCls)

§=7.33-7.16 (m, 5H), 5.01-4.97 (m, 0.2H), 4.83-4.80 (m, 0.3H), 4.60-4.44 (m, 0.6H), 4.36-4.32 (m, 0.3H),
3.75-3.69 (m, 0.6H), 3.40-3.26 (m, 0.7H), 3.16-2.81 (m, 6.5H), 2.72-2.66 (m, 0.3H), 2.36-2.31 (m, 3.5H).

ESI m/z [M - H]: 351.8
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3.4. Entschltzungen

3.4.1. DB314 - (25)-2-(2-Benzyl-3-mercaptopropanamid)propansaure

In einem 50 mL Rundkolben wurden 65 mg (1.0 eq, 0.18 mmol) (2S)-tert-Butyl-2-(3-(acetylthio)-2-
benzylpropanamid)propanoat in 5 mL DCM gel6st. Es wurden 0.07 mL (5.0 eq, 0.89 mmol) TFA
hinzugegeben. Das Gemisch wurde (iber Nacht zum Sieden erhitzt. Das Losungsmittel wurde unter
reduziertem Druck entfernt und TFA Reste mit Toluol koevaporiert. Das Rohprodukt der Esterhydrolyse
wurde in 12 mL Wasser suspendiert. Das Gemisch wurde mit Argon im Ultraschallbad entgast und
anschliefend im Eisbad gekiihlt. Es wurde 1 mL 25 % Ammoniak@q zugegeben. Das Eisbad wurde

entfernt und das Gemisch bei Raumtemperatur fiir 3 h weitergerihrt.

Der pH-Wert wurde mit 2 M HCl(aq) auf 1 eingestellt. Die wassrige Phase wurde dreimal mit je 10 mL EE
extrahiert. Die organischen Phasen wurden einmal mit 10 mL gesattigter, wassriger Natriumchlorid-
Losung gewaschen, (iber Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter reduziertem Druck
entfernt. Der Rickstand wurde mittels praparativer HPLC (C18, Methode B) aufgereinigt. Es wurde ein

farbloses, viskoses Ol erhalten.

Summenformel: C13H17NOsS

Ausbeute: 16 mg (34 %)

R 0.67 Hexan : EE (1:3, + 1 % AcOH)
HPLC tg: 7.74 (C18, Methode B)

'H NMR (500.18 MHz, CDCls)

8 =7.30-7.27 (m, 2H), 7.23-7.19 (m, 1H), 7.16-7.15 (m, 2H), 5.98 (d, 0.4H, )y = 6.9 Hz), 5.83 (d, 0.6H,
3Jun = 6.9 Hz), 4.55-4.44 (m, 1H), 2.97-2.82 (m, 3H), 2.62-2.53 (m, 2H), 1.67 (t, 0.5H, )i = 9.0 Hz), 1.53
(t, 0.5H, 3Jun = 9.0 Hz), 1.42 (d, 1.3H, *Jun = 6.9 Hz), 1.20 (d, 1.3H, 3Juy = 6.9 Hz).
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13C NMR (125.77 MHz, CDCls).

§=175.74,173.51, 138.45, 128.84, 126.77, 53.91, 53.32, 48.22, 38.45, 26.24, 17.79.

HRMS m/z kalkuliert [M + H]*: 268.1002, gefunden [M + H]*: 268.1007, A = 1.8 ppm
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3.4.2. DB315 - 2-(2-Benzyl-3-mercapto-N-methylpropanamid)essigsaure

D
HS\/E\H/IL\/U\OH

(@)

tert-Butyl-2-(3-(acetylthio)-2-benzyl-N-methylpropanamid)acetat: 80 mg (1.0 eq, 0.22 mmol). Die

Verbindung wurde nach der Synthesevorschrift flir DB314 dargestellt. Es wurde ein viskoses, farbloses

Ol erhalten.

Summenformel: C13H17NOsS

Ausbeute: 24 mg (42 %)

R 0.73 Hexan : EE (1:3, + 1 % AcOH)
HPLC tg: 8.21 (C18, Methode B)

'H NMR (500.18 MHz, CDCls)

6=7.29-7.26 (m, 2H), 7.23-7.20 (m, 1H), 7.17-7.13 (m, 2H), 4.23-4.19 (m, 0.8H), 3.99-3.95 (m, 0.8H),
3.87-3.78 (m, 0.2H), 3.26-3.20 (m 1H), 3.02-2.91 (m, 2.4H), 2.89 (s, 2.6H), 2.84-2.78 (m, 1H), 2.55-2.49
(m, 1H), 1.68-1.65 (m, 1H).

13C NMR (125.77 MHz, CDCls)

6=175.26,172.99, 138.45, 128.99, 128.61, 126.79, 50.29, 48.25, 38.93, 37.03, 26.81.

HRMS m/z kalkuliert [M + H]*: 268.1002, gefunden [M + H]*: 268.1009, A = 2.5 ppm
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3.4.3. DB320 - (2R)-1-(2-Benzyl-3-mercaptopropanyl)piperidin-2-carbonsadure

o LA
(0] OAOH

(2R)-tert-Butyl-1-(3-(acetylthio)-2-benzylpropanyl)piperidin-2-carboxylat: 203 mg (1.0 eq, 0.50 mmol).
Die Verbindung wurde nach der Synthesevorschrift fiir DB314 dargestellt. Es wurde ein farbloses, stark

viskoses Ol erhalten.

Summenformel: Ci6H21NOsS

Ausbeute: 47 mg (31 %)

Re: 0.33 Hexan : EE (1:2, + 1 % AcOH)
HPLC tg: 15.35 (C18, Methode B)

'H NMR (500.18 MHz, CDCls)

8 =7.29-7.11 (m, 5H), 5.42-5.41 (m, 0.3H), 5.35 (bs, 0.6H), 4.93-4.92 (m, 0.04 H), 4.69-4.66 (m, 0.04H),
4.57-4.55 (m, 0.06H), 4.30-4.29 (m, 0.06H), 3.77-3.75 (m, 0.3H), 3.67-3.65 (m, 0.6H), 3.33-3.27 (m,
0.6H), 3.23-3.17 (m, 0.3H), 3.11-2.80 (m, 3.8H), 2.70-2.70 (m, 0.4H), 2.66-2.47 (m, 1.1H), 2.29-2.26 (m,
0.3H), 2.22-2.13 (m, 0.6H), 1.87-1.60 (m, 1.8H), 1.55-1.25 (m, 4H), 1.08-0.99 (m, 0,1H), 0.55-.40 (m,
0.7H).

13C NMR (125.77 MHz, CDCl3)

6 =175.28, 174.26, 138.76, 138.34, 129.00, 128.60, 126.65, 52.32, 47.79, 44.04, 43.50, 39.34, 38.51,
27.42,26.43, 26.02, 25.28, 24.53, 20.74, 20.57.

HRMS m/z kalkuliert [M + H]*: 308.1315, gefunden [M + H]*: 308.1318, A = 1.0 ppm
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3.4.4. DB361-(25)-1-(2-Benzyl-3-mercaptopropanyl)piperidin-2-carbonsaure

(2S)-tert-Butyl-1-(3-(acetylthio)-2-benzylpropanyl)piperidin-2-carboxylat: 238 mg (1.0 eq, 0.59 mmol).

Die Verbindung wurde nach der Synthesevorschrift fiir DB314 dargestellt. Es wurde ein farbloses Harz

erhalten.

Summenformel: Ci6H21NOsS

Ausbeute: 92 mg (51 %)

Re: 0.52 DCM : MeOH (9:1)
HPLC tg: 14.84 (C18, Methode B)

'H NMR (500.18 MHz, DMSO-ds)

8 = 12.79 (bs, 1H), 7.29-7.16 (m, 5H), 5.17-5.16 (m, 0.2H), 5.09-5.05 (m, 0.5H), 4.48-4.43 (m, 0.3H),
4.34-4.31 (m, 0.2H), 3.92-3.90 (m, 0.3H), 3.74-3.71 (m, 0.5H), 3.26-3.18 (m, 1H), 3.06-2.83 (m, 1.9H),
2.76-2.55 (m, 2.3H), 2.46-2.36 (m, 0.7H), 2.32 (t, *Jus = 8.1 Hz, 0.1H), 2.28 (t, *Jun = 8.1 Hz, 0.3 H), 2.19-
2.17 (m, 0.5H), 2.13-2.10 (m, 0.3H), 2.01-1.99 (m, 0.5H), 1.80-1.78 (m, 0.2H), 1.65-1.61 (m, 0.8H), 1.56-
1.49 (m, 0.3H), 1.47-1.38 (m, 1H), 1.36-1.33 (m, 0.6H), 1.30-1.23 (m, 0.6H), 1.21-1.07 (m, 1.1H), 0.90-
0.80 (m, 0.2H), 0.51-0.43 (m, 0.6H).

13C NMR (125.77 MHz, DMSO-ds)

6 =172.86, 139.49, 139.10, 129.62, 29.39, 128.78, 126.72, 51.89, 46.46, 46.18, 43.51, 43.27, 38.67,
37.57,27.18, 26.63, 26.04, 25.65, 24.86, 21.24, 21.01.

HRMS m/z kalkuliert [M + H]*: 308.1315, gefunden [M + H]*: 308.1321, A = 1.9 ppm.
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3.4.5. DB151 - 1-(2-Benzyl-3-mercaptopropanyl)pyrrolidin-2-carbonsaure

HS\/%‘/'Q
o) }
o OH
In einem Rundkolben wurden 106 mg (1.0 eq, 0.27 mmol) tert-Butyl-1-(3-(acetylthio)-
2-benzylpropanyl)pyrrolidin-2-carboxylat mit 5 mL konzentrierter HCl,q) versetzt und unter Argon fir

1 h zum Sieden erhitzt. Das Reaktionsgemisch wurde auf Raumtemperatur abgekiihlt und an der

Lyophille getrocknet. Es wurde ein farbloses, harziges Ol erhalten.

Summenformel: Ci15H19NOsS

Ausbeute: 79 mg (99 %)

Re: 0.49 Hexan : EE (1:1,+ 1 % TFA)
HPLC tg: 9.44 (C18, Methode B)

'H NMR (250.14 MHz, MeOD-d.)

8 = 7.30-7.17 (m, 5H), 4.48-4.34 (m, 0.3H), 4.28-4.23 (m, 0.4H), 3.73-3.54 (m, 0.8H), 3.48-3.36 (0.4H),
3.27-3.23 (m, 0.2H), 3.22-3.04 (m, 0.7H), 3.01-2.73 (m, 3.6H), 2.69-2.34 (m, 2H), 2.27-2.04 (m, 0.7H),
2.02-1.81 (m, 2H), 1.78-1.44 (m, 0.9H).

13C NMR (62.90 MHz, MeOD-da)

6 =177.25, 140.24, 130.07, 129.55, 127.74, 60.26, 52.24, 39.91, 38.09, 30.24, 27.74, 25.98, 25.47.

HRMS m/z kalkuliert [M + H]*: 294.1158, gefunden [M + H]*: 294.1160, A = 0.7 ppm.
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3.4.6. DB269 - (3R)-1-(2-Benzyl-3-mercaptopropanyl)piperidin-3-carbonsadure

HSV%(N OH

0] 0]

In einem 50 mL Rundkolben wurden 54 mg (1.0 eq, 0.10 mmol) (3R)-tert-Butyl 1-(3-(acetylthio)-
2-benzylpropanyl)piperidin-3-carbonsdure mit 10 mL konz. HCl(sq) versetzt und fiir 2.5 h zum Sieden
erhitzt. Das auf Raumtemperatur abgekihlte Gemisch wurde gefriergetrocknet. Es wurde ein

farbloses, harziges Ol erhalten.

Summenformel: C16H21NOsS

Ausbeute: 40 mg (98 %)

R 0.38 Hexan : EE (1:2)
HPLC tr: 9.43 (C18, Methode B)

'H NMR (500.18 MHz, DMSO-ds)

8 = 12.39 (bs, 1H), 7.27-7.24 (m, 2H), 7.21-7.19 (m, 1H), 7.17-7.14 (m, 2H), 4.47-4.40 (m, 0.5H), 4.11-
4.09 (m, 0.5 H), 3.83-3.81 (m, 0.2H), 3.74-3.72 (m, 0.5H), 3.67-3.65 (m, 0.3H), 3.29-3.21 (m, 1H), 3.00-
2.95 (m, 0.3H), 2.90-2.53 (m, 5H), 2.46-2.38 (m, 0.5H), 2.34-2.27 (m, 1H), 2.26-2.21 (m, 0.2H), 2.01-
1.84 (m, 1H), 1.70-1.66 (m, 0.5H), 1.60-1.53 (m, 0.5H), 1.50-1.23 (m, 2H), 1.18-1.14 (m, 0.3H), 0.99-
0.92 (m, 0.3H), 0.36-029 (m, 0.3H).

13C NMR (125.77 MHz, DMSO-ds)

6=171.72,139.71,129.51,126.75, 79.69, 47 .44, 46.55, 43.84, 42.00, 41.16, 39.91, 27.29, 26.53, 25.44,
24.53.

HRMS m/z kalkuliert [M + H]*: 308.1315, gefunden [M + H]*: 308.1314, A =0.3 ppm.
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3.4.7. DB272 - 1-(2-Benzyl-3-mercaptopropanyl)piperidin-4-carbonsaure

In einem 50 mL Rundkolben wurden 80 mg (1.0 eq, 0.23 mmol) 1-(3-(Acetylthio)-
2-benzylpropanyl)piperidin-4-carbonsdure mit 10 mL konzentrierter HClq) versetzt und fir 2.5 h zum
Sieden erhitzt. Das auf Raumtemperatur abgekiihlte Gemisch wurde gefriergetrocknet. Es wurde ein

farbloses, stark viskoses Ol erhalten.

Summenformel: C16H21NOsS

Ausbeute: 68 mg (97 %)

R 0.29 Hexan : EE (1:2)
HPLC tr: 7.87 (C18, Methode B)

'H NMR (500.18 MHz, DMSO-de)

6=12.21 (bs, 1H), 7.30-7.23 (m, 2H), 7.20-7.19 (m, 1H), 7.16-7.14 (m, 2H), 4.25-4.15 (m, 1H), 3.73-3.70
(m, 1H), 3.26-3.21 (m, 1H), 2.97-2.82 (m, 1H), 2.80-2.64 (m, 4H), 2.62-2.54 (m, 1.5H), 2.40-2.26 (m,
1.5H), 1.71-1.68 (m, 1H), 1.56-1.54 (m, 1H), 1.48-1.30 (m, 1H), 1.10-1.01 (m, 0.5H), 0.56-0.48 (m, 0.5H).

13C NMR (125.77 MHz, DMSO-ds)

6=172.09, 138.71, 129.06, 128.72, 126.81, 50.33, 47.81, 40.34, 39.45, 36.75, 27.66, 24.97.

HRMS m/z kalkuliert [M + H]*: 308.1315, gefunden [M + H]*: 308.1315, A = 0.0 ppm.
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3.4.8. DB306 - 1-(2-Benzyl-3-mercaptopropanyl)azetidin-3-carbonsaure

In einem 50 mL Rundkolben wurden 32 mg (1.0 eq, 0.10 mmol) 1-(3-(Acetylthio)-2-
benzylpropanyl)azetidin-3-carbonsaure in 12 mL Wasser suspendiert. Das Gemisch wurde mit Argon
entgast und anschlieBend im Eisbad gekiihlt. Es wurde 1 mL 25 %iger Ammoniakq zugegeben. Das

Eisbad wurde entfernt und das Gemisch bei Raumtemperatur weitergerihrt.

Der pH-Wert wurde mit 2 M HCl(aq) auf 1 eingestellt. Die wassrige Phase wurde dreimal mit je 10 mL EE
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden einmal mit 10 mL gesattigter, wassriger
Natriumchlorid-Lésung gewaschen, Gber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter

reduziertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde mittels HPLC aufgereinigt.

Summenformel: C14H17NOsS

Ausbeute: 7 mg (25 %)

R 0.45 Hexan : EE (1:3, + 1 % AcOH)
HPLC tg: 6.12 Min (C18, Methode B)

'H NMR (500.18 MHz, CDCls)

& =7.32-7.23 (m, 2.5H), 7.21-7.14 (m, 2.5H), 4.25 (t, 3Ju = 8.6 Hz, 0.5H), 4.22-4.16 (m, 1H), 4.13-4.10
(m, 0.5H), 4.08-4.03 (m, 1H), 3.52-3.49 (m, 0.5H), 3.34-3.28 (m, 1H), 3.04-2.99 (m, 0.5H), 2.94-2.86 (m,
1H), 2.85-2.82 (m, 1.5H), 2.78-2.75 (m, 0.5H), 2.63-2.57 (m, 1H), 2.55-2.50 (m, 1H), 1.60-1.54 (m, 1H).

13C NMR (125.77 MHz, CDCls)

6=175.50,173.51, 128.84, 128.66, 126.90, 52.03, 50.22, 48.53, 38.76, 31.50, 26.10.

HRMS m/z kalkuliert [M + H]*: 280.1002, gefunden [M + H]*: 280.1008, A = 2.1 ppm.
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3.4.9. DB273 - 2-Benzyl-1-(1,1-dioxidthiomorpholin)-3-mercaptopropan-1-on

In einem 50 mL Rundkolben wurden 200 mg (1.0 eq, 0.56 mmol) S-(2-Benzyl-
3-(1,1-dioxidthiomorpholin)-3-oxopropyl)ethanthioat mit 10 mL konzentrierter HCl(,q) versetzt und fir
2.5 h zum Sieden erhitzt. Das auf Raumtemperatur abgekiihlte Gemisch wurde gefriergetrocknet. Es

wurde ein farbloses, stark viskoses Ol erhalten.

Summenformel: C14H19sNOsS;
Ausbeute: 173 mg (98 %)

R 0.26 Hexan : EE (1:2)
HPLC tr: 8.94 (C18, Methode B)

'H NMR (500.18 MHz, CDCls)

6 =7.34-7.28 (m, 3 H), 7.17-7.16 (m, 2H), 4.35-4.33 (m, 1H), 3.77-3.68 (m, 2H), 3.63-3.58 (m, 1H),
3.19-3.13 (m, 1H), 3.03-2.97 (m, 1H), 2.94-2.85 (m, 3H), 2.77-2.72 (m, 1H), 2.71-2.64 (m, 2H), 1.70-1.66
(m, 1H), 1.52 (t, 1H, 3Jun = 8.94 Hz).

13C NMR (125.77 MHz, CDCls)

6=172.81,138.57,129.01, 127.53, 52.07, 51.67, 48.31, 43.90, 40.43, 39.83, 27.50.

HRMS m/z kalkuliert [M + H]*: 352.0438, gefunden [M + H]*: 352.0435, A = 0.9 ppm.
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3.4.10. DB358 - 3-(2-Benzyl-3-mercaptopropanyl)thiazolidin-4-carbonsaure

.,
HS\Z\H/I\/I/g
O 4/ ~OH

Es wurden 72 mg (1.0 eq, 0.20 mmol) 3-(3-(Acetylthio)-2-benzylpropanyl)thiazolidin-4-carbonsaure in
12 mL Wasser suspendiert. Das Gemisch wurde mit Argon im Ultraschallbad entgast und anschlieRend
im Eisbad gekiihlt. Es wurde 1 mL 25 % Ammoniakq) zugegeben. Das Eisbad wurde entfernt und das

Gemisch bei Raumtemperatur fir 3 h weitergeriihrt.

Der pH-Wert wurde mit 2 M HCl(aq) auf 1 eingestellt. Die wassrige Phase wurde dreimal mit je 10 mL EE
extrahiert. Die organischen Phasen wurden einmal mit 10 mL gesattigter, wassriger Natriumchlorid-
Losung gewaschen, (iber Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter reduziertem Druck

entfernt. Es wurde ein farbloses, viskoses Ol erhalten.

Summenformel: C14H17NOsS;

Ausbeute: 25 mg (39 %)

R 0.41 Hexan : EE (2:1, + 1 % AcOH)
HPLC tg: 11.80 (C18, Methode B)

1H NMR (500.18 MHz, DMSO-ds)

& = 12.84 (bs, 0.5H), 12.47 (bs, 0.5H), 7.31-7.16 (m, 5H), 5.39-5.37 (m, 0.1H), 4.93 (d, 3Ju = 8.5 Hz,
0.2H), 4.90-4.88 (m, 0.2H), 4.75-4.71 (m, 0.3H), 4.57 (d, *Juu = 8.5 Hz, 0.2Hz), 4.47-4.44 (m, 0.2H),
4.38-4.34 (m, 0.3H) 4.27-4.22 (m, 0.3H), 3.19-3.03 (m, 1.2H), 3.00-2.67 (m, 3H), 2.65-2.54 (m, 1.4H),
2.46-2.23 (m, 1.4H).*

13C NMR (125.77 MHz, DMSO-ds)

6=175.01, 171.68, 139.33, 129.72, 129.41, 128.92, 126.82, 61.56, 50.41, 49.42, 48.87, 48.56, 37.90,
36.85, 32.60, 26.74, 25.51.

*Die fehlenden Signale wurden von den Losungsmittelsignalen tberlagert

HRMS m/z kalkuliert [M + H]*: 312.0723, gefunden [M + H]*: 312.0725, A = 0.6 ppm.
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3.5. Synthese der Piperazin-Derivate

3.5.1. DB333-4-Benzylpiperazin-2-carbonsadure

Isas

B Y

0O~ OH

In einem 50 mL Rundkolben wurden 177 mg (1.0 eq, 1.45 mmol) Benzoesdure, 333 mg (1.2 eq,
1.74 mmol) EDC und 222 mg (1.0 eq, 1.45 mmol) HOBt in 10 mL DCM gel6st. Das Gemisch wurde fir
1h bei Raumtemperatur gerihrt. Es wurden 500 mg (1.5 eq, 2.17 mmol) 1-(tert-
Butoxycarbonyl)piperazin-2-carbonsaure zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 72 h bei
Raumtemperatur weiter geriihrt. Die organische Phase wurde mit 10 mL DCM verdiinnt und mit 20 mL
2 M HCl(sq) gewaschen. Die wassrige Phase wurde zweimal mit je 15 mL DCM extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden zweimal mit je 15 mL 2 M HCliq und einmal mit 20 mL gesattigter,
wassriger Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde lber Magnesiumsulfat
getrocknet und das Lésungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wurde
ohne weitere Aufarbeitung in 10 mL DCM geldst. Es wurde 1 mL TFA zugegeben und das Gemisch
wurde fir 3 h zum Sieden erhitzt. Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt. Reste
an TFA wurden dreimal mit Toluol koevaporiert. Der erhaltene Riickstand wurde aus EE : Cyclohexan :

Ethanol (1:2:1) umkristallisiert. Es wurde ein weiBer Feststoff erhalten.

Summenformel: C12H14N203
Ausbeute: 107 mg (21 %)
RfI -

'H NMR (250.13 MHz, D,0)
6 =7.66-7.50 (m, 5H), 4.40-4.35 (m, 0.5H), 4.18-4.12 (m, 0.5H), 3.94-3.25 (m, 6 H)

ESI m/z [M + H]*: 234.9
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3.5.2. DB352 - 1-(tert-Butoxycarbonyl)-4-(2-phenylacetyl)piperazin-2-carbonsaure

5

N
\i/o\n/Ny
0 A

O~ "OH

In einem 50 mL Rundkolben wurden 197 mg (1.0 eq, 1.45 mmol) Phenylessigsdure, 333 mg (1.2 eq,
1.74 mmol) EDC und 222 mg (1 eq, 1.45 mmol) HOBt in 10 mL DCM gel6st. Das Gemisch wurde fiir 1 h
bei Raumtemperatur geriihrt. Es wurden 500 mg (1.5 eq, 2.17 mmol) 1-(tert-Butoxycarbonyl)piperazin-
2-carbonsadure zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde flir 72 h bei Raumtemperatur weiter gerthrt.
Das Gemisch wurde mit 10 mL DCM verdiinnt und dreimal mit je 20 mL Wasser gewaschen. Die

organischen Phasen wurden vereint und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Der

Rickstand wurde aus EE : Isopropanol (3:1) umkristallisiert. Es wurde ein weilRer Feststoff erhalten.

Summenformel: C1sH24N>0s
Ausbeute: 234 mg (46 %)
R: 0.62 DCM : MeOH (9:1)

1H NMR (250.13 MHz, DMSO-ds)

8 = 13.27 (bs, 0.5H), 12.88 (bs, 0.5H), 7.32-7.15 (m, 5H), 4.80-4.68 (m, 0.5H), 4.65-4.56 (m, 0.5H),
4.48-4.32 (m, 1H), 4.27-4.22 (m, 0.5H), 3.92-3.59 (m, 3.5H), 3.15-2.70 (m, 3H), 1.38 (s, 9H).

ESI m/z [M -H]:347.0
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3.5.3. DB338-4-(2-Phenylacetyl)piperazin-2-carbonsaure

A

HN ]
A

0~ OH

Es wurden 275 mg (1.0 eq, 0.79 mmol) 1-(tert-Butoxycarbonyl)-4-(2-phenylacetyl)piperazin-2-
carbonsaure in 10 mL DCM gel6st. Es wurde 1 mL TFA zugegeben und das Gemisch wurde fiir 3 h zum

Sieden erhitzt.

Das Lésungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt. Reste an TFA wurden dreimal mit Toluol
koevaporiert. Der erhaltene Riickstand wurde aus EE : Cyclohexan : Ethanol (1:2:1) umkristallisiert. Es

wurde ein weiller Feststoff erhalten.

Summenformel: C13H16N203
Ausbeute: 178 mg (91 %)
RfI -

'H NMR (250.13 MHz, DMSO-de)

6 = 9.54 (bs, 2H), 7.35-7.19 (m, 5H), 4.53-4.47 (m, 0.5H), 4.14-3.96 (m, 2.5H), 3.85-3.71 (m, 2H),
3.65-3.55 (m, 0.5H), 3.42-3.16 (m, 2.5 H), 3.01-2.92 (m, 1H).

ESI m/z [M -H]: 246.8
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3.5.4. DB369 - 1-(tert-Butoxycarbonyl)-4-(phenylcarbamyl)piperazin-2-carbonsaure

In einem Mikrowellengefd® wurden in 2.5 mL Dioxan 250 mg (1.0 eq, 1.09 mmol) 1-(tert-
Butoxycarbonyl)piperazin-2-carbonsaure und 118 pL (1.0 eq, 0.43 mmol) Phenylisocyanat gemischt.

Das Gemisch wurde unter Mikrowelleneinstrahlung fiir 30 Minuten auf 110 °C erhitzt.

Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde das Gemisch in 20 mL Wasser gegeben. Der ausgefallene
Niederschlag wurde mittels Vakuumfiltration abgetrennt und im Vakuum getrocknet. Es wurde ein

weiller Feststoff erhalten.

Summenformel: C17H23N30s
Ausbeute: 170 mg (45 %)
R: 0.64 DCM : MeOH (9:1)

1H NMR (250.13 MHz, DMSO-ds)

8=12.91 (s, 1H), 8.55 (s, 1H), 7.43 (d, *Jun = 7.7 Hz, 2H), 7.22 (t, 3Juw = 7.7 Hz, 2H), 6.93 (t, *Juw = 7.7 Hz,
1H), 4.51-4.46 (m, 2H), 4.05-4.00 (m, 1H), 3.74-3.69 (m, 1H), 3.17-3.14 (m, 2H), 3.01-2.92 (m, 1H),
1.42-1.38 (m, 9H).

ESI m/z [M - H]:348.0
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3.5.5. DB371 - 4-(Phenylcarbamyl)piperazin-2-carbonsdure Hydrochlorid

S
A

0O~ OH

245 mg (1.0 eq, 0.70 mmol) 1-(tert-Butoxycarbonyl)-4-(phenylcarbamyl)piperazin-2-carbonsaure
wurden mit 10 mL 6 M HClq) versetzt und fiir 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Gemisch wurde

gefriergetrocknet. Das Produkt wurde als weiRer Feststoff erhalten.

Summenformel: C12H15N30O3-HCI
Ausbeute: 197 mg (98 %)
Rf: -

1H NMR (250.13 MHz, D,0)

6 = 7.47-7.41 (m, 2H), 7.32-7.22 (m, 3H), 4.40-4.33 (m, 1H), 4.23-4.17 (m, 1H), 3.77-3.67 (m, 1H),
3.63-3.52 (m, 2H), 3.37-3.26 (m, 2H).

ESI m/z [M -H]:284.1
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3.5.6. DB355 - 1-(tert-Butoxycarbonyl)-4-(phenylsulfonyl)piperazin-2-carbonsaure

O\\ ,/O
o
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Es wurden 500 mg (1.0 eq, 2.17 mmol) 4-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-3-carbonsaure und 690 mg
(3.0 eq, 6.51 mmol) festes Natriumcarbonat mit einem Gemisch aus je 10 mL Wasser und DCM
versetzt. Es wurden 0.31 mL (1.1 eq, 2.39 mmol) Benzolsulfonylchlorid zugegeben. Das Gemisch wurde

bei Raumtemperatur iber Nacht gerihrt.

Das Gemisch wurde mit 40 mL n-Hexan gewaschen. Der pH-Wert der wassrigen Phase wurde mit 2 M
HClaq) auf pH 2 eingestellt. Der ausgefallene Niederschlag wurde abfiltriert und mit Wasser

nachgewaschen. Es wurde ein weiRer Feststoff erhalten.

Summenformel: C16H22N206S
Ausbeute: 637 mg (79 %)
R: 0.40 DCM : MeOH (9:1)

1H NMR (250.13 MHz, DMSO-ds)

& =13.14 (bs, 1H), 7.80-7.59 (m, 5H), 4.66-4.59 (m, 1H), 4.07-4.03 (m, 1H), 3.84-3.78 (m, 1H), 3.62-3.55
(m, 1H), 3.21-3.11 (m, 0.5H), 3.07-2.96 (m, 0.5H), 2.45-2.35 (m, 1H), 2.19-2.09 (m, 1H), 1.37-1.34 (m,
9H).

ESI m/z [M - H]:368.8
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3.5.7. DB340 - 4-(Phenylsulfonyl)piperazin-2-carbonsadure

Es wurden366 mg (1.0 eq, 0.99 mmol) 1-(tert-Butoxycarbonyl)-4-(phenylsulfonyl)piperazin-
2-carbonsdure in 10 mL DCM gel6st. Es wurde 1 mL TFA zugegeben und das Gemisch wurde fiir 3 h
zum Sieden erhitzt. Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt. Reste an TFA wurden
dreimal mit Toluol koevaporiert. Der Rickstand wurde aus Ethanol umkristallisiert. Es wurde ein

weiller Feststoff erhalten.

Summenformel: C11H14N204S
Ausbeute: 633 mg (64 %)
Rf: -

1H NMR (250.13 MHz, D,0)

6 = 7.94-7.90 (m, 2H), 7.86-7.81 (m, 1H), 7.76-7.71 (m, 2H), 4.02-3.93 (m, 2H), 3.77-3.72 (m, 1H),
3.60-3.52 (m, 1H), 3.35-3.25 (m, 1H), 3.11-2.94 (m, 2H).

ESI m/z [M - H]:268.8
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3.5.8. DB398 - 2-Benzyl-1-tert-butyl 4-(2-phenylacetyl)piperazin-1,2-dicarboxylat

™

O
In einem 50 mL Rundkolben wurden 265 mg (1.0 eq, 0.76 mmol) 1-(tert-Butoxycarbonyl)-4-(2-
phenylacetyl)piperazin-2-carbonsaure in 10 mL ACN suspendiert. Es wurden 158 mg (1.5 eq, 1.14
mmol) festes Kaliumcarbonat zugegeben. Die Suspension wurde mittels Eisbad gekihlt. Eine Losung
aus 143 mg (1.1 eq, 0.84 mmol) Benzylbromid in 2 mL ACN wurde langsam zugegeben. Das Eisbad
wurde entfernt und das Reaktionsgemisch bei Raumtemperatur gerihrt, bis mittels DC-Kontrolle keine

weitere Umsetzung mehr stattfand?.

Das Gemisch wurde mit 30 mL EE verdiinnt. Die organische Phase wurde zweimal mit je 20 mL
gesattigter, wassriger NaHCOs-Lésung und einmal mit 20 mL gesattigter, wassriger Natriumchlorid-
Losung gewaschen. Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt. Es wurde ein weiRer

Feststoff erhalten.

Summenformel: Ca5H30N,05
Ausbeute: 293 mg (88 %)
R 0.17 Hexan : EE (3:1)

1H NMR (250.13 MHz, DMSO-ds)

& = 7.46-7.08 (m, 10H), 5.18-5.05 (m, 2H), 4.80-4.61 (m, 1.5H), 4.33-4.20 (m, 1H), 3.94-3.61 (m, 3H),
3.48-3.36 (m, 0.5H), 3.16-2.65 (m, 3H), 1.38-1.28 (m, 9H).

ESI m/z [M + H]*: 439.0
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3.5.9. DB402 - Benzyl-4-(2-phenylacetyl)piperazin-2-carboxylat Hydrochlorid

HCI HN>*)
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Es wurden 283 mg (1.0 eq, 0.65 mmol) 2-Benzyl-1-tert-butyl-4-(2-phenylacetyl)piperazin-
1,2-dicarboxylat in 5 mL DCM geldst. Es wurden 0.65 mL (4.0 eq, 2.58 mmol) 4 M HCI in Dioxan
zugegeben. Das Gemisch wurde lber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Das Lésungsmittel wurde

unter reduziertem Druck entfernt. Es wurde ein weiRer Feststoff erhalten.

Summenformel: C20H22N,03-HCI
Ausbeute: 240 mg (99 %)
R: 0.70 DCM : MeOH (9:1, + 1 % NEts)

1H NMR (250.13 MHz, DMSO-ds)

6 =9.97 (bs, 2H), 7.43-7.33 (m, 5H), 7.30-7.13 (m, 5H), 5.26 (s, 2H), 4.48-4.42 (m, 0.6H), 4.36-4.32 (m,
1H), 4.18-3.94 (m, 1.4H), 3.84-3.67 (m, 2.5H), 3.50-3.40 (m, 1H), 3.30-3.22 (m, 1.5H), 3.02-2.92 (m, 1H).

ESI m/z [M + H]*: 338.9

49



Material und Methoden

3.5.10. DB395 - 2-Benzyl-1-tert-butyl-4-(phenylcarbamoyl)piperazin-1,2-dicarboxylat

b 9*©
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In einem 50 mL Rundkolben wurden 110 mg (1.0 eq, 0.32 mmol) 1-(tert-Butoxycarbonyl)-
4-(phenylcarbamyl)piperazin-2-carbonsdure in 5 mL ACN suspendiert. Es wurden 65 mg (1.5 eq,
0.47 mmol) festes Kaliumcarbonat zugegeben. Die Suspension wurde mittels Eisbad gekihlt und eine
Losung aus 62 mg (1.2 eq, 0.36 mmol) Benzylbromid in 5 mL ACN wurde langsam zugegeben. Das
Eisbad wurde entfernt und das Reaktionsgemisch bei Raumtemperatur gerihrt, bis mittels

DC-Kontrolle (ca. 8 h) keine weitere Umsetzung mehr ersichtlich war.

Das Gemisch wurde mit 30 mL EE verdiinnt. Die organische Phase wurde zweimal mit je 20 mL
gesattigter, wassriger NaHCOs-Lésung und einmal mit 20 mL gesattigter, wassriger Natriumchlorid-
Losung gewaschen. Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt. Es wurde ein weiRer

Feststoff erhalten.

Summenformel: C24H29N305
Ausbeute: 121 mg (87 %)
R 0.68 Hexan : EE (1:1)

1H NMR (250.13 MHz, DMSO-ds)

& = 8.61 (s, 1H), 7.45-7.42 (m, 2H), 7.29-7.21 (m, 7H), 6.95 (t, 3Jun = 7.4 Hz, 1H), 5.19-5.09 (m, 2H),
4.71-4.50 (m, 2H), 4.05-4.02 (m, 1H), 3.76-.71 (m, 1H), 3.25-3.11 (m, 2H), 3.06-2.91 (m, 1H), 1.40-1.31
(m, 9H).

ESI m/z [M - H]: 438.1
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3.5.11. DB40O0 - Benzyl-4-(phenylcarbamyl)piperazin-2-carboxylat Hydrochlorid

Es wurden 112 mg (1.0 eq, 0.26 mmol) 2-Benzyl-1-tert-butyl-4-(phenylcarbamyl)piperazin-
1,2-dicarboxylat in 5 mL DCM geldst. Es wurden 0.26 mL (4.0 eq, 1.02 mmol) 4 M HCI in Dioxan

zugegeben. Das Gemisch wurde iber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt.

Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde aus Diethylether

umkristallisiert und gefriergetrocknet. Es wurde ein weilRer Feststoff erhalten.

Summenformel: C19H2:N303-HCI
Ausbeute: 85 mg (89 %)
Re: 0.68 DCM : MeOH (9:1, + 1 % NEts)

'H NMR (250.13 MHz, DMSO-de)

& =8.81 (s, 1H), 7.47-7.33 (m, 7H), 7.24 (t, *Juw = 7.5 Hz, 2H), 6.95 (t, *Jun = 7.5 Hz, 1H), 5.24 (s, 2H),
4.23-4.09 (m, 2H), 3.93-3.88 (m, 1H), 3.47-3.39 (m, 2H), 3.26-3.19 (m, 2H), 2.98-2.87 (m, 1H).

ESI m/z [M +H]*: 339.9
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3.5.12. DB397 - 2-Benzyl-1-tert-butyl 4-(phenylsulfonyl)piperazin-1,2-dicarboxylat

In einem 50 mL Rundkolben wurden 491 mg (1.0 eq, 1.33 mmol) 1-(tert-Butoxycarbonyl)-
4-(phenylsulfonyl)piperazin-2-carbonsadure in 5 mL ACN suspendiert. Es wurden 274 mg (1.5 eq,
1.99 mmol) festes Kaliumcarbonat zugegeben. Die Suspension wurde mittels Eisbad gekiihlt. Eine
Losung aus 249 mg (1.1 eq, 1.46 mmol) Benzylbromid in 5 mL ACN wurde langsam zugetropft. Das
Eisbad wurde entfernt und das Reaktionsgemisch bei Raumtemperatur gerihrt, bis mittels DC-

Kontrolle keine weitere Umsetzung mehr ersichtlich war.

Das Gemisch wurde mit 30 mL EE verdiinnt. Die organische Phase wurde zweimal mit je 20 mL
gesattigter, wassriger NaHCOs-Lésung und einmal mit 20 mL gesattigter, wassriger Natriumchlorid-
Losung gewaschen. Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt. Es wurde ein weiRer

Feststoff erhalten.

Summenformel: Ca3H28N206S
Ausbeute: 555 mg (91 %)
R 0.45 Hexan : EE (3:1)

1H NMR (250.13 MHz, DMSO-ds)

8 = 7.79-7.63 (m, 5H), 7.47-7.30 (m, 5H), 5.22-5.19 (m, 2H), 4.86 (bs, 0.5H), 4.77 (bs, 0.5H), 4.14-4.06
(m, 1H), 3.85-3.79 (m, 1H), 3.64-3.56 (m, 1H), 3.16-2.91 (m, 1H), 2.45* (m, 1H), 2.25-2.14 (m, 1H),
1.39-1.26 (m, 9H).

*Durch das DMSO-Signal Gberlagert

ESI m/z [M + Na]*: 483.2
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3.5.13. DB401 - Benzyl-4-(phenylsulfonyl)piperazin-2-carboxylat Hydrochlorid
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Es wurden 529 mg (1.0 eq, 1.15 mmol) 2-Benzyl-1-tert-butyl-4-(phenylsulfonyl)piperazin-
1,2-dicarboxylat in 5 mL DCM geldst. Es wurden 1.15 mL (4.0 eq, 4.59 mmol) 4 M HCI in Dioxan

zugegeben. Das Gemisch wurde liber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt.

Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde aus Diethylether

umkristallisiert und gefriergetrocknet. Es wurde ein weilRer Feststoff erhalten.

Summenformel: C1sH20N204S-HCI
Ausbeute: 324 mg (71 %)
R: 0.87 DCM : MeOH (9:1, + 1 % NEt3)

1H NMR (250.13 MHz, DMSO-ds)

6 =9.81 (bs, 2H), 7.81-7.77 (m, 3H), 7.72-7.67 (m, 2H), 7.47-7.36 (m, 5H), 5.33-5.21 (m, 2H), 4.61-4.56
(m, 1H), 3.64-3.58 (m, 1H), 3.38-3.34 (m, 2H), 3.19-3.11 (m, 2H), 2.97-2.90 (m, 1H).

ESI m/z [M + H]*: 360.9
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3.5.14. DB343 - 1-(3-(Acetylthio)-2-benzylpropanyl)-4-benzylpiperazin-2-carbonsaure
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In einem Schlenkkolben wurden 130 mg (1.3 eq, 0.55 mmol) 3-(Acetylthio)-2-methylpropanonséaure in
10 mL DCM gelost. Es wurden 0.10 mL (3.2 eq, 1.36 mmol) Thionylchlorid zugegeben. Die Lésung
wurde 3 h zum Sieden erhitzt. DCM und Uberschissiges Thionylchlorid wurden unter reduziertem
Druck entfernt. In einer Argon-Atmosphare wurden das Saurechlorid mit 5 mL ACN versetzt. Es wurden

100 mg (1.0 eq, 0.43 mmol) 4-Benzylpiperazin-2-carbonsaure, 0.11 mL (3.0 eq, 1.28 mmol) DIPEA und

5 mL DMF hinzugefligt. Das Reaktionsgemisch wurde tiber Nacht bei 60 °C geriihrt.

Es wurden 40 mL Wasser hinzugegeben. Der pH-Wert wurde mit 2 M HCl,q auf 1 eingestellt. Die
wassrige Phase wurde dreimal mit je 20 mL EE extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
dreimal mit je 30 mL 2 M HCl(5q) und einmal mit 30 mL gesattigter, wassriger Natriumchlorid-Lésung
gewaschen. Die organische Phase wurde liber Magnesiumsulfat getrocknet und das Loésungsmittel
unter reduziertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Sdulenchromatographie (Hexan : EE

1:1 zu EE, + 1% AcOH) aufgereinigt.

Summenformel: C24H26N20sS
Ausbeute: 40 mg (21 %)
R: 0.63 EE (+ 1% AcOH)

1H NMR (250.13 MHz, MeOD-da)

8 = 7.50-7.38 (m, 3H), 7.37-7.26 (m, 3H), 7.24-7.11 (m, 4H), 5.08-4.91 (m, 1.3H), 4.76-4.72 (m, 0.3H),
3.74-3.38 (m, 3H), 3.22-2.96 (m, 3.5H), 2.87-2.73 (m, 1H), 2.67-2.54 (m, 0.3H), 2.33-2.28 (m, 3H),
2.07-1.93 (m, 0.6H).

ESI m/z [M-H]: 452.9

54



Material und Methoden

3.5.15. DB406 - Benzyl-1-(3-(acetylthio)-2-benzylpropanyl)-4-(2-phenylacetyl)piperazin-2-

carboxylat
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In einem Schlenkkolben wurden 190 mg (1.3 eq, 0.80 mmol) 3-(Acetylthio)-2-methylpropanonsaure in
5 mL DCM gelost. Es wurden 0.15 mL (3.1 eq, 1.99 mmol) Thionylchlorid und ein Tropfen DMF
zugegeben. Die Lésung wurde 3 h zum Sieden erhitzt. DCM und tberschiissiges Thionylchlorid wurden
unter reduziertem Druck entfernt. Das Saurechlorid wurde mit 5 mL ACN versetzt und die L6sung
mittels Eisbad gekiihlt. Es wurden 240 mg (1.0 eq, 0.64 mmol) Benzyl-4-(2-phenylacetyl)piperazin-

2-carboxylat Hydrochlorid und 0.22 mL (2.0 eq, 1.28 mmol) DIPEA hinzugefiigt. Das Eisbad wurde

entfernt und das Reaktionsgemisch wurde (iber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt.

Es wurden 40 mL Wasser hinzugegeben. Die wassrige Phase wurde dreimal mit je 20 mL EE extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden einmal mit 25 mL 2 M HClq), zweimal mit je 25 mL
gesattigter, wassriger NaHCOs-Lésung und einmal mit 25 mL gesattigter, wassriger Natriumchlorid-
Losung gewaschen. Die organische Phase wurde (ber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde mittels

Saulenchromatographie (Hexan : EE 1:1) aufgereinigt. Es wurde ein gelbliches, viskoses Ol erhalten.

Summenformel: Cs2H34N,05S
Ausbeute: 54 mg (15 %).
Re: 0.51 Hexan : EE (1:1)

'H NMR (250.13 MHz, MeOD-d.)

6 = 7.34-6.98 (m, 15H), 5.20-5.10 (m, 2H), 4.65-4.17 (m, 1H), 4.12-3.87 (m, 0.5H), 3.75-3.44 (m, 3H),
3.39-3.23* (m, 2H), 3.16-2.91 (m, 4.5H), 2.87-2.83 (m, 1H), 2.78-2.67 (m, 1H), 2.32-2.23 (m, 4H).

*Durch das MeOD-Signal Uberlagert.

ESI m/z [M + H]*: 559.0
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3.5.16. DB404 - Benzyl-1-(3-(acetylthio)-2-benzylpropanyl)-4-(phenylcarbamyl)piperazin-2-

carboxylat

AN
YSW :
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In einem Schlenkkolben wurden 70 mg (1.3 eq, 0.29 mmol) 3-(Acetylthio)-2-methylpropanonsaure in
5 mL DCM gelost. Es wurden 0.09 mL (3.2 eq, 0.73 mmol) Thionylchlorid und ein Tropfen DMF
zugegeben. Die Lésung wurde 3 h zum Sieden erhitzt. Uberschiissiges Thionylchlorid und DCM wurden
unter reduziertem Druck entfernt. Das Saurechlorid wurde in 5 mL ACN gel6st und die Losung mittels
Eisbad gekiihlt. Es wurden 86 mg (1.0 eq, 0.23 mmol) Benzyl-4-(phenylcarbamyl)piperazin-2-carboxylat
Hydrochlorid und 0.08 mL (2.0 eq, 0.46 mmol) DIPEA hinzugefiigt. Das Eisbad wurde entfernt und das

Reaktionsgemisch wurde tiber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt.

Es wurden 40 mL Wasser hinzugegeben. Die wassrige Phase wurde dreimal mit je 20 mL EE extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 30 mL gesattigter, wassriger NaHCOs-L6sung und
einmal mit 30 mL gesattigter, wassriger Natriumchlorid-L6sung gewaschen. Die organische Phase
wurde iber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Das

Rohprodukt wurde mittels HPLC (HPLC-Methode A) aufgereinigt. Es wurde ein weilRer Feststoff

erhalten.

Summenformel: C31H33N305S
Ausbeute: 32 mg (25 %)

Re: 0.23 Hexan : EE (2:1)

'H NMR (250.13 MHz, DMSO-de)

6 = 8.63-8.53 (m, 1H), 7.45-7.38 (m, 2H), 7.27-7.19 (m, 12H), 6.97-6.91 (m, 1H), 5.14-5.01 (m, 2.5H),
4.70-4.45 (m, 1H), 4.37-4.15 (m, 0.5H), 4.07-3.97 (m, 1H), 3.82-3.76 (m, 0.5H), 3.63-3.57 (m, 0.5H),
3.27-3.23 (m, 1H), 3.21-3.05 (m, 1H), 3.02-2.77 (m, 5H), 2.68-2.58 (m, 0.5H), 2.30-2.22 (m, 3.5H).

ESI m/z [M + H]*: 560.1
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3.5.17. DB405 - Benzyl-1-(3-(acetylthio)-2-benzylpropanyl)-4-(phenylsulfonyl)piperazin-2-

carboxylat
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In einem Schlenkkolben wurden 245 mg (1.2 eq, 1.03 mmol) 3-(Acetylthio)-2-methylpropansaure in
5 mL DCM gel6st. Es wurden 0.19 mL (3.1 eq, 2.57 mmol) Thionylchlorid und ein Tropfen DMF (abs.)
zugegeben. Die Losung wurde 3 h zum Sieden erhitzt. Das Losungsmittel und Uberschissiges
Thionylchlorid wurde unter reduziertem Druck entfernt. Das frisch hergestellte Sdurechlorid wurde in
5 mL ACN gelost. Die Losung wurde mittels Eisbad gekihlt. Es wurden 330 mg (1.0 eq, 0.83 mmol)
Benzyl-4-(phenylsulfonyl)piperazin-2-carboxylat Hydrochlorid und 0.29 mL (2.0 eq, 1.66 mmol) DIPEA
hinzugefiligt. Das Eisbad wurde entfernt und das Reaktionsgemisch wurde Uber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt. Es wurden 40 mL Wasser hinzugegeben. Die wassrige Phase wurde dreimal
mit je 20 mL EE extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden einmal mit 25 mL 2 M HClq),
zweimal mit je 25 mL gesattigter NaHCOs-Losung und einmal mit 25 mL gesattigter, wassriger
Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde lUber Magnesiumsulfat getrocknet
und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde mittels

Saulenchromatographie (Hexan : EE 1:1) aufgereinigt. Es wurde ein gelbes viskoses Ol erhalten.

Summenformel: C30H32N,06S;
Ausbeute: 100 mg (21 %)
R 0.78 Hexan : EE (1:1)

'H NMR (250.13 MHz, DMSO-de)

5=7.88-7.61 (m, 5H), 7.39-7.32 (m, 5 H), 7.31-7.15 (m, 1.5H), 7.09-6.99 (m, 1.5H), 6.99-6.83 (m, 1.3H),
6.72-6.63 (m, 0.7H), 5.33-5.26 (m, 0.7H), 5.24-5.17 (m, 2H), 4.70-4.69 (m, 0.2H), 4.30-4.15 (m, 0.6H),
4.07-4.02 (m, 0.6H), 3.77-3.72 (m, 0.3H), 3.63-3.55 (m, 0.7H), 3.48-3.42 (m, 0.4H), 3.27-2.94 (m, 3.5H),
2.91-2.77 (m, 2H), 2.63-2.54 (m, 1H), 2.45-2.36 (m, 0.5H), 2.26-2.23 (m, 2.2H), 2.13-2.10 (m, 0.8H),
1.91-1.83 (m, 0.5H), 1.57-1.46 (m, 0.3H), 1.03-0.86 (m, 0.7H).

ESI m/z [M + H]*: 580.8
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3.5.18. DB359 - 4-Benzoyl-1-(2-benzyl-3-mercaptopropanyl)piperazin-2-carbonsaure

O
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Es wurden 34 mg (1.0 eq, 0.08 mmol) 1-(3-(Acetylthio)-2-benzylpropanyl)-4-benzylpiperazin-2-
carbonsdure in 12 mL Wasser suspendiert. Das Gemisch wurde mit Argon im Ultraschallbad entgast
und anschlieBend im Eisbad gekiihlt. Es wurde 1 mL 25 %iger Ammoniakq zugegeben. Das Eisbad

wurde entfernt und das Gemisch bei Raumtemperatur fiir 3 h weitergerihrt.

Der pH-Wert wurde mit 2 M HCl(sq) auf 1 eingestellt. Die wassrige Phase wurde dreimal mit je 10 mL EE
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden einmal mit 10 mL gesattigter, wassriger
Natriumchlorid-Lésung gewaschen, Gber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter
reduziertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde mittels HPLC aufgereinigt. Es wurde ein weiller

Feststoff erhalten.

Summenformel: C22H24N204S
Ausbeute: 8 mg (26 %)
Rs: 0.12 DCM : MeOH (9:1)
HPLC tg: 12.79 (C18, Methode B)

'H NMR (500.18 MHz, DMSO-ds)

& =13.08 (bs, 1H), 7.47-7.41 (m, 3H), 7.35-7.15 (m, 7H), 5.06-4.90 (m, 1.2H), 4.46-4.03 (m, 2.1H), 3.73-
3.51 (m, 1.8H), 3.21-3.00 (m, 1.6H), 2.96-2.86 (m, 1.5H), 2.76-2.72 (m, 1.2H), 2.68-2.52 (m, 2H), 2.44-
2.40 (m, 0.5H), 2.37-2.21 (m, 1.1H).

13C NMR (125.77 MHz, DMSO-ds)

6=173.42,170.12, 139.26, 138.93, 135.82, 135.66, 130.23, 129.65, 129.60, 129.50, 128.82, 128.72,
127.45,126.83, 126.72, 52.85, 46.49, 46.29, 38.48, 37.72, 37.37, 26.72.

HRMS m/z kalkuliert [M + H]*: 413.1530, gefunden [M + H]*: 413.1523, A = 1.7 ppm.
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3.5.19. DK48 (DB410) - 1-(2-Benzyl-3-mercaptopropanyl)-4-(phenylcarbamyl)piperazin-2-

carbonsaure

OH

In einen 25 mL Rundkolben wurden 50 mg (1.0 eq, 0.09 mmol) Benzyl-1-(3-(acetylthio)-
2-benzylpropanyl)-4-(phenylcarbamyl)piperazin-2-carboxylat und 9.6 mg (4.5 eq, 0.40 mmol)
Lithiumhydroxid in 10 mL Wasser und 5 mL THF suspendiert. Das Reaktionsgemisch wurde bei

Raumtemperatur fur 22 h gerihrt.

Es wurden 25 mL 2 M HCl,q) hinzugefiigt. Die wassrige Phase wurde dreimal mit je 20 mL EE extrahiert.
Die organischen Phasen wurden vereinigt und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt.

Der Riickstand wurde mittels HPLC (C18, Methode A) aufgereinigt. Es wurde ein weilRer Feststoff

erhalten.

Summenformel: C22H25N304S

Ausbeute: 25 mg (66 %)

R 0.49 Hexan : EE (1:1, + 1 % AcOH)
HPLC tr: 9.81 (Methode A)

1H NMR (500.18 MHz, DMSO-ds)

8 = 12.95 (bs, 1H), 8.60 (s, 0.1H), 8.58 (s, 0.3H), 8.49 (s, 0.6H), 7.44-7.38 (m, 2H), 7.32-7.15 (m, 7H),
6.95-6.92 (m, 1H), 5.15-5.14 (m, 0.1H), 5.00-4.99 (m, 0.2 H), 4.91-4.89 (m, 0.5H), 4.60-4.52 (m, 0.5H),
4.44-4.41 (m, 0.6H), 4.30-4.25 (m, 0.3H), 4.21-4.18 (m, 0.2H), 4.04-3.99 (m, 0.7H), 3.94-3.92 (m, 0.2H),
3.79-3.77 (m, 0.5H), 3.67-3.64 (m, 0.6H), 3.42-3.37 (m, 0.5H), 3.24-3.13 (m, 0.7H), 3.04-2.82 (m, 1.8H),
2.79-2.71 (m, 1.9H), 2.68-2.55 (m, 1.9H), 2.47-2.28 (m, 0.8H), 2.23-2.16 (m, 0.9H), 1.95-1.91 (m, 0.1H).

13C NMR (125.77 MHz, DMSO-ds)

6 = 173.40, 171.69, 155.05, 140.62, 139.30, 129.50, 128.81, 128.78, 122.37, 120.03, 56.03, 52.74,
46.45, 44.16, 43.66, 42.75, 38.57, 37.39, 26.88, 25.96.

HRMS m/z kalkuliert [M + H]*: 428.1639, gefunden [M + H]*: 428.1635, A = 0.9 ppm.

59



Material und Methoden

3.6. Synthese Triazol-Derivate

3.6.1. DK37 - 5-(4-Ethinylbenzyliden)-2,2-dimethyl-1,3-dioxan-4,6-dion

Lk

o O
O | O

Z

In einem ausgeheizten, mit wasserfreien CaCl; befiillten 100 mL Schlenkkolben wurden in einer Argon-
Atmosphédre 1.00 g (1.0 eq, 7.47 mmol) 4-Ethinylbenzaldehyd und 1.77 g (1.6 eq, 12.3 mmol)
Meldrumsaure in 40 mL Chloroform geldst. Das Gemisch wurde mittels Eisbad gekihlt. Es wurden
0.57 mL (0.5 eq, 3.84 mmol) DBU zugegeben und die Reaktion fiir 15 Minuten weiter geriihrt. Das

Eisbad wurde entfernt und die Reaktion fiir weitere 24 h geriihrt.

Es wurden 20 mL 1 M Salzsaure zugegeben und anschlieRend einmal mit 60 mL DCM extrahiert. Die
organische Phase wurde zweimal mit je 40 mL Wasser und zweimal mit je 40 mL gesattigter
NaHCOs-Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde (ber Magnesiumsulfat getrocknet und das

Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Es wurde ein brauner Feststoff erhalten.

Summenformel: CisH1204
Ausbeute: 1.89 g (96 %)
Re: 0.59 Hexan : EE (1:1)

H NMR (250.13 MHz, CDCl3)
5=8.38 (s, 1H), 8.01 (d, 3Juy = 8.1 Hz, 2H), 7.57 (d, 3Jum =. 8.1 Hz, 2H), 3.30 (s. 1H). 1.81 (s, 6H).

ESI m/z [2M - H]: 510.9
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3.6.2. DK3 - 5-(4-Ethinylbenzyl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxan-4,6-dion

N\

In einem ausgeheizten 250 mL Schlenkkolben wurden unter Argon-Atmosphdre 1.89 g (1.0 eq,
7.36 mmol) 5-(4-Ethinylbenzyliden)-2,2-dimethyl-1,3-dioxan-4,6-dion in 120 mL DCM bei 0 °C geldst.
Es wurden 13.1 mL (31.0 eq, 228 mmol) konz. Essigsdure zugegeben und das Gemisch fiir 15 min.
geriihrt. Uber einen Zeitraum von 1 h wurden 2.23 g (8.0 eq, 58.9 mmol) NaBH4 in kleinen Portionen

zugegeben. Das Eisbad wurde entfernt und das Reaktionsgemisch fiir 1 h bei RT gerihrt.

Nach Entfarbung des Gemisches wurde die Reaktionslésung langsam mit 0.5 M HCl(,q) hydrolysiert. Die
organische Phase wurde abgetrennt. Die wassrige Phase wurde zweimal mit je 50 mL DCM extrahiert.
Die organischen Phasen wurden vereint und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Es

wurde ein brauner Feststoff erhalten.

Summenformel: CisH1404
Ausbeute: 1.60 g (84 %)
R: 0.79 DCM : MeOH (9:1)

H NMR (250.13 MHz, CDCl3)

8=7.42(d, *Jun = 8.1 Hz, 2H), 7.29 (d, *Jun = 8.1 Hz, 2H), 3.75 (t, *Jun = 4.9 Hz, 1H), 3.49 (d, )i = 4.9 Hz,
2H), 3.06 (s, 1H), 1.75 (s, 3H), 1.57 (s, 3H).

ESI m/z [M +2Na]*: 331.0
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3.6.3. DK5 - Methyl-2-(4-ethinylbenzyl)acrylate

Z

In einem ausgeheizten 250 mL Schlenkkolben wurden in einer Argon-Atmosphdre 1.82 g
5-(4-Ethinylbenzyl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxan-4,6-dion (1.0 eq, 7.05 mmol) und 2.61 g Eschenmosersalz
(2.0 eq, 14.10 mmol) in 80 mL MeOH bei 70 °C fiir 18 h geriihrt.

Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt und der Riickstand in 100 mL DCM
aufgenommen. Die organische Phase wurde dreimal mit je 40 mL Wasser gewaschen. Die organische
Phase wurde lber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter reduziertem Druck
entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Flash-Chromatographie (Hexan : EE 4:1) aufgereinigt um das

farblose, flissige Produkt zu erhalten.

Summenformel: C13H1202
Ausbeute: 545 mg (39 %)
R 0.32 Hexan : EE (4:1)

1H NMR (250.13 MHz, CDCl3)

& =7.42 (d, 3y = 8.2 Hz, 2H), 7.16 (d, 3Ju = 8.2 Hz, 2H), 6.25 (s, 1H), 5.48 (s, 1H), 3.73 (s, 3H), 3.63 (s,
2H), 3.04 (s, 1H).

ESI m/z [M + Na]*: 223.0
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3.6.4. DK50 - 2-(4-Ethinylbenzyl)acrylsaure

OH

Z

In einem 50mL Rundkolben wurden 606 mg (1.0 eq, 3.02 mmol) Methyl-2-(4-Ethinylbenzyl)acrylat und
324 mg (4.5 eq, 13.50 mmol) Lithiumhydroxid in 40 mL Wasser suspendiert. Das Reaktionsgemisch

wurde (iber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt.

Das Reaktionsgemisch mit dreimal mit je 10 mL DCM gewaschen. Die wassrige Phase wurde mit 1 M
HCl(sq) auf einen pH-Wert von 1 eingestellt und dreimal mit je 30 mL DCM extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter

reduziertem Druck entfernt. Es wurde ein weiRer Feststoff erhalten.

Summenformel: C12H1002
Ausbeute: 506 mg (90 %)
R 0.32 Hexan : EE (4:1)

1H NMR (250.13 MHz, CDCl3)

& =7.43 (d, 3y = 8.4 Hz, 2H), 7.16 (d, 3Juy = 8.4 Hz, 2H), 6.39 (s, 1H), 5.60-5.59 (m, 1H), 3.63 (s, 2H),
3.05 (s, 1H).

ESI m/z [M -H]:185.0
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3.6.5. DK55 - (R)-tert-Butyl-1-(2-(4-ethinylbenzyl)acrylyl)piperidin-2-carboxylat

Mﬁ

In einem 50 mL Rundkolben wurden 0.56 mL Thionylchlorid (2.5 eq, 7.67 mmol) zusammen mit
4 Tropfen DMF in 25 mL DCM vorgelegt. Es wurden 571 mg (1.0 eq, 3.07 mmol)
2-(4-Ethinylbenzyl)acrylsdure zugegeben. Das Gemisch wurde fir 3 h auf 50 °C erhitzt. Das
Losungsmittel und Gberschissiges Thionylchlorid wurden destillativ entfernt und das Rohprodukt in
situ in 6 mL 1,2-Dichlorethan suspendiert. Es wurden 625 mg (1.1 eq, 3.37 mmol) (R)-tert-Butyl-
piperidin-2-carboxylat und 1.6 mL (3.0 eq, 9.2 mmol) DIPEA zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde

unter Mikrowellenstrahlung fir 1 h auf 90 °C erhitzt.

Das abgekiihlte Gemisch wurde mit 15 mL Wasser versetzt und viermal mit je 6 mL EE extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden viermal mit je 4 mL 2 M HCl5q) und dreimal mit je 4 mL
gesattigter, wassriger Natriumchlorid-Losung gewaschen. Das Losungsmittel wurde im Vakuum
entfernt und das erhaltene Rohprodukt mittels Flash-Chromatographie (Hexan zu Hexan : EE 1:1)

aufgereinigt. Es wurde eine gelbe Flussigkeit erhalten.

Summenformel: C22H27NOs
Ausbeute: 342 mg (32 %)
Re: 0.71 Hexan : EE (1:1)

'H NMR (250.13 MHz, CDCls)

& =7.43 (d, *Jun = 8.4 Hz, 2H), 7.19 (d, *Jun = 8.4 Hz, 2H), 5.28-5.26 (m, 0.6H), 5.11-5.07 (m, 2.2H),
4.55-4.44 (m, 0.7H), 3.79-3.45 (m, 3.1H), 3.14-3.05 (m, 1.5H), 2.75-2.65 (m, 0.4H), 2.23-2.18 (m, 0.6H),
2.00-1.94 (m, 0.4H), 1.66-1.62 (m, 0.4H), 1.52-1.38 (m, 11.9H), 1.36-1.30 (m, 1.2H).

ESI m/z [M + Na]*: 376.1
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3.6.6. DK56 - (R)-tert-Butyl-1-(2-(4-(1H-1,2,3-triazol-4-yl)benzyl)acrylyl)piperidin-2-carboxylat

0© o\</
N
N |
HN

In einem ausgeheizten Schlenkkolben wurden unter Argon-Atmosphéare 379 mg (1.0 eq, 1.07 mmol)
tert-Butyl-1-{2-[(4-ethinylphenyl)methyl]prop-2-enyl}piperidin-2-carboxylat, 10.2 mg (0.05 eq, 0.05
mmol) Cul, 0.12 mL Methanol (0.05 eq, 2.9 mmol) sowie 2.36 mL DMF vorgelegt. AnschlieRend wurden
0.22 mL Trimethylsilylazid (1.5 eq, 1.61 mmol) tropfenweise hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch
wurde 12 h auf 100 °C erhitzt.

Das Gemisch wurde abgekiihlt und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Der Riickstand

wurde in mittels Flash-Chromatographie (Hexan : EE 1:1) aufgereinigt. Es wurde ein gelber Feststoff

erhalten.

Summenformel: C22H28N403
Ausbeute: 253 mg (60 %)

Re: 0.38 Hexan : EE (1:1)

'H NMR (250.13 MHz, DMSO-de)

8 = 15.29 (bs, 0.2H), 14.91 (bs 0.5H), 8.51 (bs, 0.3H), 8.21 (bs, 0.7H), 7.80 (d, *Jux = 7.7 Hz, 2H), 7.28 (d,
3Jun = 7.4 Hz, 2H), 5.21-5.16 (m, 1H), 5.03-4.98 (m, 1.5H), 4.43-4.28 (m, 0.8H), 3.71-3.47 (m, 2.7H),
3.04-2.93 (m, 0.6H), 2.64-2.59 (m, 0.3H), 3.41-3.35 (m, 0.6H), 3.04-2.94 (m, 0.6H), 2.63-2.53 (m, 0.6H),
2.09-2.03 (m, 0.4H) 1.55-1.39 (m, 12H), 1.31-1.20 (m, 1.2H).

ESI m/z [M + NaJ*: 419.1
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3.6.7. DK57 - (2R)-tert-Butyl-1-(2-(4-(1H-1,2,3-triazol-4-yl)benzyl)-3-(acetylthio)propanyl)-

piperidin-2-carboxylat

In einem Rundkolben wurden 253 mg (1.0 eq, 0.64 mmol) tert-Butyl 1-(2-{[4-(1H-1,2,3-triazol-
4-yl)phenyllmethyl}prop-2-enyl)piperidin-2-carboxylat in 9.1 mL (200eq, 128 mmol) Thioessigsaure

geldst und das Gemisch fiir 66 h bei Raumtemperatur unter Argon-Atmosphére geriihrt.

Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde in 40 mL DCM gel6st
und die organische Phase zweimal mit je 10 mL gesattigter, wassriger NaHCOs-Losung gewaschen. Das
Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt und der Rickstand mittels Flash-

Chromatographie (Hexan zu Hexan : EE 1:1) aufgereinigt. Das Produkt wurde als gelber Feststoff

erhalten.

Summenformel: C24H32N404S
Ausbeute: 291 mg (97 %)

R 0.63 Hexan : EE (2:1)

H NMR (250.13 MHz, CDCl3)

5 =8.42 (s, 0.2H), 8.12 (s, 0.8H), 7.85-7.78 (m, 2H), 7.36-7.29 (m, 2H), 5.32-5.23 (m, 0.7H), 4.68-4.51
(m, 0.3H), 4.25-4.22 (m, 0.1H), 3.82-3.77 (m, 0.3H), 3.64-3.58 (m, 0.5H), 3.38-3.23 (m, 1.2H), 3.20-3.18
(m, 0.9H), 3.13-3.03 (m, 2.6H) 2.99-2.95 (m, 0.9H), 2.92-2.90 (m, 0.8H), 2.87-2.85 (m, 2.5H), 2.25-2.12
(m, 0.7H), 1.71-1.54 (m, 2.5H), 1.46-1.37 (m, 12H).

ESI m/z [M + NaJ*: 495.1
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3.6.8. DK58 - (2R)-1-(2-(4-(1H-1,2,3-Triazol-4-yl)benzyl)-3-mercaptopropanyl)piperidin-2-

carbonsaure

HS

In einem 25 mL Rundkolben wurden 280 mg (1.0 eq, 0.59 mmol) (2R)-tert-Butyl-1-(2-(4-(1H-1,2,3-
triazol-4-yl)benzyl)-3-(acetylthio)propanyl)piperidin-2-carboxylat in 8 mL DCM vorgelegt. Unter
Rihren wurden langsam 0.34 mL (57 eq, 33.8 mmol) TFA hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde
Uber Nacht bei 50 °C geriihrt. Nach Beendigung der Reaktion wurde das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt und Uberschissige Trifluoressigsaure mit Toluol koevaporiert. Das
Rohprodukt wurde in 8 mL Wasser suspendiert und unter Argon-Atmosphare flir eine halbe Stunde im
Ultraschallbad entgast. Das Gemisch wurde mittels Eisbad auf 0 °C gekihlt. Anschlielend wurden
langsam 4 mL 25 %iger Ammoniakq) hinzugegeben. Das Gemisch wurde fiir 2 h bei Raumtemperatur

unter einer Argon-Atmosphare geriihrt.

Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt und der Riickstand gefriergetrocknet. Das

Rohprodukt wurde mittels praparativer HPLC (Gradient B) aufgereinigt.
Summenformel: CisH22N403S

ESI m/z [M-H]:373.4

Die Reinheit des Produktes betragt nach der Aufreinigung nur 84 % (HPLC). Daher wurde auf eine
weiterflihrende Analytik verzichtet. Die Hauptverunreinigung besteht aus dem Disulfid der

Verbindung.
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3.7. Synthese des Amidin-Derivates

3.7.1. DKA46 - 4-((2,2-Dimethyl-4,6-dioxo-1,3-dioxan-5-yliden)methyl)benzonitril

NZ

Wasserfreies CaCl, wurde in einem 50 mL Schlenkkolben ausgeheizt. Unter einer Argon-Atmosphare
wurden 100 mg (1.0 eq, 0.75 mmol) 4-Cyanobenzaldehyd, 176 mg (1.6 eq, 1.20 mmol) Meldrumsé&ure
und 10 mL Chloroform hinzugegeben. Unter Eisbadkiihlung wurden 52 mg (1.0 eq, 0.76 mmol) Imidazol
hinzugegeben. Nach 15 Minuten wurde das Eisbad entfernt und das Reaktionsgemisch fiir 72 h bei

Raumtemperatur weiter gerihrt.

Der Feststoff wurde abfiltriert und mit DCM nachgewaschen. Das Filtrat wurde unter reduziertem
Druck eingeengt. Der Riickstand wurde in 50 mL DCM aufgenommen. Die organische Phase wurde
zweimal mit je 20 mL gesattigter, wassriger NaHCO3-Losung und zweimal mit je 20 mL 1 M HCl(aq)

gewaschen. Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt. Es wurde ein gelber Feststoff

erhalten.

Summenformel: C14H11NO4
Ausbeute: 148 mg (75 %)

R 0.83 Hexan : EE (1:1)

14 NMR (250.13 MHz, CDCls)
8 =8.40 (s, 1H), 8.02 (d, Jun = 8.2 Hz, 2H), 7.75 (d, *Jum = 8.2 Hz, 2H), 1.82 (s, 6H).

ESI m/z [M + H]*: 258.0
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3.7.2. DK52 -4-((2,2-Dimethyl-4,6-dioxo-1,3-dioxan-5-yl)methyl)benzonitril

g

o O

NZ

In einem ausgeheizten 25 mL Schlenkkolben wurden unter Argon-Atmosphdre 45 mg (1.0 eq,
0.18 mmol) 5-(4-Cyanobenzyliden)-2,2-dimethyl-1,3-dioxan-4,6-dion in 10 mL DCM vorgelegt. Das
Gemisch wurde mittels Eisbad gekihlt. Es wurden 0.31 mL (31.0 eq, 5.42 mmol) Essigsdure zugegeben.
Nach 15 Minuten wurden (iber einen Zeitraum von 1 h 53 mg (8.0 eq, 1.40 mmol) NaBH, portionsweise
zugegeben. Das Eisbad wurde entfernt und das Reaktionsgemisch fiir eine Stunde bei Raumtemperatur

weiter gerihrt.

Nach Entfarbung des gelben Reaktionsgemisches wurden langsam 10 mL 1 M HClq zugegeben. Die
organische Phase wurde abgetrennt und Die wassrige Phase erneut zweimal mit je 10 mL DCM
extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereint und das Losungsmittel unter reduziertem Druck

entfernt. Es wurde ein blass gelber Feststoff erhalten.

Summenformel: C14H13NO4
Ausbeute: 45 mg (99 %)
Re: 0.72 Hexan : EE (1:1 + 1 % AcOH)

'H NMR (300.03 MHz, CDCls)

8 =7.59 (d, 3Juy = 8.5 Hz, 2H), 7.47 (d, 3Jun = 8.5 Hz, 2H), 3.78 (t, 3Juw = 5.1 Hz, 1H), 3.53 (d, 3Ju = 5.1 Hz,
2H) 1.79 (s, 3H), 1.65 (s, 3H).

ESI m/z [M - H]: 257.9
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3.7.3. DK53 - Methyl-2-(4-cyanobenzyl)acrylat

NZ

In einem ausgeheizten 10 mL Schlenkkolben wurden unter Argon-Atmosphire 30 mg (1.0 eq,
0.12 mmol) 5-(4-Cyanobenzyl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxan-4,6-dion und 75 mg (3.5 eq, 0.41 mmol)
Eschenmosersalz in 10 mL wasserfreiem Methanol gel6st. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 18 h bei

70 °C gerlihrt.

Das Gemisch wurde abgekiihlt und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Der Riickstand
in 20 mL DCM aufgenommen. Die organische Phase wurde dreimal mit je 10 mL Wasser gewaschen.

Das Lésungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt und ein gelbes Ol erhalten.

Summenformel: C12H11NO;
Ausbeute: 25 mg (99 %)
R 0.75 Hexan : EE (1:1)

1H NMR (250.13 MHz, CDCl3)

8 =7.59 (d, 3wy = 8.5 Hz, 2H), 7.32 (d, 3Juu = 8.5 Hz, 2H), 6.30 (s, 1H), 5.56-5.55 (m, 1H), 3.73 (s, 3H),
3.69 (s, 2H).

ESI m/z [M + H + H,0]*: 220.0

70



Material und Methoden

3.7.4. DKA41 -2-(4-Cyanobenzyl)acrylsaure

OH
NZ

In einen 100 ml Rundkolben wurden 758 mg (1.0 eq, 3.77 mmol) Methyl-2-(4-Cyanobenzyl)acrylat und
1.30 g (2.5 eq, 9.42 mmol) Kaliumcarbonat in einem Gemisch aus 33 mL Methanol und 17 mL Wasser

suspendiert. Das Reaktionsgemisch wurde fir 4 h bei Raumtemperatur gerihrt.

Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde mit 30 mL gesattigter, wassriger
NaHCOs-Losung versetzt und dreimal mit je 10 mL DCM gewaschen. Die wassrige Phase wurde mit
0.5 M HCl(zq) auf einen pH-Wert von 2 eingestellt und dreimal mit je 40 mL DCM extrahiert. Die
organischen Phasen wurden vereint und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Es

wurde ein weiller Feststoff erhalten.

Summenformel: C11H9NO,
Ausbeute: 333 mg (56 %)
R 0.76 Hexan : EE (1:1 + 1 % AcOH)

H NMR (250.13 MHz, CDCls)
§=7.59 (d, 3Juu = 8.3 Hz, 2H), 7.32 (d, 3Jun = 8.3 Hz, 2H), 6.44 (s, 1H), 5.68-5.67 (m, 1H), 3.68 (s, 2H).

ESI m/z [M-H]:186.9

71



Material und Methoden

3.7.5. DKA42 - (R)-tert-Butyl-1-(2-(4-cyanobenzyl)acrylyl)piperidin-2-carboxylat

In einem 50 mL Rundkolben wurden 0.33 mL (2.5 eq, 4.45 mmol) Thionylchlorid und 4 Tropfen DMF in
15 mL DCM vorgelegt. Es wurden 333 mg (1.0 eq, 1.78 mmol) 2-(4-Cyanobenzyl)acrylsdure unter
Riihren hinzugegeben. Das Gemisch wurde fiir 3 h auf 50 °C erwirmt. Uberschiissiges Thionylchlorid
wurde, zusammen mit dem Lésungsmittel, mittels Destillation entfernt und das Rohprodukt in situ
umgesetzt. Das frisch hergestellte Saurechlorid (1.0 eq, 1.78 mmol) wurde in einem 10 mL
Mikrowellen-Vial in 8 mL 1,2-Dichlorethan suspendiert. Es wurden 363 mg (1.1 eq, 1.96 mmol) (R)-tert-
Butyl-piperidin-2-carboxylat zugegeben. Dem Gemisch wurde langsam 1.0 mL DIPEA (3.0 eq, 5.34

mmol) zugesetzt. Das Reaktionsgemisch wurde unter Mikrowellenstrahlung fir 1 h auf 90 °C erhitzt.

Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde in 40 mL DCM
aufgenommen und zweimal mit 20 mL gesattigter, wassriger NaHCOs-Losung gewaschen und zweimal
mit 0.5 M wassriger HCl gewaschen. Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt und
das Rohprodukt mittels Flash-Chromatographie (Hexan zu Hexan :EE 1:1) aufgereinigt. Es wurde ein

gelbes viskoses Ol erhalten.

Summenformel: C21H26N203
Ausbeute: 222 mg (35 %)
Re: 0.64 Hexan : EE (1:1)

'H NMR (250.13 MHz, CDCls)

& = 7.60 (d, 3Juy = 8.5 Hz, 2H), 7.35 (d, 3Ju = 8.5 Hz, 2H), 5.24-5.12 (m, 2.7H), 4.53-4.46 (m, 0.7H),
3.82-3.52 (m, 2.9H), 3.15-3.04 (0.9H) 2.76-2.66 (m, 0.4H), 2.24-2.19 (m, 0.8H), 2.02-2.00 (m, 0.2H),
1.70-1.61 (m, 1.1H), 1.54-1.31 (m, 12.3H).

ESI m/z [M + NaJ*: 377.1
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3.7.6. DKA43 - (2R)-tert-Butyl-1-(3-(acetylthio)-2-(4-carbamthioylbenzyl)propanyl)piperidin-2-

carboxylat

In einem 50 mL Rundkolben wurden 222 mg (1.0 eq, 0.63 mmol) (R)-tert-Butyl-1-(2-(4-
cyanobenzyl)acrylyl)piperidin-2-carboxylat in 9.2 mL (200 eq, 125 mmol) Thioessigsdure geldst und das

Gemisch fiir 66 h bei Raumtemperatur unter Argon-Atmosphére gerihrt.

Das Reaktionsgemisch wurde mit 25 mL Wasser verdiinnt und dreimal mit je 20 mL DCM extrahiert.
Die vereinten organischen Phasen wurden zweimal mit je 10 mL Wasser und anschliefend einmal mit
10 mL gesattigter, wassriger Natriumchlorid-Losung gewaschen. Das Losungsmittel wurde unter
reduziertem entfernt und das Rohprodukt mittels Flash-Chromatographie (Hexan : EE, 1:1)

aufgereinigt. Es wurde ein rotes Ol erhalten.

Summenformel: C23H32N204S;
Ausbeute: 170 mg (58 %)
R 0.43 Hexan : EE (1:1)

H NMR (250.13 MHz, CDCl3)

5=7.80 (d, 3y = 8.5 Hz, 1.5H), 7.68-7.62 (m, 0.5H), 7.57 (bs, 0.6H), 7.22 (d, 3Ju = 8.5 Hz, 2H), 5.29-5.19
(m, 0.8H), 4.67-4.48 (m, 0.3H), 4.23-4.21 (m, 0.1H), 3.78-3.72 (m, 0.3H), 3.64-3.58 (m, 0.5H), 3.34-2.79
(m, 6.2H), 2.69-2.54 (m, 0.9H), 2.35-2.31 (m, 3H), 2.27-2.10 (m, 1H), 1.71-1.66 (m, 1.1H), 1.53-1.33 (m,
11.8H), 0.65-0.60 (m, 0.6H).*

*Schwache Amidin Signale bei 9.5-9.4 ppm.

ESI m/z [M + Na]*: 487.1
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3.7.7. DKA44 - (2R)-tert-Butyl-1-(3-(acetylthio)-2-(4-carbamimidylbenzyl)propanyl)piperidin-2-

carboxylat

0O o\{/
pﬁ%
H,N .
NH A

In einem 50 mL Schlenkkolben wurden 170 mg (1.0 eq, 0.37 mmol) (2R)-tert-Butyl-1-(3-(acetylthio)-
2-(4-carbamthioylbenzyl)propanyl)piperidin-2-carboxylat und 0.27 mL (1.5 eq, 0.55 mmol) lodmethan
(2M in MTBE) unter Argon in 20 mL Diethylether gel6st. Das Reaktionsgemisch wurde bei
Raumtemperatur Gber Nacht gerlhrt. Das Losungsmittel wurde destillativ entfernt. Das Rohprodukt
wurde unter einer Argon-Atmosphare in 20 mL ACN geldst. Es wurden 56 mg (2.0 eq, 0.73 mmol)

Ammoniumacetat zugegeben und die Reaktionslosung fiir 2 h bei Raumtemperatur geriihrt.

Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde in 20 mL EE
aufgenommen. Die organische Phase wurde dreimal mit je 10 mL 0.5 M HCl(,q) extrahiert. Die wassrigen

Phasen wurden vereint und mittels Lyophille gefriergetrocknet.

Summenformel: Ca3H33N304S-HCI
Ausbeute: 175 mg (99 %, als Hydrochlorid)
Re: 0.13 Hexan : EE (1:1 + 1 % NEts)

'H NMR (250.13 MHz, CDCls)

8 = 7.83-7.79 (m, 1.2H), 7.71-7.60 (m, 0.8H), 7.41-7.27 (m, 0.8H), 7.24-7.20 (m, 1.2H), 5.29-5.17 (m,
0.8H), 4.68-4.56 (m, 0.3H), 4.23-4.20 (m, 0.1H), 3.78-3.72 (m, 0.3H), 3.65-3.59 (m, 0.4H), 3.35-2.57 (m,
5.4H), 2.56-2.29 (m, 2.6H), 2.23-2.13 (m, 0.7H), 2.07-2.00 (m, 3.8H), 1.71-1.51 (m, 1.8H), 1.46-1.38 (m,
9.2H), 1.33-1.17 (m, 3.2H), 0.68-0.58 (m, 0.4H).*

*Das HCI-Signal konnte nicht detektiert werden. Bei etwa 5.5 ppm ist ein sehr breites Signal zu sehen.

ESI m/z [M + ACN]*: 487.1
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3.7.8. DK54 - (2R)-1-(2-(4-Carbamimidylbenzyl)-3-mercaptopropanyl)piperidin-2-

carbonsaure

H,N
2 HS

NH
In einem 50 mL Rundkolben wurden 175 mg (1.0 eq, 0.39 mmol) (2R)-tert-Butyl-1-(3-(acetylthio)-
2-(4-carbamimidylbenzyl)propanyl)piperidin-2-carboxylat in 13 mL DCM vorgelegt. Unter Rihren
wurden langsam 3.6 mL 4 M HCl in Dioxan hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde liber Nacht bei
50 °C geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde in 8 mL Wasser
suspendiert und unter Argon-Atmosphare fir eine halbe Stunde im Ultraschallbad entgast. Das
Gemisch wurde mittels Eisbad gekiihlt und anschlieend langsam mit 4 mL 25 % Ammoniakaq) versetzt.

Das Reaktionsgemisch wurde fir 2 h bei Raumtemperatur gerihrt.

Der pH-Wert wurde mit 2 M HCl,q) auf eins eingestellt. Die wassrige Phase wurde zweimal mit je 5 mL

DCM gewaschen und das Losungsmittel anschlieBend destillativ entfernt.

Das Produkt konnte nicht aufgereinigt wurden.
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3.8. Bestimmung der ICso-Werte mittels fluoreszenz-basieren Aktivitatsassay

Um die inhibitorische Aktivitat der synthetisierten Verbindungen zu evaluieren, wurde ein kinetischer
proteinbasierter Aktivitdtsassay durchgefiihrt. Dabei wurde die Umsetzung des Substrats Fluorocillin
Green (ThermoFisherScientific, ehemals life technologies) zum fluoreszierenden Spaltprodukts

(Abbildung 13) Uiber die Zeit detektiert.
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Abbildung 13: Das Substrat Fluorocillin Green (I.) und das Spaltprodukt (r.).

Der Assay wurde in 96 well Polystyrol-Platte mit einem Assay-Volumen von 100 puL durchgefiihrt. Die
zu untersuchenden Proteine wurden in den finalen Konzentrationen 5 pM (NDM-1), 4 nM (VIM-1) und
0.1 nM (IMP-7) eingesetzt. Es wurde ein 50 mM HEPES-Puffer (pH 7.8) mit 0.01 % Triton X-100 als
Detergens verwendet. Die Testsubstanzen wurden in DMSO geldst und vorverdiinnt. Das Substrat
Fluorocillin Green (life technologies) wurde im Assay-Puffer geldst und mit einer Endkonzentration von
888 nM eingesetzt. Es wurde 1 pL der Inhibitor-DMSO-L6sung vorgelegt. Fir die Positivkontrolle (ohne
Inhibitor) und die Hintergrundmessung ohne Protein wurde reines DMSO verwendet. Die finale DMSO-
Konzentration lag bei 1 %. Nach der Zugabe von 89 plL der Protein-Puffer-Lésung wurde das Gemisch
fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend wurden 10 pL der Substrat-Losung hinzu
pipettiert und direkt mit der Fluoreszenzdetektion begonnen. Die einer Anregung lag bei 495 nm und
die Emission bei 525 nm. Es wurden bei Raumtemperatur 30 Messzyklen zu jeweils 45 Sekunden
aufgenommen. Durch Formel 1 wurden die in Excel ermittelten Steigungen m der drei resultierenden

Kurven miteinander in Beziehung gesetzt und die jeweiligen prozentualen Inhibitionen berechnet.

m(Positivkontrolle) — m(Inhibitor)

— * 100
m(Positivkontrolle) — m(Blank)

Inhibition [%] =

Formel 1: Berechnung der Inhibition aus den einzelnen Steigungen (Excel).
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Die Messungen wurden mit mindestens sechs verschiedenen Inhibitor-Konzentrationen durchgefihrt.
Nach der Auftragung der dekadischen Logarithmen der Konzentrationen gegen die jeweiligen
Inhibitionen, konnte durch das Anlegen einer sigmoidalen Anndherungskurve und Formel 2 der

jeweilige 1Cso-Wert bestimmt wurden. Die Auswertung erfolgte mittels GraphPad Prism 5.

max — min
1+ 10(log(1650)—x)*Hillsope

y =min +

Formel 2: Berechnung des ICso. Max/Min = maximale/minimale Inhibition
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3.9. Untersuchung der Schmelzpunktverschiebung mittels Thermal Shift Assay

Werden Protein kontinuierlich erhitzt, beginnen sie ab einer bestimmten Temperatur sich zu entfalten.
Diese Temperatur wird auch als Schmelzpunkt des Proteins bezeichnet. Wird das Protein nun mit
einem Liganden versetzt, welcher im aktiven Zentrum bindet, sollten die daraus resultierenden
Wechselwirkungen die Struktur des Proteins zusatzlich stabilisieren, was eine wiederum eine Erhéhung
des Schmelzpunktes zur Folge haben sollte. Die genaue Temperatur, bei der sich ein Protein entfaltet,
kann durch einen Thermal Shift Assay (TSA, engl.: Thermaler Verschiebungsassay) bestimmt werden.
Dabei wird ein Protein-Puffer-Gemisch mit einem fluoreszierenden Stoff versetzt. Im nativen Zustand
kann dieser nicht mit der hydrophilen Oberflache des Proteins wechselwirken und die Fluoreszenz wird
durch die wassrige Umgebung ausgeldscht. Beginnt das Protein sich durch die Temperaturzunahme zu
entfalten, kann der fluoreszierende Stoff an die hydrophoben Bereiche im Inneren des Proteins binden.

Hierdurch kommt es zu einer Zunahme an Fluoreszenz, die detektiert werde kann.2%:2%:30

Flr die Bestimmung der Schmelzpunkte wurde eine PCR-Platte mit einem Assay-Volumen von 40 uL
verwendet. Als Pufferlésung wurde ein 47.6 mM Tris-Puffer mit 476 mM NaCl, 4.7 % Glycerol und
0.95 uM ZnCl; mit einem pH (HCI) von 8 verwendet. Das zu untersuchende Protein wurde im Assay-
Puffer so vorverdinnt, dass die finale Konzentration bei 5 uM lag. SYPRO Orange
(ThermofFisherScientific) wurde 1:200 im Assay-Puffer vorverdiinnt (finale Konzentration: 2.5x). Alle
Testsubstanzen wurden in DMSO geldst und vorverdiinnt, sodass ihre Endkonzentration bei 100 uM

und der finale DMSO-Anteil bei 0.42 % lag. Alle Messungen erfolgten als Triplikate.

Flir die Messung der Protein-Schmelzpunkte wurde eine Probe ohne Inhibitor gemessen. Um den
Einfluss der Testsubstanzen zu bestimmen, wurden 32 uL des Protein-Puffer-Gemisches vorgelegt.
AnschlieBend wurden 4 uL der Substrat-Losung und anschlieRende 4 uL der Inhibitor-Losung
zugegeben. Die Bestimmung der Hintergrundfluoreszenz erfolgte durch die Messung einer Probe ohne
Protein. Die Detektion der Fluoreszenz erfolgte mittels einer I cycler 1Q single color real time PCR
(BioRad) bei einer Extinktion von 490 nm und einer Emission von 570 nm. Die Starttemperatur lag bei
25.0 °C und wurde bis zum Erreichend er maximalen Temperatur von 79.8 °C alle 24 Sekunden um
0.2 °C erhoht. Die erste Ableitung der Messdaten wurde durch das Programm MylQ 1.0 erstellt und in
Excel Ubertragen, wo die jeweiligen Maxima ermittelt wurden. Diese wurden als Schmelzpunkte

betrachtet.
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3.10. Isothermale Titrationskalorimetrie

Die isothermale Titrationskalorimetrie (ITC, engl.: Isothermal titration calorimetry) erlaubt es,
genauere Aussagen (iber die Art der Bindung zwischen einem Enzym und einem Liganden zu treffen.
Das Experiment beruht auf der Tatsache, dass es bei jeder Reaktion, wie zum Beispiel der Bindung
eines Inhibitors im aktiven Zentrum eines Proteins, zu einer Anderung der Enthalpie kommt. Dies
dulert sich, je nach nachdem, ob es sich um eine endo- oder exotherme Reaktion handelt, durch die
Aufnahme oder Abgabe an Warme. Dies kann mittels ITC direkt gemessen werden. Dies geschieht,
indem in der temperierten Messzelle eine Proteinlésung vorgelegt wird. Uber eine Spritze wird ein
definierte Menge Ligand zur Proteinldsung zugetropft, wodurch es zu einer Anderung der Temperatur
in der Messzelle kommt. Als Abgleich dient eine Referenzzelle, in welcher zu Beginn der Messung die
gleiche Temperatur herrscht. Die Temperatur in der Messzelle wird durch elektrisches Heizen wieder
ausgeglichen. Durch die hierfiir aufgebrachte Heizleistung kann auf die freigesetzte Warme
rickgeschlossen werden, welche dann gegen das molare Verhéltnis von Enzym zu Ligand aufgetragen
werden kann. Neben der Bindungskonstante koénnen auch die entropischen (AS) und die

enthalpischen (AH) Beitrage zur Bindung ermittelt werden.3!

Die Testsubstanzen wurden mit einer Konzentration von 50 mM, bzw. 100 mM in DMSO geldst. Das
Protein und die Inhibitoren wurden in einem 47.6 mM Tris-Puffer mit 476 mM NaCl, 4.7 % Glycerol
und 0.95 uM ZnCl;, bei (HCl) pH 8 verdiinnt, sodass die finale Konzentration an DMSO bei 2 % lag. Die

Konzentration der Inhibitoren wurde variiert, um die Gestalt der resultierenden Kurve zu optimieren.

Fir die Durchfihrung der ITC-Messungen wurde ein Nano ITC (TA Instruments, Waters GmbH)
verwendet. Die Inhibitor-Losung wurde Uber eine 250 pL Spritze portionsweise alle 200 Sekunden zur
Protein-Losung in der 940 pL Probenzelle zugetropft. Die Messungen wurden bei 25 °C und 350 upm
durchgefiihrt. Ausgenommen der Leermessungen wurde fiir alle weiter Messungen tiefgefrorene
Protein-Stocks verwendet. Die finale Konzentration des Proteins, sowie die Anzahl der
Titrationsschritte (20-25) und jeweils zugegebene Menge (8-10 plL) wurden fir die einzelnen
Experimente leicht angepasst. Fiir die Analyse der erhaltenen Daten wurden das Programm

NanoAnalyze Data Analysis Version 3.5.0 der Firma TA Instruments verwendet.
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3.11. Bestimmung der LogD-Werte

Die hier beschriebenen Arbeiten wurden von Marcel Walter und Marvin Krug unter der Betreuung von

Markus Hartmann durchgefihrt.

Brown et al. konnten zeigen, dass hydrophile Verbindungen gegeniiber gramnegativer Erreger eine
deutlich gesteigerte Aktivitat besitzen, als hydrophobere.?” Eine von Kern et al. publizierte Methode
erlaubt die Abschatzung der Polaritit von Verbindungen mittels HPLC-MS.3> Das Messprinzip dieser
Methode beruht auf dem Zusammenhang zwischen der Polaritdt einer Verbindung und deren
Wechselwirkung mit der stationdaren Phase wadhrend einer Umkehrphasenchromatographie.
Je polarer ein Molekiil war, desto leichter wird das Molekil von der stationdren Phase verdrangt und
somit umso kirzer die Retentionszeit sein. Um den direkten Zusammenhang zwischen logD7.4 und
Retentionszeit bestimmen zu kénnen, wurde eine Kalibriergrade erstellt. Dazu wurden 24 zugelassene

Wirkstoffe mit literaturbekannten logD7.s-Werten3? auf ihre Retentionszeiten hin untersucht.

Fiir die Messungen wurde eine Shimadzu Prominence LCMS-2020 HPCL-Anlage mit einer RP-Saule der
Firma phenomenex (Kinetex 2.6u C18 100 A (100 x 2.1 mm)) verwendet. Als mobile Phase diente ein
Gradient aus ACN (Solvent A) und einer wassrigen 10 mM NH4OAc (pH7.4) Losung (Solvent B) mit sich

verdndernden Konzentrationen (Tabelle 1). Die Flussgeschwindigkeit lag bei 0.3 mL/min.

Tabelle 1: Gradient zur Bestimmung der Retentionszeiten aus Tabelle 2

t [min] 0.0 3.5 6.5 6.7 10

95
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Tabelle 2: Ubersicht der 24 vermessenen Wirkstoffe mit den bekannten logD74 Werten und der entsprechenden

Retentionszeit. Sortiert nach abnehmender Polaritdit.

Arzneistoff logD.4 tr [min]®
sAbsorption and Drug Development: Solubility, Permeability, and Charge State, bAlle Werte als Triplikate
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Werden die logDy. Literaturwerte gegen die ermittelten Retentionszeiten (Tabelle 2) aufgetragen, so
erhilt man die in Abbildung 14 gezeigte Gerade. Wie durch R? = 0.85 gezeigt wurde, war der
Zusammenhang zwischen logDss und tg nur sehr bedingt linear. Dies war vor allem darauf
zuriickzufiihren, dass die untersuchten Stoffe sich in wassriger Losung nicht alle neutral verhalten,
sondern auch sauren oder basischen Charakter haben. Vor allem die Verbindungen mit sauren
Eigenschaften zeigen eine erhebliche Varianz in der Abhdngigkeit von logD7.4 und Retentionszeit. Daher
eignet sich diese Methode nicht, um fiir die hier zu untersuchenden Inhibitoren belastbare absolute
Werte zu generieren. Zu einer Abschatzung der relativen Polaritaten der Verbindungen untereinander

sollte sie jedoch als hinreichend aussagekraftig betrachtet werden.
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Abbildung 14: Graphische Darstellung der logD; 4-Werte in Abhéngigkeit der Retentionszeiten.

Zur Abschatzung der logD;s-Werte fir die synthetisierten Verbindungen, wurden deren

Retentionszeiten ermittelt und als X-Werte in die Gleichung aus Abbildung 14 eingefligt.
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3.12. Bestimmung der Minimale Hemm-Konzentration

Inhibitoren der Metallo-B-Lactamasen sollen zusammen mit B-Lactam-Antibiotika verabreicht werden,
um deren Aktivitat gegen resistente Bakterien wiederherzustellen. Um die Wirkung der Inhibitoren
Uber reine in vitro Assay-Systeme hinaus weiter zu verifizieren, wurde ein Microbroth-
Verdiinnungsassay durchgefiihrt. Hierbei werden bakterielle Erreger verwendet, welche gegen das
B-Lactam-Antibiotikum Imipenem resistent sind. Durch die zuséatzliche Gabe von MBL-Inhibitoren
sollte diese Resistenz aufgehoben und das Antibiotikum wieder wirksam werden. Die geringste
Konzentration an Inhibitor, bei welcher wieder eine antibakterielle zu beobachten ist, wird als

Minimale Hemm-Konzentration (MHK) bezeichnet.

Die hier vorgestellten Arbeiten wurden am Klinikum der Goethe-Universitat Frankfurt am Main in der

Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Dr. Wichelhaus von Frau Denia Frank durchgefiihrt.

Die Testsubstanzen wurden auf ihre Wirksamkeit gegentliber verschiedenen klinische Isolaten und
E.coli Transformanten hin untersucht. Die Bakterien wurden in CAMBH-Medium fiir 2 h bei 37 °C
inkubiert und anschlielend mit 4400 upm Uber 10 Minuten zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde
in einer 0.9 %igen Natriumchloridlésung suspendiert, bis eine OD (optische Dichte) von 0.5 (McFarland
Standard) erreicht wurde. Durch eine anschlieBende 1:10 Verdiinnung wurde eine

Erregerkonzentration von etwa 107 KBE/mL erreicht.

Es wurde eine Imipenem-Losung von 12.8 mg/mL in Milli-Q Wasser angesetzt. Die Losung wurde 1:100
mit CAMBH verdiinnt, um die maximale Testkonzentration von 128 ug/mL zu erreichen. Diese wurde
wiederum in einer Verdinnungsreihe pro Schritt um den Faktor 2 verdiinnt, bis eine minimale

Testkonzentration von 0.25 pg/mL erreicht wurde.

Die Testsubstanz wurde in CAMBH gelost und mit einer finalen Konzentration von 128 mg/mL
verwendet. Es wurden 100 uL eines Gemisches der entsprechenden Imipenem-Lésung mit der
jeweiligen Testsubstanz vorgelegt. Anschliefend wurden 5 plL der Bakterien-Lésung zugegeben und fir
20 h bei 37 °C inkubiert. Parallel wurden eine Sterilitditskontrolle der geringsten Imipenem-
Konzentration und eine Wachstumskontrolle einer reinen Bakterien-Lésung durchgefiihrt. Die
Auswertung der Platten erfolgte visuell. Ein eventuelles Wachstum der Bakterien flihrte zu einem

Niederschlag am Boden der Platte.
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3.13. Untersuchung der Aktivitat gegenlber des Angiotensin konvertierenden Enzyms

Das fir diese Arbeit maRgebende Captopril ist ein zugelassener Inhibitor des Angiotensin-
konvertierenden Enzyms (ACE, engl.: angiotensin converting enzyme). Da sich die in dieser Arbeit
synthetisierten Verbindungen strukturell stark an Captopril orientieren, wurde diese auf ihre Aktivitat

gegenliber des ACE hin untersucht.

Hierzu wurde ein fluoreszenzbasierter Endpunkt-Assay®* in einer schwarzen 96-well MicroAmp-Platte
mit einem Assay-Volumen von 120 plL durchgefiihrt. Das kommerziell erworbene ACE-Puffer-Gemisch
(Sigma Aldrich) wurde mit 50 % Glycerol verdiinnt. Anschliefend wurde durch Verdiinung mit 0.15 M
Tris-Puffer (pH 8.3, 0.1 mM ZnCl,) eine Proteinaktivitat von 6.7 mU/mL eingestellt. Das Substrat (Abz-
Gly-p-nitro-Phe-Pro-OH Trifluoracetat, Bachem Holding, Schweiz) wurde mit einer finalen
Konzentration von 300 uM in einem 150 mM Tris-Puffer mit 1.125 M NaCl bei pH 8.3 gel6st. Die
Testsubstanzen wurden in DMSO gel6dst und mit Puffer vorverdiinnt, sodass deren Endkonzentrationen

bei 30 uM, bzw. 10 uM und der finale DMSO-Anteil bei 0.4 % lag.

Fiir die Untersuchung der Testsubstanzen wurden 20 uL der ACE-Losung vorgelegt und anschlieRend
20 pL der Inhibitor-Losung zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten bei 37 °C wurden
80 pL der Substrat-Lésung hinzu pipettiert. Nach 30 Minuten wurde die Fluoreszenz bei einer Anregung
von 350 nm und einer Emission von 420 nm mittels eines Tecan Infinite 200 pro (Tecan Group Ltd)
ausgelesen. Die Aktivitat aller Testsubstanzen wurde in Triplikaten gemessen. Die Berechnung der

Inhibition erfolgte nach Formel 3.

Inhibition [%] m(Positivkontrolle) — m(Blank) — m(Inhibitor) 100
_ *
nabttion /o m(Positivkontrolle) — m(Blank)

Formel 3: Berechnung der Prozentualen Inhibition von ACE (m = Steigung).

84



Material und Methoden

3.14. Untersuchung der Aktivitat gegenlber der Leukotrien As-Hydrolase

Wie oben beschrieben, kann der ACE-Hemmer Captopril unerwiinschte Wechselwirkungen mit der
Leukotrien As-Hydrolase (LTAsH) eingehen. Auf Grund der strukturellen Ahnlichkeiten mit Captopril
sollten die hier synthetisierten Substanzen in einem fluoreszenzbasierten Assay® auf ihre Aktivitat
gegenliber der LTAsH hin untersucht wurden. Da die LTA4H bevorzugt Tripeptide spaltet, welche
N-terminal einen Arginin-Rest tragen, wurde als Substrat L-Arginin-7-amido-4-methylcoumarin
gewadhlt. Dieses wird von der LTAsH zum fluoreszierenden 7-Amino-4-methylcoumarin umgesetzt

(Abbildung 15).

NH,

H H
HCI H,N NV\)\H/N 0__0 HoN O°
bl — P
NH o _

Abbildung 15: Das Substrat (I.) und das Spaltprodukt (r.) des LTA4H Aktivitétsassays.

Fiir die Durchfiihrung des Assays wurden 96 well Polystyrol-Platte mit einem Assay-Volumen von
100 uL verwendet. Das Protein wurde in einer finalen Konzentration von 0.25 uM in einem 50 mM
Tris-Puffer mit 50 mM NaCl und 0.01 % Triton-X 100 bei pH 8.0 eingesetzt. Die Testsubstanzen wurden
in DMSO gel6st und vorverdiinnt. Die Endkonzentrationen lagen bei 30 uM, bzw. 10 uM, der finale
Anteil an DMSO bei 1 %. Das Substrat L-Arginin-7-amido-4-methylcoumarin (Sigma Aldrich) wurde im
oben beschriebenen Puffer auf eine Endkonzentration von 200 uM verdiinnt. Es wurde jeweils 1 pL
der in DMSO gelost und vorverdiinnten Testsubstanzen vorgelegt. Fir die Positivkontrolle (ohne
Inhibitor) und die Blank-Messung (ohne Protein) wurde DMSO verwendet. Anschlieend wurden 89 uL
der Protein-Puffer-Loésung hinzu pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten wurden 10 pL
der Substratlosung zugegeben und umgehend mit der Detektion der Fluoreszenz begonnen. Dabei lag
die Anregung bei 370 nm und die Emission bei 460 nm. Es wurden, bei Raumtemperatur, jeweils
30 Messzyklen zu jeweils 60 Sekunden aufgenommen. Zur Berechnung der prozentualen Inhibition
wurde die Steigungen m(Inhibitor) mittels Excel in Relation zu den Steigungen Positiv- und Blank-

Messung gesetzt (Formel 4).

m(Inhibitor) — m(Blank)

Inhibition [%] =
nhibition [%] m(Positivkontrolle) — m(Blank) "

100

Formel 4: Berechnung der Prozentualen Inhibition der LTA4H.
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3.15. Zellbasierte Proliferations-Assays

Zur Evaluierung der antiproliferativen Eigenschaften der synthetisierten Endverbindungen, wurden
zwei zellbasierte Proliferations-Assays durchgefiihrt. Fir die Testung wurde die Zelllinie Hela
(Gebarmutterhalskrebszellen) herangezogen. Die entsprechenden Arbeiten wurden extern im
Arbeitskreis Steinhilber (Goethe-Universitadt Frankfurt am Main) von Frau A. Briiggerhoff durchgefihrt.
Die Zelllinie wurde vom Leibniz-Institut DMSZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen GmbH bezogen.

3.15.1. Zellproliferations-Assay mit WST-1

Wurden lebende vitale Zellen mit der blassroten Verbindung Dinatriummono(4-(3-(4-iodphenyl)-2-(4-
nitrophenyl)-2H-tetrazol-3-ium-5-yl)benzol-1,3-disulfonat (WST-1) behandelt, wurde diese zu einem
dunkelroten, I6slichen Formazan umgesetzt. Die Reduktion des Tetrazoliumsalzes findet hauptsachlich
an der Oberflache der Zellen statt und steht in direktem Zusammenhang mit einer intakten, zellularen
Atmungskette. Daher kann aus der Menge an entstandenem Formazan direkt auf die Anzahl

metabolisch aktiver und somit vitaler Zellen geschlossen wurden.

Die Zelllinie wurde in einer 96-well Mikrotiter-Platte kultiviert und fir 48 h bei 37 °C mit den zu
untersuchenden Substanzen inkubiert. AnschlieRend erfolgt eine 45-minitige Inkubation mit WST-1
Substrat (Roche) bei 37 °C. Die Messung der Extinktion (450 nm) erfolgt durch einen Tecan Infinite 200

(Tecan Group Ltd). (Roche: Apoptosis, Cell Death and Cell Proliferation)
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3.15.2. Zytotoxizitats-Assay mit LDH-Aktivitatsmessung

Wurde die zelluldre Plasmamembran beschadigt, z.B. durch eine stattfindende Nekrose, treten die
Bestandteile der Zellmembran in die Umgebung aus. Das zytoplasmatische Enzym Lactat-
Dehydrogenase (LDH) kommt im Normalfall nicht auRerhalb der Zelle vor, wurde aber bei nicht intakter

Zellmembran schnell in das Medium abgegeben, wo es nachgewiesen wurden kann.

Die Zellkulturen wurden fiir 48 h mit den zu untersuchenden Substanzen inkubiert. AnschlieBend
wurde das Zellmaterial abzentrifugiert und der Uberstand mit dem Zytotoxizitit-Detektions-Set
inkubiert. Das Set besteht aus dem Katalysator Diaphorase und NAD*, sowie dem Farbstoff (2-(4-
lodphenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-phenyl-2H-terazol-3-iumchlorid (INT) und Natriumlactat. Das NAD*
wurde von der LDH zu NADH + H* reduziert, indem das Lactat zum Pyruvat oxidiert wurde. Das erzeugte
Proton wurde durch den Katalysator auf das gelbe Tetrazolium-Salz Gbertragen, welches dabei zum
roten Formazan-Farbstoff (Absorptionsmaximum: 490 nm) gespalten wurde. Die entstehende Menge
an Farbstoff korreliert dabei direkt mit der Menge an freigesetzter LDH. Die Quantifizierung erfolgt

dabei durch ein ELISA Plattenlesegerat. (Roche: Apoptosis, Cell Death and Cell Proliferation)
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3.16. Co-Kristallisation der VIM-2 mit Verbindung DB320

Die im Folgenden beschriebenen Arbeiten wurden von Jan Kramer durchgefihrt. Fiir die Kristallisation
der Metallo-B-Lactamase VIM-2 wurden folgende Bedingungen gewahlt: 34 % PEG3350, 250 mM
Magnesiumformiat, 5 mM B-ME. Es wurde schockgefrostetes Protein verwendet, welches nach dem
Auftauen flr 10 Minuten bei maximaler Drehzahl zentrifugiert wurde. Die Kristallisationsexperimente
wurden nach der sitting drop Dampfdiffusions-Methode bei 290.15 K durchgefiihrt. Der
Kristallisationsprozess zog sich Uber einen Zeitraum von ein bis zwei Wochen. Fiir alle Experimente
wurde die Proteinlosung (A) und die Niederschlagslosung (B) in drei verschiedenen Mischungen
(1L A+ [0.5 pL; + 1.0 pL; + 1.5 pL] B) verwendet. Fir die Kristallisation von DB320 wurde die
Niederschlagslosung (B) um 2.5 % einer 1 M Inhibitor-DMSO-L6sung erganzt. Als Reservat wurde die
reine Niederschlagslosung verwendet. Die erhaltenen Proteinkristalle wurden fiir 20 Sekunden in
Kryopuffer (25 % PEG 3350, 200 mM MgCl,, 15 % Ethylenglycol, 50 mM HEPES, pH 7.2) tberfihrt und

anschlieRend mit flissigem Stickstoff schockgefrostet.

Die Proteinkristalle wurden an der Strahlenlinie ID30a3 der European Synchrotron Radiation Facility
(ERSF) vermessen. Alle Rontgenbeugungsdaten wurden an einem einzigen Kristall mit einer Auflésung
von 1.5 A bestimmt. Die Prozessierung der Daten erfolgte mit XDS. Die anisotropischen Daten der
koordinierten Zink-lonen wurden verwendet, um eine Karte der Elektronendichte zu generieren.
Sofern notig, wurde das Uber die Funktion autobuild erstellte Model mittels des Programms coot
manuell erganzt. Um die Kristallstruktur zu l6sen, wurde die resultierende PDB einer Domane ohne
Wasser, aber mit Zink, in phaser verwendet. Das Model mit dem Liganden DB320 wurde so lange

verfeinert, bis abschlieBend ein R-Wert von 0.1869 und ein Rsei-Wert von 0.2113 erhalten wurde.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1. Ubersicht der Synthesen

4.1.1. EinfUhrung der Benzylgruppe

Das erste Derivat der Serie entstand durch die Substitution der Methylgruppe von Captopril gegen eine
Benzylgruppe. Dies erfolgte durch eine Amidkupplung zwischen der 3-(Acetylthio)-2-
benzylpropansdure und dem Hydrochlorid des Prolin-tert-Butylesters (Schema 1). Beide Edukte
wurden kauflich erworben. Die Carbonsdaure wurde mit Thionylchlorid zum korrespondierenden
Saurechlorid aktiviert und anschlieBend in Acetonitril mit dem Amin gekuppelt. Als Base wurde

Kaliumcarbonat verwendet.

QL AL My Qo
\gsv%(OH T» \[(sv%(q 0/; » S\/%(N *OX

o) o) 0] 0] 0]

Schema 1: : Amidkupplung zwischen 3-(Acetylthio)-2-benzylpropansdure und Prolin-tert-Butylester: a) 2.0 eq SOCl,, DCM,
Reflux, 3 h; b) 1.1 eq Séurechlorid, 1.0 eq Amin, 2.5 eq K,COs, ACN, R.T., i.N., 32 %.

Um das gewiinschte Endprodukt zu erhalten, wurden der tert-Butylester und der Thioacetyl-Ester
parallel hydrolysiert (Schema 2). Hierzu wurde das Produkt der Amidkupplung mit konzentrierter
wassriger Salzsaure versetzt und fiir eine Stunde zum Sieden erhitzt. Das Produkt wurde als farbloses,

viskoses Ol erhalten.

g L
\gs%N / )< - > HS\/%(N /
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Schema 2: Parallele Hydrolyse beider Estergruppen: 37 % HClaq.), Reflux, 1 h, 99 %.
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4.1.2. Einfihrung verschiedener Aminosauren

Im Folgenden sollte der Pyrrolidin-Rest der Verbindung DB151durch unterschiedliche cyclische und
offenkettige Reste ersetzt werden. Um den Einfluss der RinggrofRe auf die Aktivitdt der Verbindung zu
ermitteln, wurden Piperidin-Derivate und ein Azetidin-Derivat eingefiihrt. Als nicht-cyclische Reste

wurden N-Methylglycin (Sarkosin) und die Aminosaure L-Alanin verwendet (Abbildung 16).

Q ~ OH
H2N\;)k0H H/Y
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ERLOH HN _+
HN 07 “OH

Abbildung 16: Grundstrukturen der eingefiihrten Aminoséuren.

Alle eingeflihrten Reste sollten lber eine Carbonsaure-Funktion verfiigen. Das Azetidin-Derivat war,
im Unterschied zu den Piperidin-Derivaten, nur als B-Aminosaure erhéltlich. Ebenfalls sollte untersucht
werden, welche Rolle die relative Position der Carbonsaure beziiglich der Aminofunktion spielt. Hierzu

wurden Piperidin-Derivate mit der Sdurefunktion in 2-, 3-, bzw. 4-Position eingeflihrt (Abbildung 17).

H'\S\J H'\O

0% “OH 0”7 > 0OH
§

Hl\?

0% “OH 0% OH

Abbildung 17: Piperidin-Derivate mit dem Carbonsdure-Rest in verschiedenen Positionen und Konfigurationen.
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Ebenfalls sollte untersucht werden, in wie weit die absolute Konfiguration der Sduregruppe von Belang
ist. Es wurden beide Isomere der 2-Piperidincarbonsdure (2-Pipecolinsdure), das R-lsomer der
3-Piperidincarbonsdure (R-Nipecotinsaure), sowie 4-Piperidincarbonsdure verwendet. Als weitere

Substituenten wurden Thiazolidin-4-carbonsdure und Thiomorpholin-1,1-dioxid eingefiihrt (Abbildung

18).

HNr S
)

Abbildung 18: Thiazolidin-4-carbonsdure mit Schwefel als weiteres Heteroatom im Ring, und Thiomorpholin-1,1-dioxid mit

einer Sulfongruppe als Bioisoster der Carbonsdure
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4.1.3. Amidkupplungen mit ungeschttzten Aminosauren - Teil |

Ein erster Versuch die neuen Teilstrukturen einzufiihren bestand darin, die freien Aminosauren direkt
an das Propansdure-Derivat zu koppeln. Hierzu wurden die Reaktionsbedingungen der Synthese von
DB151 verwendet. Die Propansdure wurde mit Thionylchlorid aktiviert. AnschlielRend wurde das
Saurechlorid mit den entsprechenden Aminosauren versetzt und entstehende HCI mit Kaliumcarbonat

neutralisiert (Schema 3).

SRR

S\X\I(OH B \n/S\/*\n/N
o7
\([)]/ 0] O/\OH O O e OH

Schema 3: Versuch einer Amidkupplung mit freier Aminosdure; I.: 3 mL SOCI,, R.T., 16 h; Il.: 1.0 eq Séurechlorid, 0.6 eq
Aminosdure, 2.2 eq K,CO3, ACN, R.T, 16 h.

Unter diesen Bedingungen konnte bei keiner der eingesetzten Aminosauren das gewiinschte Produkt
isoliert werden. Dies konnte zum einen damit begriindet werden, dass a-Aminosauren in Losung in der
Regel als Zwitterion vorliegen, sprich die Saurefunktion das Amin protoniert und selbst als Carboxylat
vorliegt. Dies fihrt zu einem Verlust der Nucleophilie am Stickstoffatom. Gleichzeitig konnte eine
Nebenreaktion ablaufen, bei welcher das Carboxylat seinerseits das Sdurechlorid nucleophil angreifen
kénnte. Das hierbei entstehende gekreuzte Anhydrid kénnte wiederum an beiden elektrophilen
Zentren von einem Nucleophil angegriffen werden, sei es durch eine Carboxylat- oder eine

Aminogruppe, und weitere Nebenprodukte erzeugen (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Ubersicht von mdglichen Nebenreaktionen der Kopplungsreaktion zwischen Sdurechlorid und freier

Aminosdure.

Alternativ zum Sadurechlorid wurden auch eine Reaktion mit EDC als Kopplungsreagenz durchgefihrt.

Allerdings konnte auch hier kein Produkt isoliert werden.

Um die Problematik der freien Aminosauren zu umgehen, sollte deren Saurefunktion verestert

werden.
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4.1.4. EinfUhrung des tert-Butylesters

Prinzipiell gibt es zwei grundlegende Varianten, Saure- in Ester-Funktionen zu tberflihren. Moglichkeit
A besteht darin die Sdure im entsprechenden Alkohol (z.B. Methanol fiir einen Methylester) unter
Saurekatalyse zu erhitzen. Alternativ kann, unter basischen Bedingungen, das entsprechende
Alkylhalogenid (z.B. Methyliodid) verwendet werden. Im vorliegendem Fall war allerdings nur Variante
A von Belang, da die Aminogruppe durch die zweite Methode sehr wahrscheinlich ebenfalls alkyliert

worden waére.

Die Hydrolyse eines Carbonsaureesters erfolgt in aller Regel bei hoher Temperatur und ggf. erhhtem
Druck, in einem basisch wassrigen Milieu. Eine Ausnahme bildet der tert-Butylester, welcher auch

unter basischen Bedingungen stabil, aber hydrolyseempfindlich gegeniber Sauren ist (Abbildung 20).

®
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O Ha OH
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Abbildung 20: Reaktionsmechanismus der sauren Hydrolyse eines tert-Butylesters.36:36.37

Da eine starke Base zu einer unerwiinschten Nebenreaktion fiihren wiirde (s Kapitel 4.1.6), wurde der
tert-Butylester gewahlt. Hierdurch konnten die Bedingungen einer basischen Esterhydrolyse

vermieden werden.

Die Einflihrung des tert-Butylesters erwies sich als unerwartet kompliziert. Eine klassische Methode
zur Synthese von Estern besteht darin, die Carbonsdaure mit dem entsprechenden Alkohol unter saurer
Katalyse in der Hitze umzusetzen. Dies wirde im vorliegendem Fall allerdings zur oben beschriebenen

Eliminierungsreaktion flihren.

Eine weitere Alternative ware eine Steglich-Reaktion. Hierbei wird die Carbonsdaure mit einem
Carbodiimid aktiviert und anschlielend mit dem gewinschten Alkohol verestert. Diese Methode,
welches sich in der Regel gut fiir die Veresterung mit sperrigen Alkoholen eignet, wiirde aber
wahrscheinlich ebenfalls nicht funktionieren. Durch die freie Aminogruppe steht ein potentes
Konkurrenz-Nucleophil zur Verfligung, sodass es wahrscheinlich zur Ausbildung einer Amidbindung

zwischen zwei Aminosduren kommen wiirde.
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Abbildung 21: Allgemeine Reaktionsgleichung der Synthese des Isoharnstoff-Derivats.3¢

Der nachste Ansatz bestand darin, aus tert-Butanol, N,N’-Diisopropylcarbodiimid (DIC) und
katalytischen Mengen CuCl ein Isoharnstoff-Derivat herzustellen (Abbildung 21). Hierbei wurde das
Carbodiimid in einem leichten Uberschuss an tert-Butanol geldst. Nach der Zugabe von einem
Molprozent CuCl wurde das Gemisch bei Raumtemperatur tGber Nacht geriihrt. Das Produkt konnte

mittels Vakuumdestillation mit einer Ausbeute von 88 % erhalten werden.

Da so erzeugte Reagenz sollte als tert-Butyl-Quelle fungieren. Ein moglicher Mechanismus waren die
Freisetzung des tert-Butyl-Kations, welches dann von einem Nucleophil angegriffen wirde. Im
Unterschied zu vielen anderen Carbo-Kationen ist das tert-Butyl-Kation vergleichsweise stabil, da die
positive Ladung durch die drei Methylgruppen sterisch abgeschirmt und die Ladung durch deren
+|-Effekt stabilisiert wird. Denkbar wadre auch noch die Weiterreaktion des Kations zum
2-Methylpropens, welches dann in situ mit einem Nucleophil reagieren kénnte. Allerdings handelt es

sich bei 2-Methylpropen um ein fllichtiges Gas.

Die Umsetzung des O-tert-Butyl-N,N’-diisopropylisoharnstoffes mit den gewiinschten Aminos&uren
flhrte nicht zur Bildung des gewlinschten Produktes. Der Grund hierfir lag vermutlich darin, dass die

Aminofunktion das starkere Nucleophil war, als das Carboxylat.

Erfolg brachte schlieBlich die Umsetzung mit tert-Butylacetat. Hierzu wurde die entsprechende
Aminosdure in einem Uberschuss an tert-Butylacetat suspendiert. AnschlieBend wurde unter

Eisbadkiihlung langsam 1.6 Aquivalente wissrige Perchlorsiure (60 %) zugetropft.

Im Unterschied zur oben beschriebenen Isoharnstoff-Variante wurde hier zusatzlich eine starke Saure
verwendet. Dadurch wurde gewahrleistet, dass das Amin protoniert vorlag und nicht mehr als
Konkurrenz-Nucleophil an der Reaktion teilnahm. Der Uberschuss an Perchlorsidure (pKs: -10)
katalysierte die eigentliche Reaktion. Ein moglicher Mechanismus ware, dass die Perchlorsdaure die
Carbonylfunktion des Esters protoniert und dadurch das tert-Butyl-Kation freigesetzt wird. Dieses

kénnte dann von der Sdurefunktion der Aminosaure nucleophil angegriffen werden (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Reaktionsmechanismus der sauren Umesterung, ausgehend von tert-Butylacetat.38

Ein interessanter Aspekt war, dass deutlich bessere Ausbeuten erzielt werden konnten, desto weniger
Energie man der Reaktion zufiihrte. So konnten die besten Ausbeuten erzielt werden, indem das

Reaktionsgemisch liber zwei bis drei Tage bei Raumtemperatur nur sehr langsam durchmengt wurde.

Diese Beobachtungen unterstiitzen den oben vorgeschlagenen Reaktionsmechanismus. Das tert-Butyl-
Kation ist nur bedingt stabil und kénnte sehr leicht ein Proton eliminieren und zu 2-Methylpropen

umlagern. Dieses wiederum ist fliichtig und wiirde aus dem Reaktionsgemisch entweichen.

Diese Variante der Veresterung erbrachte fiir die a-Aminosduren Ausbeuten im Bereich von 23-58 %.
Flr das 3-Carbonsdurepiperidin konnten allerdings nur 27 % erreicht und das 4-Carbonsdure-Derivat,

sowie der Azetidin-Ring konnten nur zu sieben Prozent, bzw. gar nicht umgesetzt werden.

Es war klar zu erkennen, dass es einen Zusammenhang zwischen der Position der Carbonsédure relativ
zum Amin und der Ausbeute der Reaktion geben musste. Allerdings konnte nicht abschliefend geklart
werden, worin der Einfluss der Aminogruppe lag. Eine mogliche Erklarung ist in Abbildung 23

aufgezeigt.
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Abbildung 23: Vorschlag eines Ubergangszustandes wéhrend der Veresterung der Carbonséure zum tert-Butylester.

In Abbildung 23 ist ein Ubergangszustand gezeigt, bei dem das protonierte und damit positiv geladene
Stickstoffatom eine katalytische Rolle in der Veresterung der Sdurefunktion einnimmt. Im Unterschied
zum oben vorgestellten Mechanismus, liefe diese Reaktion allerdings nicht tber das Carbo-Kation,
sondern (iber das 2-Methylpropen ab. Dabei wiirden die n-Elektronen der Doppelbindung tber das
endstandige Kohlenstoffatom eines der Protonen am Stickstoff angreifen. Dadurch wiirde am
zentralen Kohlenstoff eine positive Partialladung ausgebildet werden, welche dann ihrerseits vom
Carbonylsauerstoff der Sauregruppe angegriffen werden kdnnte. Dieser Mechanismus ware eine
schlissige Erklarung dafiir, warum die Veresterung nur mit a-Aminosauren, bei denen dieAmino- und

die Sauregruppe nahe bei einander liegen, gut funktioniert.

97



Ergebnisse und Diskussion

4.1.5. Amidkupplung mit ungeschitzten Aminosauren — Teil Il

Fir die beiden Aminosaure-Derivate, welche nicht verestert werden konnten, wurde nach

Kopplungsbedingungen gesucht, welche auch fiir ungeschitzte Aminosauren funktional waren.

Flr die Azetidin-3-carbonsdure wurden zuerst ein geeignetes Losungsmittel ermittelt. Es zeigte sich,
dass die Verbindung weder in Acetonitril noch in DCM oder THF und nur schlecht in Chloroform |6slich
war. DMF erweis sich als gutes Losungsmittel, allerdings brachte die Amidkupplung mit diesem
Losungsmittel keine Umsetzung. Ein weiterer Ansatz bestand darin, Pyridin als Losungsmittel zu
verwenden. Dadurch héatte stets ausreichend Base zur Verfligung gestanden. Des Weiteren kann
Pyridin Sdurechloride aktivieren und die Elektrophilie am Carbonylkohlenstoff noch weiter erhéhen

(Abbildung 24).

= | ©
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Abbildung 24: Chlorid-Salz des Aktivesters von S-(2-Benzyl-3-chloro-3-oxopropyl)ethanthioate mit Pyridin

Allerdings zeigte sich, dass die Azetidin-3-carbonsaure nicht in Pyridin 16slich war. Erwartungsgemaf
brachte die Kopplungs-Reaktion auch keine Umsetzung. Um die Reaktanden trotz des
Loslichkeitsproblems miteinander in Kontakt zu bringen, wurde die Reaktion in einem Ultraschallbad

durchgefiihrt. Allerdings konnte auch in diesem Fall kein Produkt nachgewiesen werden.

Ein Gemisch aus aquivalenten Mengen ACN und DMF erwies sich schlussendlich als geeignet. Als Base

wurden Triethylamin (NEts), DIPEA und Pyridin getestet (Tabelle 3)
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Tabelle 3: Ausbeuten der Amidkupplung mit Azetidin-3-carbonsdure in ACN und DMF (1:1) in Abhdngigkeit von verschiedenen

Basen, deren Aquivalenten und Reaktionstemperaturen. Reaktionszeit: 16 h; n.f.: nicht feststellbar.

Base Aquivalente Temperatur [°C] Ausbeute [%]

K,CO3 2.5 R.T. 0
Pyridin Uberschuss R.T. 0
3 R.T. n.f.
3 40 °C 26
3 60 °C > 10
1.5 60 °C 50
3 60 °C 32

Wahrend die Reaktion mit Pyridin keine nennenswerte Ausbeute lieferte (Tabelle 3) konnten mit
drei Aquivalente NEts und 40 °C noch 26 % Umsatz erreicht werden. Eine weitere Erhéhung der
Reaktionstemperatur hatte zur Folge, dass die Ausbeute auf unter zehn Prozent fiel. Am
erfolgreichsten verlief die Reaktion mit 1.5 Aquivalente DIPEA und 60 °C. Hier konnten 50 % Produkt

isoliert werden.

Die Piperidin-4-carbonsaure konnte nach dieser Methode nicht erfolgreich umgesetzt werden. Das
Piperidin-Derivat erwies sich als nur in Wasser und méaRig in Methanol I6slich. Ein Versuch, die
Kopplung mit NaHCO3 in Wasser® durchzufiihren brachte keinen Erfolg. Ein weiterer Ansatz bestand
darin, das Saurechlorid des Propansadure-Derivats in DCM zu l6sen und eine wassrige Losung aus
Natriumcarbonat und 4-Carbonséurepiperidin hinzu zu tropfen®. Jedoch konnte auch auf diesem Weg

keine Umsetzung erreicht werden.

Daher wurde das Piperidin-Derivat in einem Gemisch aus Acetonitril und Wasser (2:1) gelost und mit
3.5 Aquivalenten Natriumhydrogencarbonat versetzt. Das frisch aktivierte Sdurechlorid wurde in
Acetonitril gelost und zur Reaktionslésung hinzugegeben. Auf diesem Weg konnte eine Ausbeute von

24 % erzielt werden.
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Abbildung 25: Produkte der erfolgreichen Amidkupplung mit freien Aminoséuren

Interessanterweise konnten die gefundenen Bedingungen, abgesehen von dem Thiazolidin-Derivat,

nicht auf die a-Aminosaure-Derivate Ubertragen werden.
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4.1.6. Amidkupplung der Aminosaureester

Die Aminosaure-Derivate, welche erfolgreich verestert werden konnten, wurden nachfolgend an das
Propansaure-Derivat gekoppelt. Dieses wurde mit Thionylchlorid zum korrespondierendem
Saurechlorid umgesetzt. Die eigentliche Amidkupplung wurde in einem Gemisch aus ACN und DMF

(1:1) durchgefihrt. Als Base diente DIPEA (Schema 4).
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Schema 4: a) 2.5 eq SOCl,, DCM, 50 °C, 3 h; b) 0.9 eq Amin, 1.5 eq DIPEA, ACN, DMF (1:1), R.T., 16 h (61 %).
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Hierbei zeigte sich, dass eine Reaktion bei Raumtemperatur und die Verwendung von 1.5 Aquivalenten
Base gute Ausbeuten (61 %) erbrachten. Diese konnte nochmals auf bis zu 81 % gesteigert werden
indem die Reaktion in reinem Acetonitril durchgefiihrt und die Menge an Base auf 2.5 Aquivalente
erhéht wurde. Reaktionstemperaturen von 40 °C oder gar 60 °C, bzw. mehr als 2.5 Aquivalente DIPEA,
flihrten zu einer deutlichen Braunfarbung der Reaktionslosung. In einem vergleichbaren Male, in
welchen die Farbung zunahm, sank die Ausbeute an Produkt. Gleichzeitig konnte auf einer
durchgefiihrten Diinnschichtchromatographie (DC) ein neuer, nicht zu zuordnender Spot detektiert

werden, welcher allerdings nicht isoliert werden konnte.

Eine mogliche Erklarung hierfiir bestand in der Annahme, dass es zu einer Basenkatalysierten

Eliminierung von Thioessigsdure kam (Abbildung 26).

AP '\L R s H’K
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Abbildung 26: Eliminierung von Thioessigséure als mégliche Nebenreaktion wéhrend der Amidkupplung.
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4.1.7. Hydrolyse der Esterfunktionen

Um die gewiinschten Endverbindungen zu erhalten, mussten die oben beschriebenen Zwischenstufen
noch an zwei Positionen hydrolysiert werden. Zum einen sollte der tert-Butylester gespalten werden,
um so die, fir die Inhibition der MBLs essentielle, Carbonsaurefunktion zu erhalten. Auf der anderen

Seite musste die Thiolgruppe durch eine Hydrolyse des Thioesters freigesetzt werden.

Da die oben beschriebene Hydrolyse mit konzentrierter wassriger Salzsaure (vgl. Schema 2) nahezu
guantitative Ausbeuten erbrachte, sollten auch die anderen Derivate auf diese Weise hydrolysiert
werden. Fir die Piperidin-Derivate mit der Carbonsdure in 3-, bzw. 4-Position fiihrte diese Strategie
auch zum gewitinschten Erfolg. Im Falle der anderen Derivate kam es allerdings auch zur Hydrolyse der

Amid-Bindung.

Als wasserfreie Alternative wurde die Esterspaltung mit Trifluoressigsaure in DCM durchgefiihrt. Nach
einer Reaktionszeit von sechs Stunden bei 40 °C konnte mittels DC-Kontrolle kein Edukt mehr
nachgewiesen werden. Der Thioester erwies sich unter diesen Bedingungen als stabil. Dies war
allerdings vorhersehbar, da an der Reaktion kein geeignetes Nucleophil teilnahm, welches die
Esterfunktion hatte spalten kdnnen. Die Spaltung des tert-Butylesters hingegen lief lber eine

Eliminierungsreaktion, welche kein Nucleophil bendtigte (Abbildung 20).

Als letzter Schritt sollte die acetylierte Thiolgruppe freigesetzt werden. Thioester sind daflir bekannt,
labil gegeniber primdren Aminen zu sein, was in verschiedenen Vorversuchen bestatigt werden
konnte. So wurde die Acetylgruppe unter anderem mit B-Alanin abgespalten. Milde und effektive
Bedingungen lieferte die Verwendung von verdiinnter wassriger Ammoniak-Lésung. Die Vorteile
dieser Variante lagen darin, dass keine weiteren Reagenzien bendtigt wurden und das Produkt durch
simple, wassrig-saure Aufarbeitung gewonnen werden konnte. Allerdings zeigte sich auch, dass die
Thiolgruppe unter basischen, bzw. oxidativen Bedingungen sehr schnell zur Ausbildung von Disulfid-

Bindungen neigten.

a), b)
\I(S __N_s »> HS. X _N_»
o O Oé\o/l< O ”on

Schema 5: Hydrolyse des tert-Butyl- und des Thioesters. a): 2.5 eq TFA, DCM, 40 °C, 6 h; b): 1 M NH3, 0 °C, R.T., 1 h (81 %, bzgl.
a)+b)).
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Diese unerwiinschte Nebenreaktion konnte reduziert werden, indem das Edukt in 12 mL Wasser
suspendiert wurde und das Gemisch anschlieRend mittels Ultraschalbad und Argon fiir ca. 20 Minuten
entgast wurde. Anschliefend wurde das Gemisch mit einem Eisbad gekiihlt und 1 mL einer wassrigen
Ammoniak-Losung (25 %) zugegeben. Nach einer 60-miniitigen Reaktionszeit konnte das Produkt mit

Ausbeuten von bis zu 81 % isoliert werden (Schema 5).
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4.1.8. Synthese der Piperazin-Derivate

Nachdem sich gezeigt hatte, dass Verbindung DB320 die besten ICso-Werte besal3, sollte tberpriift
werden, ob eine weitere Substitutionen am Piperidin-Ring toleriert werden wiirde. Im Folgendem
sollte dazu der Piperidin-Ring gegen eine Piperazin-Ring substituiert werden. Die Carboxylfunktion in
Position 2 des Ringes sollte erhalten bleiben. Uber die Aminofunktion in Position 4 des Piperazin-Rings
sollten unterschiedliche Reste eingefiihrt werden (Abbildung 27). Im Rahmen der Optimierung der
Synthese, wurde das Stereozentrum an Position 2 des Piperazin vorerst ignoriert und das racemische

Gemisch verwendet.

4
HS\/%(N . - > HS\AH/N .
= 2

© 67 oH 0% “OH

Abbildung 27: Substitution der Piperidin-2-carbonséure gegen Piperazin-2-carbonséure

Prinzipiell wurden hierfir zwei mogliche Syntheserouten erwogen. Die erste Moglichkeit bestand
darin, das 2-Carbonsaurepiperazin direkt an das Propansaure-Derivat zu koppeln und anschlieRend die

gewiinschten Teilstrukturen in Position 4 einzufiihren (Abbildung 28).

ﬁNH N-PC (\N,PG1
HNr ; HN . Y o ; \[(s . ij
-PG2 o) _PG2

07 “OH o o 0 oo
(\NH
- S __Nu
%ﬁ( r Y%Y r -~ r
PG2 o) O yA P2

Abbildung 28: Syntheseroute A zur Darstellung der Piperazin-Derivate (PG = Protecting Group, engl. Schutzgruppe).
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Hierzu hatten sowohl die Aminofunktion in Position 4, als auch die Carbonsdure geschiitzt werden
missen, sinnvollerweise mit einer orthogonalen Schutzgruppenstrategie. Nach der Amidkupplung
hatte das geschiitzte Amin wieder freigesetzt werden miissen. Dabei ware darauf zu achten gewesen,
dass die Bedingungen hierzu die Thioesterfunktion nicht in Mitleidenschaft gezogen héatten. Dies ware

auch bei den weiteren Synthesen zur Einfihrung der neuen Teilstrukturen zu beachten gewesen.

Um diese Probleme zu umgehen, wurde eine zweite Syntheseroute gewahlt. Hierbei wurden zuerst
die gewiinschten Reste am kauflich erworbenen Piperazin-Derivat eingeflihrt. Die so erzeugten

Derivate wurden anschliefend mit dem Propansaure-Derivat zum Amid gekoppelt (Abbildung 29).

R R
(\NH ) (\N 0 (\N
pG1- N~ —— pg1- N — HN& s. X OoH
_PG2 W
0”0 o) o)

1)

Abbildung 29: Syntheseroute B zur Darstellung der Piperazin-Derivate. |): Einfiihrung der gewiinschten Reste; II): Schiitzung

der Séurefunktion. Parallel dazu Entschiitzung der Aminofunktion; Ill): Amidkupplung; IV): Hydrolyse der Esterfunktionen.

Gerade in Bezug auf die Synthesen zur Derivatisierung der Propansdure (s.a. Kapitel 4.1.11) war diese
Syntheseroute vorteilhaft, da das Propansdure-Derivat erst relativ spat eingefiihrt werden konnte und
die Gber mehrere Stufen synthetisierten Propansduren nicht durch maRige Ausbeuten einzelner

Syntheseschritte verschwendet wurden.

105



Ergebnisse und Diskussion

4.1.9. Aufbau der Piperazin-Bausteine

Der erste Schritt im Aufbau der Endverbindungen war die Einfliihrung der gewlinschten Teilstrukturen
an Position 4 des Piperazin-Rings. Hier sollten die Amide der Benzoesdure und der Phenylessigsaure,
ein Phenylharnstoff-Derivat und ein Phenylsulfonamid eingefiihrt werden (Abbildung 30). Als
Ausgangsedukt wurde 1-(tert-Butoxycarbonyl)piperazin-2-carbonsdure verwendet, welche kauflich

erworben wurde.

R= Q (@) (0] O\\S//O
C \81\ \©
N
H

Abbildung 30: Synthon (r.) der Synthese der Piperazin-Derivate (I., A); Ubersicht der Edukte (B: Benzoeséure, Phenylessigséure,
Phenylisocyanat und Phenylsulfonylchlorid (v.l.n.r.); a)/b) 1.0 eq Benzoeséure/Phenylessigsdure, 1.2 eq EDC, 1.0 eq HOBt,
DCM, R.T., 1 h, 1.5 eq Piperazin-Derivat, R.T., 72 h; c¢) 1.0 eq Piperazin-Derivat, 1.0 eq Phenylisocyanat, Dioxan, 110 °C (MW),
0.5 h; d) 1.0 eq Piperazin-Derivat, 1.1 eq Benzolsulfonylchlorid, 3.0 eq Na;COs, DCM/H,0 (1:1), R.T., ii.N.; Die an Position 4

eingefiihrten Teilstrukturen (C).

Die Teilstrukturen a und b (Abbildung 30) wurden mittels Amidkupplungen eingefiihrt. Hierzu wurde
Benzoe-, bzw. Phenylessigsaure mit den Kopplungsreagenzien 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) und 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt) in DCM suspendiert. Die

Carbonsaure wird durch EDC aktiviert (Abbildung 31, I.). Das bei dieser Reaktion entstehende
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Isoharnstoff-Derivat wird durch HOBt substituiert (I.). Der resultierende Aktivester wird nun von der

freien Aminofunktion des Piperazin nucleophil angegriffen (ll.).

Um Nebenreaktionen zu vermeiden, wurden die Sauren jeweils eine Stunde mit den
Kopplungsreagenzien vorgeriihrt und anschlieBend das Amin zugegeben. Auf diese Wiese sollte
verhindert werden, dass die Carbonsaure am Piperazin ebenfalls aktiviert wird, was wiederum eine

Amidkupplung zwischen zwei Piperazin-Derivaten zur Folge hatte haben kénnen.

0
0
© N=c=N N . Q |
OH =C= —
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Abbildung 31: Allgemeine Reaktionsgleichung einer Amidkupplung mit den Kopplungsreagenzien EDC und HOBt.am Beispiel
von Benzoesdure und 1-(tert-Butoxycarbonyl)piperazin-2-carbonsdure; I: Aktivierung der Carbonséure durch EDC zum
entsprechendem Isoharnstoff-Derivat; Il: Bildung des Aktivesters mit HOBt und Freisetzung des Harnstoff-Derivats; ll:

Umsetzung des Aktivesters zum Amid.

Das Harnstoff-Derivat (Abbildung 30, c) wurde mittels Mikrowellenchemie synthetisiert. Als Reagenz
wurde hier Phenylisocyanat verwendet. Die beiden Edukte wurden in dquimolarer Menge in Dioxan
gelost und die Reaktionsldsung anschlieRend fiir 30 Minuten unter Mikrowelleneinstrahlung auf 110 °C
erhitzt. Im Anschluss wurde die Lésung mit einem Uberschuss an Wasser verdiinnt und das nicht

wasserlosliche Produkt konnte mittels Vakuumfiltration als weiRer Feststoff abgetrennt werden.

Die Synthese des Sulfonamids (Abbildung 30, d) erfolgte in einem Zweiphasensystem aus DCM und
Wasser. Dabei wurde das Piperazin-Derivat vorgelegt und das Phenylsulfonylchlorid tropfenweise

zugegeben. Um die entstehende Salzsdure abzufangen wurde festes Natriumcarbonat beigemischt.
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Alle synthetisierten Derivate (a-d) konnten durch Umkristallisation aufgereinigt werden.

Der nachste Schritt bestand in der Benzylierung der freien Carbonsaure (Abbildung 32). Hierzu wurden
die oben beschriebenen Zwischenprodukte mit Benzylbromid und festem Kaliumcarbonat umgesetzt.

Die Reaktion erfolgte in Acetonitril und lieferte Ausbeuten zwischen 87-91 %.
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Abbildung 32: Reaktionsmechanismus der Benzylierung nachdem Mechanismus einer Sy2-Reaktion.

Der abschlieRende Schritt bestand aus der Abspaltung der Boc-Schutzgruppe. Die
tert-Butyloxycarbonyl-Gruppe ist eine saurelabile Schutzgruppe. Wahrend der sauren Hydrolyse
entstehen als Nebenprodukte 2-Methylpropen und Kohlendioxid. Beide Nebenprodukte sind fliichtige
Gase, welche der Reaktionslésung entweichen. Dadurch verschiebt sich das Gleichgewicht der

Reaktion auf die Produktseite (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Mechanismus der séurekatalysierten Hydrolyse von BOC-Schutzgruppen.
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Obwohl fiir diese Reaktion bereits verdiinnte, wéassrige Salzsdure ausreichend gewesen ware, wurde
deren Verwendung verzichtet. Grund hierflir war zum einen, dass der Benzylester bei héheren
Temperaturen unter wassrig sauren Bedingungen ebenfalls hydrolysiert hiatte werden kénnte. Zum

anderen sind auch Amide gegenliber wassriger Salzsdure nicht dauerhaft stabil.

Stattdessen wurde eine Hydrogenchloridlésung (4 M in Dioxan) verwendet. Neben der erhdhten
Stabilitat der oben beschriebenen Gruppen, war das entstehende Hydrochlorid-Salz der freigesetzten

Aminogruppe nicht in Dioxan |6slich und fiel aus.

Eine weitere Alternative war die Verwendung von absoluter Trifluoressigsdure (TFA) in DCM. Der
Nachteil dieser Methode lag jedoch darin, dass Reste an TFA nur schwer zu entfernen waren und

wiederholt mit Toluol co-evaporiert werden mussten.

Die anschlieBende Kopplungsreaktion zwischen den nun freien Aminen und dem Propansaure-Derivat

erfolgte analog zur in Kapitel 4.1.6 beschriebenen Vorgehensweise.
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4.1.10. Die abschlieRende Esterhydrolyse

Der finale Schritt bestand in der Hydrolyse der beiden Esterfunktionen. Benzylschutzgruppen werden
in aller Regel hydrogenolytisch entfernt, zum Beispiel mit Wasserstoff und Palladium auf Kohle (Pd/C).
Da auch Thioester empfindlich gegeniliber Hydrogenolyse sind, sollten auf diesem Weg beide
Schutzgruppen parallel entfernt werden. Ein weiterer Vorteil dieser Reaktion bestand darin, dass keine
Gefahr bestand, Thioessigsdaure zu eliminieren und unter den reduktiven Bedingungen keine Disulfide

entstehen sollten.

Die Produkte der Amidkupplung wurden in Ethanol geldst. Es wurden finf Gewichtsprozent von
10 % Pd/C hinzugegeben. AnschlieRend wurde die Reaktion bei Raumtemperatur in einer Wasserstoff-
Atmosphadre fiir 6 Stunden gerihrt. Eine anschlieRende Aufarbeitung und Analytik erbrachten
hauptsachlich Edukt. Eine weiterflihrende Untersuchung mittels HPLC zeigte, dass zum einem geringen
Anteil das freie Thiol entstanden war. Ein vollstandig entschiitztes Produkt, oder ein Produkt der
Hydrogenolyse des Benzylesters konnten nicht gefunden werden. Es zeigte sich, dass Thiole in der Lage
sind, Pd-Katalysatoren zu vergiften. Folglich konnte davon ausgegangen werden, dass die
Hydrogenolyse solange funktionierte, bis eine bezlglich des Palladium dquimolare Menge Thiol
freigesetzt wurde. Nachdem dann der Katalysator vollstandig vergiftet war, stoppte die Reaktion. Diese

Ergebnisse zeigen auch, dass Thioester gegeniiber Hydrogenolyse empfindlicher sind, als Benzylester.

R R B R
N N N
© 07 oH © © o oB © 07 oH

Schema 6: Parallele Spaltung des Benzyl- und des Thioesters. A: 10 Gew.-% Pd/C (10 %); B: 4.5 eq LiOH, Wasser/THF (2:1). R.T.,
Gu.N.

Das gewlinschte Produkt konnte erhalten werden, indem das veresterte Edukt in einem 2:1 Gemisch
aus Wasser und THF suspendiert und mit 4.5 Aquivalenten Lithiumhydroxyd iiber Nacht bei

Raumtemperatur geriihrt wurde (Schema 6).
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4.1.11. Synthese der Propanséure-Derivate - Retrosynthetische Uberlegungen

Nach der Synthese der verschieden Piperazin-Derivate, sollte der Phenylring der 3-(Acetylthio)-2-
benzylpropansdure substituiert werden. Da die Auswahl an kauflich erwerbbaren
3-(Acethylthio)propansduren-Derivaten sehr eingeschrankt war, musste ein Weg gefunden werden,

diese selbst zu synthetisieren.

Den Ansatzpunkt fir eine entsprechende Synthesestrategie gab die Nebenreaktion der oben
beschriebenen Amidkupplung, wahrend der Thioessigsdure eliminiert wurde. Die daraus resultierende
a,B-ungesattigte Carbonyl-Verbindung konnte ihrerseits als Akzeptor flr eine Michael-Addition dienen

(Abbildung 34).
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Abbildung 34: Allgemeine Reaktionsgleichung einer 1,4-Addition von Thioessigséure an eine exo-Methylenverbindung.

Dieser Ansatz erlaubte es, die Thiol-Funktion erst zu einem spateren Zeitpunkt der Synthese
einzufiihren. Dies brachte den Vorteil mit sich, dass keine Ricksicht auf den vergleichsweise

empfindlichen Thioester genommen werden musste.

Der nachste logische retrosynthetische Schritt war die Spaltung der Amid-Bindung. Die beiden
Synthons fir die Synthese waren die in a-Position substituierte Acrylsdure und das entsprechende

Amin (Abbildung 35).

O~__OtBu

1 i O
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Abbildung 35: Mégliche Synthons der Retrosynthese des Acrylamids..
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Obwohl eine Vielzahl an Derivaten der Acrylsdure kommerziell erwerbbar gewesen ware, erschien es
erstrebenswerter, die Retrosynthese noch einen Schritt weiter zu treiben und die gewiinschten

Derivate selbst zu synthetisieren.

Die Acrylsdure ist nicht nur eine a,B-ungesattigte Carbonyl-Verbindung, sondern auch eine
exo-Methylen-Verbindung. Diese lassen sich generell mittels Mannich-Reaktionen darstellen. Hierbei
wird der a-Kohlenstoff einer Carbonylverbindung, unter Verwendung des Eschenmoser-Salz, zundchst
um eine CH,-N(Me;)-Einheit verlangert. Die so erzeugte Mannich-Base kann anschlieend am Stickstoff
methyliert werden. Durch eine baseninduzierte Eliminierung des Amins wird dann die exo-Methylen-

Gruppe erzeugt (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Stark vereinfachte Darstellung der Reaktionsschritte einer Mannich-Reaktion mit anschliefSender

N-Methylierung der Mannich-Base und E1cb Reaktion (R = H, Alkyl).

Der Nachteil dieser Reaktion besteht darin, dass sie nur mit Aldehyden, bzw. Ketonen sauber ablauft.
Die a-Kohlenstoffe von Carbonsauren, einfachen Estern und Amiden sind in aller Regel, auf Grund der

mesomeriestabilisierten Carbonylgruppen, nicht reaktiv genug.

Weitere Moglichkeiten zur Synthese von a,B-ungesattigten exo-Methylen-Verbindungen waren Metall

katalysierte Reaktionen, oder eine Wittig-Horner-Reaktion mit Formaldehyd gewesen.

Frost et al. publizierten eine elegante Synthesestrategie zur Darstellung von Acrylestern, ausgehend

von Meldrumsaure und Aldehyden.* Der erste Schritt erfolgte nach einer Knoevenagel Kondensation
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(Abbildung 37, I.). Die resultierende C-C-Doppelbindung wurde mit in situ generierten NaBH(OAc);

reduziert (I1.).
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Abbildung 37: Die einzelnen Reaktionsschritte vom Aldehyd, hin zum Acryl-Ester. I.: Knoevenagel-Reaktion mit

Meldrumssdure, Il.: Reduktion der C-C-Doppelbindung, Ill.: Cycloeliminierung und Umesterung.*:

Im abschlieBendem Schritt kam es, unter der Verwendung des Eschenmoser-Salz und tert-Butanol zur
Ringoffnung der Meldrumsaure, wobei gleichzeitig die exo-Methylen-Gruppe und der tert-Butylester

erzeugt wurden (l11.).

Diese Methoden ermoglichte es, die gewilinschten Acrylsdure-Derivate aus mannigfaltig verfiigbaren
Aldehyden herzustellen. Im Rahmen einer Abschlussarbeit zur Erlangung des akademischen Grads
,Master of Science” Chemie wurde diese Syntheseroute von Christian G. Kurz flir ausgewahlte
Aldehyde unter meiner Betreuung optimiert. Im Folgenden sollen der gewahlte Syntheseweg und die
durchgefiihrten Reaktionen aufgezeigt werden. Fir tiefergreifende Details sei auf die Abschlussarbeit
von Herrn M.Sc. Ch. G. Kurz verwiesen (Kurz, Christian G., Optimierung des synthetischen Zugangs zu
Tiol-basierten Inhibitoren der Metallo-beta-Lactamasen, Goethe-Universitat Frankfurt, FB14, Frankfurt

2015).
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4.1.12. Substitutionen am Aromaten

Der Phenylring der urspriinglichen Verbindung sollte durch einen Vanillin-, ein 4-Bromphenyl- und

einen Thiophen-Rest ersetzt werden (Abbildung 38).

R
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Abbildung 38: Ubersicht der substituierten aromatischen Ringe: Vanillin, 4-Bromphenyl und Thiophen (v.l.n.r.)

Fiir die Optimierung der Synthesen wurden Vanillin als Edukt gewahlt. Im ersten Schritt wurde,
abweichend von der klassischen Methode, eine saurekatalysierte Variante der Knoevenagel-
Kondensation durchgefiihrt (Schema 7, ). Die Verwendung von nicht nucleophilen basischen Aminen

brachte keine nennenswerte Umsetzung.

HO OMO H

(ONQ HO HO

2N

Schema 7: 1.: 0.9 eq Aldehyd, 1.0 eq Meldrumsdure, 0.1 eq, AcOH, i-PrOH, 75 °C, 2 h (72 %); Il.: 31 eq AcOH, 8 eq NaBH,4, DCM,
0°C,1h,RT.,1h, Argon, 98 %

Die sdurekatalysierte Methode lief allerdings nur bei der Verwendung von Vanillin (72 % Ausbeute)

und dem Thiophen-2-carbaldehyd (67 %) sauber ab. Bei der Umsetzung der Meldrumsaure mit
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4-Brombenzaldehyd konnte das erwiinschte Zwischenprodukt nachgewiesen, aber nicht isoliert

werden. Die weiteren Umsetzungen erfolgten daher mit dem Rohprodukt.

Eine mogliche Erklarung hierflr ist, dass das es sich bei Vanillin und Thiophen, im Gegensatz zum
4-Brombenzaldehyd, um elektronenreiche Aromaten handelt. Um den Einfluss der Aromaten auf die
Reaktion hervorzuheben, soll hier detaillierter auf den Mechanismus der Knoevenagel-Reaktion

eingegangen werden.

Die klassischen Bedingungen einer Knoevenagel-Reaktion, welche ihrerseits eine Variante der Aldol-
Reaktion, bzw. -Kondensation ist, sind die Verwendung einer C-H-aziden 1,3-Dicarbonsaure
(z.B. Malonsdure), welche mit einem Aldehyd reagiert und einer Aminbase. Alternativ zur
Dicarbonsaure konnen die entsprechenden Ester oder Meldrumsaure verwendet werden. Die C-H
azide Verbindung wird von der Base deprotoniert (Abbildung 39) und es entsteht das
korrespondierende Enolat. Dieses kann nun den elektrophilen Carbonylkohlenstoff des Aldehyds

nucleophil angreifen.
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Abbildung 39: Vorgeschlagener Reaktionsmechanismus der Knoevenagel-Reaktion am Beispiel von Meldrumsdure, einem

Aldehyd (R # H) und Pyridin als Base.

Das dabei entstehende Aldol kann nun nach einem Elcb Mechanismus Eliminieren, wobei formal ein

Aquivalent Wasser entsteht.

115



Ergebnisse und Diskussion

Der verwendeten Base kommen hierbei zwei Aufgaben zu. Zum einen wird durch Deprotonierung der
C-H aziden Verbindung (hier Meldrumsaure) das nucleophile Enolat erzeugt, zum anderen unterstitzt

sie den abschlieRenden Eliminierungs-Schritt.

Prinzipiell kann diese Reaktion auch unter saurer Katalyse verlaufen. Allerdings wiirde dadurch die
Eliminierung wahrscheinlich nicht mehr nach einem stabilisiertem Elcb, sondern nach einem E1
Mechanismus ablaufen. Hierbei miisste ein Carbo-Kation als Zwischenstufe durchlaufen werden. Dies
gelingt umso besser, desto hoher die Elektronendichte am entsprechendem Kohlenstoff ist. Ist der
Rest R (Abbildung 39), wie in der vorliegenden Arbeit, ein Aromat, spielt es eine entscheidende Rolle,
wie elektronenreich dieser ist. Die aromatischen Ringe von Vanillin und Thiophen besitzen einen
Uberschuss an Elektronendichte, und iiben daher keinen nennenswerten Elektronenzug auf das
Kohlenstoff-Atom, welches die potentielle Abgangsgruppe tragt, aus. Der Brom-Substituent am 4-
Bromphenyl hat einen -I-Effekt, woraus ein elektronenarmer Aromat resultiert. Dieser wiederum hat
einen elektronenziehenden Effekt auf das Kohlenstoffatom. Auf Grund des dadurch entstehenden,

energetisch unglinstigen Kations, findet die Reaktion nicht statt.

Folglich lieB sich die saure Variante der Knoevenagel-Reaktion nur mit elektronenreichen Aromaten

mit befriedigendem Erfolg durchfihren.

Die entstandene C-C-Doppelbindung wurde anschlieRend mit dem milden Reduktionsmittel
Natriumtriacetoxyborhydrid reduziert. Dieses wurde durch Zugabe von Natriumborhydrid in die

essigsaure Reaktionslésung in situ generiert.

Im folgendem Schritt wurde das reduzierte Zwischenprodukt mit 3.5 Aquivalenten Eschenmoser-Salz
umgesetzt. Dabei liefen mehrere Reaktionen nacheinander ab. Zu Beginn wurde das Eschenmoser-Salz
in einer Mannich-Reaktion an das nucleophile Kohlenstoffatom des Meldrumsdure-Restes addiert

(Abbildung 40).
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Abbildung 40: Mannich-Reaktion zwischen Meldrumséure-Derivat und Eschenmoser-Salz
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Als Losungsmittel wurden wahlweise ein Gemisch aus tert-Butanol und THF oder reines Methanol
verwendet. Die zweite ablaufende Reaktion war eine Cycloeliminierung der Meldrumsaure. Wahrend
dieser Reaktion entstand zum einen die exo-Methylengruppe und zum anderen, abhdngig vom

gewahlten Alkohol, der entsprechende Ester (Abbildung 41).
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Abbildung 41: Vorgeschlagener Mechanismus zur Cycloeliminierung und Esterbildung, mit gleichzeitiger Ausbildung der C-C-

4~

\

Doppelbindung

Ein moglicher Reaktionsmechanismus ware jener, dass die Meldrumsaure vom verwendeten Alkohol
nucleophil angegriffen wird. Die ablaufende Umesterung flihrt zu einer Eliminierung von Aceton und
anschlieRender Decarboxylierung. Die Reaktion wurde bei 75 °C durchgefiihrt. Dadurch wurden
sowohl das Aceton dem Reaktionsgleichgewicht entzogen (Sdp. 56 °C) als auch die Decarboxylierung
beglinstigt. Eine weitere Triebkraft sollte die elektronenziehende Wirkung des Amins gewesen sein,
welche seinerseits eine gute Abgangsgruppe war. Die guten Ausbeuten von Frost et al. konnten

reproduziert, bei der Verwendung von Methanol sogar noch auf tGiber 80 % verbessert werden.

Die anschliefende Esterhydrolyse wurde in wassriger 1 M Natriumhydroxid-Losung bei 100 °C unter

Mikrowellenbestrahlung durchgefiihrt und lieferte sehr gute Ausbeuten.

Die Amidkupplung zwischen dem generierten Acrylsdure-Derivat und L-Prolin-tert-Butylester wurde
ebenfalls unter Mikrowellenbestrahlung durchgefiihrt. Hierzu wurde die Sdure vorab mit
Thionylchlorid zum korrespondierendem Sadurechlorid umgesetzt. AnschlieRend erfolgte die Kopplung

zum Amid (Schema 8).

Q ] Q HN I o ©
R%OH = RYkCI — —
S OtBu

Schema 8: 1.: 2.5 eq SOCl,;, DCM, kat. DMF, 50 °C, 1 h; Il.: 1.1 eq Amin, 3.0 eq DIPEA, 90 °C, uW, 1 h, 55-73 %.

OtBu

,,/(
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Im folgenden Syntheseschritt wurde, unter Ausbildung eines Stereozentrums, die Thioacetat-Gruppe
eingefiihrt. Dies erfolgte im Sinne einer Michael-Addition (Abbildung 42). Die besten Ausbeuten
konnten erzielt werden, indem das Acrylamid-Derivat in einem zweihundert-fachen Uberschuss an

Thioessigsdure fur 66 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt wurde (78-83 %).
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Abbildung 42: Mechanismus der Michael-Addition von Thioessigsdure

Die abschlieRende Hydrolyse der beiden Ester-Gruppen des Molekiils erfolgte analog zu den weiter

oben beschriebenen Methoden.
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4.1.13. EinfUhrung einer basischen Funktion am Aromaten

Auf Grund einer Docking-Studie sollte am Phenylring der Verbindung DB320 noch ein
Wasserstoffbriicken-Akzeptor eingeflihnrt werden. Dies sollte die Ausbildung einer weiteren
Wasserstoffbriicken-Bindung zwischen den MBLs und dem Inhibitor zur Folge haben. Als mdgliche
Substitutionen wurden ein primares Amin und ein Triazol-Ring erwogen (Abbildung 43). Die im
folgenden beschriebenen Arbeiten wurden von Daniel Kohnhduser im Rahmen seines praktischen

Jahres zur Zulassung zum dritten Abschnitt der pharmazeutischen Prifung durchgefiihrt.

HN H,N

Abbildung 43: Derivate der Verbindung DB320: mit einem unsubstituierten Triazol in para-Position (DBDK58, I.) und einem

Benzylamin, anstatt des Phenylrings (DBDK-Amin r.).

Als Edukt fur die Synthese der Verbindung DBDK48 wurde 4-Ethinylbenzaldehyd verwendet. Dieses
wurde, parallel zur oben beschriebenen Syntheserouten, in einer Knoevenagel-artigen Reaktion mit
Meldrumsaure umgesetzt. Da unter saurer Katalyse kein Produkt isoliert werden konnte, wurde die
Reaktion unter basischen Bedingungen durchgefiihrt. Als Base wurde DBU verwendet. Zuséatzlich
wurde CaCl; hinzugefiigt, um das bei der Reaktion entstehende Wasser abzufangen. Dadurch konnten
Ausbeuten von bis zu 96 % erreicht werden. Die anschlieRende Reduktion der Doppelbindung erfolgte

wie oben beschrieben.

Bei der folgenden Umsetzung mit Eschenmoser-Salz, kam es zu einer unerwarteten Nebenreaktion.
Neben der angestrebten Mannich-Reaktion mit anschlielender Eliminierung, reagierte auch die Ethin-
Gruppe mit dem Eschenmoser-Salz. Dabei kam es zu einer Substitution des Protons an der

C-C-Dreifachbindung (Abbildung 44).

Um diese unerwiinschte Nebenreaktion zu unterdriicken, wurde die Menge an Eschenmoser-Salz auf
zwei Aquivalente reduziert. Hierdurch konnte der Anteil an Nebenprodukt deutlich reduziert werden.

Allerdings sank auch die Ausbeute auf 39 %.
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Abbildung 44: Produkt (0.) und Nebenprodukt (u.) der Reaktion von DBDK5 mit 3.5 eq Eschenmoser-Salz.

Die nachfolgende Esterhydrolyse, sowie die Amidkupplungen mit 2-Pipecolinsdure-tert-butylester

wurden wie oben beschrieben durchgefiihrt.

Der Aufbau des Triazols erfolgte durch die Umsetzung von Verbindung DBDK56 mit TMS-Azid. Die
beiden Edukte reagierten nach dem Mechanismus einer Kupfer katalysierten Azid-Alkin-Cycloaddition

(Schema 9).

Schema 9: Cycloaddition zwischen TMS-Azid und der Ethinylbindung am Aromaten. 1.5 eq Azid, 0.05 eq Cul, MeOH, DMF,
Argon, 100 °C, 12 h, 60 %.

Das isolierte Produkt enthielt keine TMS-Schutzgruppe mehr. Ob diese bereits wahrend der Reaktion,

oder im Rahmen der Aufarbeitung abgespalten wurde, konnte nicht geklart werden.

Die nachfolgende Addition von Thioessigsdure erfolgte wiederum nach dem oben beschriebenen
Protokoll. Ebenso die Spaltung des tert-Butylesters mit TFA und die Hydrolyse des Thioesters mit

wassriger Ammoniaklésung.
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Die Aufreinigung der Endverbindung DBDK58 erwies sich als schwierig. Wie auch bei den fritheren
Derivaten, erbrachte eine Umkristallisation keinen Erfolg. Auch die Aufreinigung mittels praperativer

HPLC fuhrte nur zu einer Reinheit von 84 %.

Die Verbindung DBDK-Amin sollte, ausgehend von 4-Cyanobenzaldehyd, analog zur Syntheseroute von
DBDK58 umgesetzt werden. Nach der Hydrolyse der beiden Esterfunktionen, sollte die Nitril-Gruppe

zum primaren Amin reduziert werden.

Wahrend der Addition von Thioessigsaure an die terminale Doppelbindung der Acrylverbindung
DBDK42 entstand neben dem gewtinschten Thioester auch ein primares Thioamid an Stelle der Cyano-

Funktion (Abbildung 45).
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Abbildung 45: Nebenreaktion wéhrend der Addition von Thioessigsdure an DBDK42. Rechts oben das gewiinschte Produkt,
unten die erhaltene Struktur DBDK43.

Alternativ zur angestrebten Amin-Struktur, wurde beschlossen, das Thioamid zu einem Amidin
umzusetzen. Dazu wurde das isolierte Thioamid in Methyl-tert-Butylether gelést und mit 1.5
Aquivalenten lodmethan versetzt. Das Zwischenprodukt wurde ohne weitere Aufarbeitung in
Acetonitril geldst und unter Einsatz von zwei Aquivalenten Ammoniumacetat konnte das Amidin

erhalten werden (Schema 10).
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l. .
H,N —— | HN —— 3 HN
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Schema 10: Synthese des Benzamidin. I.: 1.5 eq lodmethan, MTBE, R.T., 23 h; Il.: 2 eq CHsCOONH,4, ACN, R.T., 2 h.

Abweichend von der oben beschriebenen Methode wurde fiir die Hydrolyse des tert-Butylesters in

diesem Fall 4 M HCl in Dioxan verwendet. Die Spaltung des Thioesters erfolgte wiederum mit 1 M

wassriger Ammoniaklésung.

Das erhaltene Rohprodukt konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht aufgereinigt werden.
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4.2. Betrachtung der inhibitorischen Aktivitaten

In der vorliegenden Arbeit wurden, basierend auf der Leitstruktur von Captopril, verschiedene

Inhibitoren fir Metallo-B-Lactamasen synthetisiert (Abbildung 46).
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Abbildung 46: Ubersicht der in dieser Arbeit synthetisierten und auf ihre Aktivitét hin untersuchten Verbindungen.

Die synthetisierten Verbindungen wurden in einem in vitro Assay auf ihre inhibitorische Aktivitat
gegenilber den Metallo-B-Lactamasen NDM-1, VIM-1 und IMP-7 hin untersucht. Die ermittelten

ICso-Werte der jeweiligen Substanzen sind in Tabelle 4 aufgefihrt.
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Tabelle 4 Ubersicht der ermittelten ICso-Werte gegen die einzelnen Lactamasen. Die Werte sind Mittelwerte aus drei

unabhdngigen Messungen. Die einzelnen Werte wurden in Triplikaten gemessen.

Konfig.?
B
B
R
s
s
s
s

aKonfiguration am a-Kohlenstoff des Aminosdure-Rest, bKlingler et al., cachiral, 9nicht feststellbar.

NDM-1

6.4 +2.50°

3.2+0.29

1.6+0.25

1.8+0.51

2.4+0.51

2.2+0.48

1.7+0.15

26+0.71

0.7 £0.05

6.70+ 0.57

2.5+0.33

4.5+0.95

25.2 +4.66

17.0+1.09

6.2 +0.25

47.7 £9.48

VIM-1

6.8 +1.20°

16.3+2.63

1.4+0.16

2.6+0.32

2.9+0.27

n.f.¢

12.1+1.48

4.9+0.70

4.6+0.85

16.2+£2.81

4.5+0.69

4.9 +0.62

23.1+2.37

6.8+0.74

16.1+4.20

7.0+ 0.78

IMP-7

2.9+0.90°

4.6+0.17

2.2+0.03

1.6 £0.09

7.9+0.48

7.4+1.06

6.1+0.90

4.7+0.79

0.9+0.06

2.9+0.27

0.3+0.01

1.1+0.06

30.4+£5.43

8.7+1.73

7.7 £1.65

0.3+0.25
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4.2.1. Substitutionen am westlichen Molekdilteil - Teil 1

Die erste Substitution an der Captopril-Leitstruktur bestand in der Substitution der Methyl- durch die

Benzylgruppe (Abbildung 47).

HSJ*\”/N / %YQ
0
o7 ~OH

D/L-Captopril: (6.4 /6.8/2.9) DB151: (3.2/ 16.3 / 4.6)

Abbildung 47: Captopril und DB151. In Klammern die jeweiligen ICso-Werte in uM beziiglich (NDM-1 / VIM-1 / IMP-7).

Die hierdurch generierte Verbindung DB151 zeigte in einem in vitro Assay mit Captopril vergleichbare
ICso-Werte gegeniliber den Metallo-B-Lactamasen NDM-1 und IMP-7. Die neu eingefiihrte
Phenylgruppe scheint hier keinen nennenswerten Einfluss zu besitzen. Im Falle von VIM-1 jedoch

verschlechtert sich der ICso von 6.8 uM (Captopril) auf 16.3 uM.

In Abbildung 48 ist die Proteinoberflache der Metallo-B-Lactamase NDM-1 in unmittelbarer Umgebung

des aktiven Zentrums dargestellt.

*

Abbildung 48: A: L-Captopril (orange) in der Bindetasche von NDM-1 (PDB: 4EXS) mit farbcodierter Darstellung der
Proteinoberfldche (Griin: Hydrophob, Magenta: Hydrophil). Die Thiolgruppe (gelb) koordiniert die beiden Zink-(Il)-lonen. Die
Sduregruppe bildet eine Wasserstoffbriickenbindung mit dem Peptid-Riickgrat aus; der Sauerstoff der Amidbindung mit der

Seitenkette von Asn220. B: Die simulierte Pose von DB151 (cyan).
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Bei dem Liganden in der Bindetasche handelt es sich um L-Captopril. Die Methylgruppe der Verbindung
ragt in dieser Pose weg vom Protein in Richtung Umgebung. Es ist ersichtlich, dass die Einfiihrung einer
Phenylgruppe an dieser Stelle zu keiner zusatzlichen Interaktion mit dem Protein fiihren sollte. Da sich
Verbindung DB151 strukturell nicht weiter von Captopril unterscheidet, ist es nachvollziehbar, dass fiir

diese beiden Inhibitoren vergleichbare ICso-Werte gemessen werden.

Die Region um das katalytische Zentrum der Metallo-B-Lactamase IMP-7 unterscheidet sich gegeniber
NDM-1 am deutlichsten durch die Aminosdure Trp46. Bedingt durch die aromatische Seitenkette
dieser Aminosdure bildet die Proteinoberflache an dieser Stelle eine tunnelférmige Bindetasche aus

(Abbildung 49).

Abbildung 49: Die Binderegion der Metallo-8-Lactamase IMP-7. Die Seitenkette der Aminosdure Trp46 verengt das aktive
Zentrum zu einem Tunnel. A: L-Captopril (PDB: 4C1F); Da von IMP-7 keine Kristallstruktur vorliegt, wurde die Struktur von
IMP-1 herangezogen. Alle Aminosduren, die sich in den beiden Mutanten voneinander unterscheiden, liegen mindestens 6 A
vom Liganden entfernt, was eventuelle direkte Wechselwirkungen mit dem Liganden ausschliefsen sollte; Griin: hydrophob,

Magenta: hydrophil), B: Das S-Isomer von DB151.

Dennoch unterscheiden sich die ICso-Werte der beiden Verbindungen Captopril und DB151 gegeniiber
IMP-7 ebenfalls kaum voneinander. Dies kann darauf zurlickgefiihrt werden, dass die neu eingefiihrte

Phenylgruppe zu keinen repulsiven Wechselwirkungen fihrt.

Gegenliber der Metallo-B-Lactamase VIM-1 besteht ein deutlicher Unterschied zwischen den
inhibitorischen Aktivitdten der beiden Verbindungen. Der ICso-Wert von DB151 ist mit 16.3 uM um
etwa den Faktor 2.5 schlechter, als der von Captopril (6.8 uM). Hier scheint die zusatzliche

Phenylgruppe einen negativen Einfluss zu besitzen.
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Da die MBL VIM-1 bislang noch nicht kristallisiert wurde, gestaltet sich eine genauere Begriindung des
Aktivitatsverlustes schwierig. Die MBL VIM-2 wurde mit dem Liganden L-Captopril co-kristallisiert. Die
jeweiligen Aminosauresequenzen der beiden Proteine unterscheiden sich in 15 Aminosauren. Davon
befindet sich keine Aminoséure in unmittelbarer Umgebung (< 5 A) des Liganden. Dadurch kann
angenommen werden, dass sich die Wechselwirkungen zwischen dem Liganden und den Enzymen im
aktiven Zentrum der jeweiligen Mutante nicht sonderlich voneinander unterscheidet. Im Folgenden
soll, aufbauend auf dieser Annahme, die Kristallstruktur von VIM-2 (PDB: 4C1D) als vergleichbar fiir die
Struktur von VIM-1 gelten.

Betrachtet man die Kristallstruktur von VIM-2, fallt auf, dass die Carbonsaurefunktion am
Pyrrolidinring von L-Captopril keine Wasserstoffbriickenbindung mit dem Amid der Aminosdure
Asn210 ausbildet. Dafiir besteht eine solche Wechselwirkung zwischen Asn210 und dem Carbonyl-
Sauerstoff der Amid-Bindung. Die Aktivitat gegeniber VIM-1 verschlechtert sich durch die Einfliihrung
der Phenylgruppe von 6.8 uM (Captopril) auf 16.3 uM (DB151). Eine Erklarung hierfiir kdnnten zwei
Wassermolekiile sein, welche im aktiven Zentrum von VIM-2 koordiniert sind (Abbildung 50). Diese
kénnten vom Phenylring verdrangt werden, ohne dass eine neue energetisch positive Wechselwirkung

zwischen Ligand und Protein ausgebildet wird.

Abbildung 50: Darstellung des aktiven Zentrums von VIM-2. In Griin die untersuchten Wassermolekiile. Fiir die Untersuchung
wurde das in MOE implementierte Lésungsmittelanalyse-Tool verwendet. Hieriiber kénnen die Aufenthaltsorte von
Wassermolekiile vorhergesagt und die freie Energie (AG) dieses Wassers berechnet werden. Dabei ist es energetisch glinstiger,
Wassermolekiile mit einem positiven Beitrag (AG > 0) zu ersetzen, als solche mit einem negativen Beitrag (AG > 0).
A: L-Captopril (orange) in der Binderegion der MBL VIM-2 (PDB: 4C1D). B: Simulation der Verbindung DB151 (cyan) in der
VIM-2 Bindetasche.
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4.2.2. Substitutionen am westlichen Moleklteil - Teil 2

Der nachste Schritt der Derivatisierung bestand in einer Variation der Phenylgruppe durch andere
aromatische Teilstrukturen. Dabei wurden ein Vanillin-, und ein Thiophen-Rest, sowie ein para-Brom
substituierter Phenylring eingeflihrt (Abbildung 51). Gleichzeitig wurde durch die Verwendung von

L-Prolin eine absolute Stereoinformation eingefihrt.

HS\J*\WN
o) g OH
R=
Br\©\/ HOQ\/ m
-0 s
DBCK98: (6.2/16.1/7.7) DBCK®68: (25.2/23.1 / 30.4) DBCK96: (17.0/6.8/8.7)

Abbildung 51: Die drei Derivate mit Substitutionen am Aromaten: Das para-Brom-Derivat, ein Vanillin-artiger Rest und ein

Thiophenring (v.l.n.r). In Klammern die jeweiligen ICso-Werte in uM beziiglich (NDM-1 / VIM-1 / IMP-7)

Die Verbindung DBCK98 unterscheidet sich in ihren ICso-Werten kaum von der nicht bromierten
Struktur DB151, obwohl das Brom-Atom deutlich gréBer und die C-Br-Bindung nahezu doppelt so grof

wie die C-H-Bindungslange ist.

Deutlich anders verhilt es sich mit der Verbindung DBCK68. Die inhibitorische Leistung verschlechtert
sich gegeniber allen untersuchten Metallo-B-Lactamasen. Die 2-Hydroxyanisol-Struktur von DBCK68
tragt eine Hydroxygruppe in para-Position und eine Methoxygruppe in meta-Position. Durch die
Einflihrung dieser beiden Gruppen verschlechtert sich der ICso-Wert gegeniiber DB151 (3.2 uM) um
etwa den Faktor acht auf 25.2 uM. Dieser Effekt konnte eventuell elektrostatische Griinde haben. Die
Proteinoberflaiche von NDM-1 ist im Bereich des phenolischen Hydroxylfunktion von DBCK68 negativ
polarisiert. Da die Sauerstoffatome der neu eingeflihrten Substituenten ebenfalls negative
Partialladungen tragen, konnte es hier zu energetisch unglinstigen elektrostatischen

Wechselwirkungen (Abbildung 52).
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Abbildung 52: Docking der Verbindung DBCK68 in der NDM-1 Bindetasche (PDB: 4EXS; Elektrostatik der Proteinoberfldiche:

rot: negativ, blau: positiv, weif3: neutral).

Gegenliber IMP-7 zeigt DBCK68 einen ICsp-Wert von 30.4 uM und ist damit deutlich weniger aktiv als
Verbindung DB151 (4.6 uM). Die genaue Ursache fiir diesen Aktivitatsverlust konnte nicht geklart
werden. Denkbare ware, dass die beiden zusatzlichen Gruppen am Aromaten zu sterisch Hinderungen

fuhren.

Im Vergleich mit DB151 zeigt DBCK68 eine nur leicht schwachere Aktivitat (23.1 uM) gegenliber VIM-1.
Dies konnte ebenfalls mit der Verdrangung der koordinierten Wassermolekiile begriindet werden (vgl.

Abbildung 50).

Die Verbindung DBCK96 zeigt mit einem ICso-Wert von 17.0 uM ebenfalls eine verringerte Aktivitat
gegenliber NDM-1 als DB151. Das Molekil tragt anstelle eines substituierten Phenylrestes einen
Thiophenring. Dieser ist rund um das Schwefelatom negativ polarisiert. Da der Aromat in einem
Bereich liegt, in welchem die Proteinoberflache teilweise ebenfalls negativ polarisiert ist. Dadurch

kénnte es hier, vergleichbar mit DBCK68, zu elektrostatischen Repulsionen kommen.

Das inhibitorische Potential der Verbindung DBCK96 unterscheidet sich gegeniber IMP-7 nur
unwesentlich von denen der Verbindungen DB151 und DBCK98. Alle diese Derivate sind am Aromaten
sterisch weniger anspruchsvoll, als DBCK68. Dies konnte dies ein weitere Hinweis darauf sein, dass im

Falle von IMP-7 an dieser Position grofRere Reste nicht toleriert werden.
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Interessant ist, dass DBCK96, verglichen DB151 und DBCK68/98 eine verbesserte Inhibition von VIM-1
zeigt. Der Thiophenring ist kleiner als ein Phenylring. Dies konnte dazu fiihren, dass die oben

beschriebenen Wassermolekiile in diesem Fall nicht verdrangt werden.

Im Rahmen der hier beschriebenen Substitutionen zeigte das Derivat mit dem unsubstituierten
Phenylring die beste inhibitorische Aktivitat gegenilber allen untersuchten MBLs. Ein weiterer Vorteil
dieser Teilstruktur besteht darin, dass sie synthetisch leichtzuganglich ist. Die Einflihrung gréRere
aromatischer Teilstrukturen, sowie negative Partialladungen im Bereich des Aromaten werden an

dieser Position nicht toleriert. Daher wurde Phenylrestest fiir die weiteren Synthesen beibehalten.

Da Phenylringe durch eine Hydroxylierung in para-Position metabolisiert werden kénnen??, ist
erstrebenswert, diese Position durch die Einflihrung eines Substituenten (z.B. ein Halogen) zu
schiitzen. Da die in para-Position bromierte Verbindung DBCK98 dhnliche Aktivitaten zeigt, ware es auf
Grund der potentiell verbesserten metabolischen Stabilitdt denkbar, in einem fortgeschrittenen

Stadium der Struktur-Wirkungsbeziehung-Studien auf das Bromphenyl-Derivat zurtickzugreifen.
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4.2.3. Derivate mit a-Aminosaurestruktur

Im Folgenden wurde der Prolinring durch unterschiedliche Aminosduren substituiert. Der neu
eingefiihrte Phenylring wurde dabei als Teilstruktur nicht mehr variiert. In diesem Kapitel sollen die
Derivate betrachtet werden, bei denen die Sdurefunktion in a-Position zur Amidgruppe steht

(Abbildung 53).

. . H .
%(@ HS N HS N
o ) I o) ;\

O~ OH 0O~ OH
DB151: (3.2/16.3/4.5) uM DB314: (1.7/12.1/6.1) uM DB315: (3.7/4.9/4.7) uM
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DB361: (4.5/4.9/1.1) uM DB320: (0.7 /4.6 / 0.9) uM DB358: (6.7 / 16.2 / 2.9) uM

Abbildung 53: Die sechs Derivate mit der Sdurefunktion in a-Position zur Amidgruppe. In Klammern die jeweiligen ICso-Werte

in uM beziiglich (NDM-1 / VIM-1 / IMP-7).

Gegenliber NDM-1 ist flur die gezeigten Derivate nur eine geringe Varianz der ICso-Werten zu
beobachten gewesen. Sowohl die beiden nicht cyclischen Teilstrukturen (DB314, DB315), als auch ein
weiteres Heteroatom im Finfring (DB358) werden toleriert. Eine Verbesserung in den
submikromolaren Bereich wird durch die Einflihrung eines Sechsringes mit R-konfiguriertem
a-Kohlenstoff (DB320) erreicht. Betrachtet man Abbildung 48, erkennt man, dass die
Proteinoberflache um das aktive Zentrum herum in eine hydrophile (Magenta) und eine lipophile
Region (griin) geteilt ist. Der unpolare Teil des Prolinringes kann mit der lipophilen Oberflache
interagieren. Die Verbindung DB320 ist auf Grund des Sechsringes etwas unpolarer als DB151.
Hierdurch koénnte es zu einer verstarkten hydrophoben Wechselwirkung zwischen Protein und Ligand
kommen. Eine weitere Moglichkeit besteht darin, dass die sesselformige Konformation des

Sechsringes die Bindetasche sterisch besser ausfillt.
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Vergleicht man die Stereochemie am a-Kohlenstoffes des Sechsringes der Verbindungen DB320 (R)
und DB361 (S), wird deutlich, dass die absolute Konfiguration am a-Kohlenstoffes eine wichtige Rolle
fir die inhibitorische Potenz der Verbindung einnimmt. Der ICso-Wert des R-Isomers DB320 (0.7 uM)
ist etwa Sechsfaches niedriger, als der des S-Isomers DB361 (4.5 uM). Dieser Zusammenhang zwischen
der absoluten Konfiguration und der Aktivitat ist auch fiir die beiden Isomere von Captopril bekannt.
Hier ist ebenfalls das R-Isomer (bzgl. des Fiinfrings) deutlich aktiver (ICso: 1.3 uM), als das S-Isomer
(39.0 uM).** Vergleicht man die Kristallstruktur des R-lsomers in der Bindetasche von NDM-1

(PDB: 4EXS) mit einer darauf basierenden Simulation der Pose des S-Isomers, kann man erkennen, dass

die Sauregruppe jeweils unterschiedliche Wechselwirkungen eingeht (Abbildung 54).

Abbildung 54: Die beiden Isomere von Captopril in der Bindetasche von NDM-1 (oben) und die entsprechende Interaktions-
Karte (unten); A: (S,S)-Captopril (PDB: 4EXS); B: (R,S)-Captopril. Zur Abschdtzung der Bindungsverhdltnisse des R-Isomers,
wurde die absolute Konfiguration der Sduregruppe, basierend auf der Kristallstruktur des S-Isomers, héndig gedndert und

anschliefsend Energie minimiert.
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In der bildlichen Darstellung und der Interaktions-Karte ist erkennbar, dass das S-konfigurierte
Carboxylat (Abbildung 54, A) eine Wasserstoffbriickenbindung mit dem Backbone-Stickstoff von
Asn220 ausbildet. Der Carboxysauerstoff kann mit der Seitenkette der Aminosdure Asn220 eine
Wasserstoffbriickenbindung ausbilden. Im Falle des R-lsomers (Abbildung 54, B) geht die
Wechselwirkung zwischen der Sdurefunktion und Asn220 verloren. Daflir interagiert das Carboxylat
mit einem der Zink-lonen, wodurch dieses sowohl durch die Sdurefunktion, als auch durch die
Thiolgruppe koordiniert wird. Gleichzeitig kommt es zu einer Wechselwirkung mit Lys211. Da ionischen
Interaktionen tendenziell energetisch stirker sind, als Wasserstoffbriickenbindungen,**** wiére dies
eine Erklarung dafiir, warum das R-Isomer von Captopril eine bessere Aktivitat aufweist, als das S-

Isomer.

Die oben beschriebenen Effekte kénnten auch eine Erklarung fir die unterschiedlichen Aktivitaten der
Verbindungen DB320 und DB361 sein. Ubertrigt man die absolute Konfiguration am a-Kohlenstoff auf
die Sesselkonformation des Sechsringes, so steht die Saurefunktion im S-konfigurierten DB361 in

axialer und im Falle des R-konfigurierten DB320 in dquatorialer Position (Abbildung 55).

S N ) R
07 “OH H o 07 > OH
OH
DB361 axial dquatorial DB320

Abbildung 55: Die absolute Konfigurationen der Verbindungen DB361 und DB320 als Keilstrichformel (auf3en) und die Position

der Carbonsdurefunktion in der Sesselkonformation (innen).

Durch die unterschiedliche raumliche Ausrichtung der Sdurefunktion, wechselwirkt diese in der
Binderegion mit unterschiedlichen Partnern. Um dies zu veranschaulichen wurde wiederum die
Kristallstruktur von NDM-1 mit Captopril (PDB: 4EXS) herangezogen. Der Pyrrolidinring wurde gegen
einen Piperidinring mit entsprechend konfigurierter Carbonsadure ausgetauscht und anschlielend

Energie minimiert (Abbildung 56).

In Abbildung 56 ist erkennbar, dass DB320 Wechselwirkungen eingehen sollte, die mit denen von
R-Captopril (Abbildung 54, B) vergleichbar sind. Auch hier kommt es zu einem chelatisierenden Effekt
der Carbonsdure und der Thiolgruppe am Zink-lon, wahrend DB361 stattdessen mit Asn220

interagieren sollte.
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Abbildung 56: Die beiden Isomere DB320 und DB361 in der Bindetasche von NDM-1. A: Die R-konfigurierte Verbindung DB320
mit der Sduregruppe in dquatorialer Stellung und dem resultierenden Chelat-Effekt am Zink-lon. B: Die Sédure-Funktion des S-

konfigurierten DB361 geht eine Wasserstoffbriickenbindung mit Asn220 ein.

Gegenliber IMP-7 ist es wiederum die Verbindungen DB320, sowie zusatzlich DB361, welche sich im
Vergleich zu den anderen vier a-Carbonsaure-Derivate durch eine verbesserte Aktivitdt hervorheben.
Interessant ist hierbei auch die Tatsache, dass die beiden Isomere, im Unterschied zu NDM-1, in diesem
Fall eine nahezu gleiche inhibitorische Aktivitat zeigen. Die fiir die Inhibition von NDM-1 entscheidende
Stereochemie scheint hier keine Rolle zu spielen. Betrachtet man die Interaktionen, welche die beiden
Liganden eingehen (Abbildung 57), wird deutlich, dass die Carbonsadurefunktion bei beiden Isomeren
in der Lage sein kdnnte, eines der Zink-lonen zu koordinieren. Dies bedeutet, dass es in beiden Fallen
zum oben beschriebenen chelatisierenden Effekt kommen kann. Dies kdnnte erklaren, warum die

absolute Konfiguration an dieser Stelle von nicht so grofRer Relevanz ist, wie im Falle von NDM-1.
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Abbildung 57: Simulation der Liganden-Interaktions-Karten von DB320 (A) und DB361 (B) im aktiven Zentrum von IMP-7.

Zusatzlich zur Koordination des Zink-lons, kommt es in beiden Fallen zu einer Wechselwirkung

zwischen der Saurefunktion und dem Aminosaurerest Lys179.

Die Einfihrung der Phenylgruppe (DB151) hatte gegeniiber VIM-1 eine Verschlechterung des
ICso-Wertes zur Folge. Dieser Trend blieb auch bei den Verbindungen DB358 (ICso: 16.2 uM) und DB314
(12.1 pM) erhalten. Die Inhibitoren DB320 und DB361 zeigen auch gegeniiber VIM-1 eine bessere
Inhibition (4.6 UM, bzw. 4.9 uM) als die oben genannten Strukturen. Dies kdnnte auch hier wieder auf
den hoheren unpolaren Anteil der Heterocyclen und der damit einhergehend verstarkten
hydrophoben Wechselwirkung am aktiven Zentrums zurlick zu fiihren sein. Die Rolle der Stereochemie

scheint in diesem Fall jedoch nicht so ausgepragt zu sein, wie bei NDM-1.

Interessant ist die Tatsache, dass auch die Verbindung DB315 einen vergleichsweise guten ICso-Wert
(4.9 uM) gegeniiber VIM-1 zeigt. Diese Verbindung besitzt keine nennenswerte unpolare Teilstruktur
und keine stereochemische Information am a-Kohlenstoff des Glycinrestes. Da sich an diesem
Kohlenstoff keine weiteren Reste, oder gar Ringstrukturen befinden, diirfte hier eine nur sehr geringe
energetische Rotationsbarriere vorliegen, was wiederum eine hohe Beweglichkeit der Saurefunktion
zur Folge hat. Dadurch kénnte die Sauregruppe eine entsprechende Wechselwirkung eingehen, ohne
einen anderen Substituenten (vgl. die Methylgruppe von DB314) in eine gegebenenfalls unglinstigere

Position zu zwingen.
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4.2.4. Derivate mit nicht a-Aminosaurestrukturen

Im Folgenden werden jene Derivate beschrieben, deren Saurefunktion nicht in a-Position zur
Amidbindung stehen (Abbildung 58). Es ist auffallig, dass die absolute Position der Saurefunktion am
Sechsring keinen entscheidenden Einfluss auf die Aktivitdten zu haben scheint. Gegenliber NDM-1 gibt
es keine signifikanten Unterschiede in den ICso-Werten. Die Sduregruppe wird am Sechsring in allen
Positionen toleriert. Das S-konfigurierte Isomer zu Verbindung DB269 war nicht zuganglich, ware
jedoch fir eine weitere Interpretation der Rolle der Stereochemie von Interesse. Betrachtet man die
beiden moglichen Isomere wiederum, wie oben beschrieben, basierend auf der Kristallstruktur von
Captopril und NDM-1, kdnnte die Saurefunktion von DB269 eine Wasserstoffbriickenbindung mit der

Seitenkette der Aminosaure Lys211 ausbilden.

0
. OH
HS N/ Hs. N OH Hs. N
0
o7 ~OH 0 0 0
DB151: (3.2 / 16.3/ 4.5) uM DB269: (1.4/1.4/2.2) UM DB272: (1.8/2.6 / 1.5) UM
0
! /j)k
. =0 . OH
HS N HS N
0
DB273: (2.5/2.9/7.9) UM DB306: (2.5/-/7.9) uM

Abbildung 58: Die Derivate, deren Sdurefunktion nicht in a-Position zur Amidgruppe steht, bzw. welche (iber eine bioisostere
Gruppe zur Carbonsdure verfiigen. In Klammern die jeweiligen ICso-Werte beziiglich (NDM-1 / VIM-1 / IMP-7). Fiir DB306

konnte keine inhibitorische Aktivitdt gegeniiber VIM-1 festgestellt werden.

Die Verbindung DB272 tragt am Piperidinring kein Stereozentrum. Die Sdurefunktion kann dennoch in
axialer oder dquatorialer Position stehen. Die oben beschrieben computergestiitzte Simulation erlaubt
fir keine der beiden Konformationen eine Interaktion der Carbonsdure mit dem Zink-lon. Allerdings

sollte im Falle einer dquatorialen Position der Sdure eine Wasserstoffbriickenbindung mit der
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Aminosaure Lys211 moglich sein. Diese Wechselwirkung ware auch fir Verbindung DB273, mit der zur

Carbonsaure bioisosteren Sulfongruppe denkbar.

Die Verbindung DB306 unterscheidet sich in ihrer Aktivitdt nicht von den bis hier beschriebenen
Derivaten. Auch hier kdonnte es mit einer axial positionierten Saurefunktion zur Chelatisierung
kommen, allerdings wiederum zum Preis der energetisch unglinstigen, intramolekularen sterischen

Repulsion.

Eine tendenziell erhohte Inhibition gegenliber IMP-7 zeigen die Verbindungen DB269 und DB272. Dies
erscheint insofern unerwartet, da keine der beiden Strukturen ist, im Rahmen einer Simulation, in der
Lage, Uber ihre Saurefunktion eine Wasserstoffbriickenbindung mit der Aminosaure Lys179
auszubilden (vgl. Abbildung 57). Vielmehr scheint es in beiden Fallen wieder zur Wechselwirkung
zwischen der Amidgruppe des Liganden und der Seitenkette der Aminosaure Asn185 zu kommen.
Diese Interaktionen kénnten eine Erklarung fiir die sehr dhnlichen 1Cso-Werte der Verbindungen sein.
Die etwas verbesserte Aktivitat im Vergleich zu den Verbindungen DB273 und DB306 kdnnte auf den
wiederum hdheren apolaren Anteil der cyclischen Teilstruktur zurtickzufiihren sein. Dieser ist bei der
Vierring-Struktur (DB306) kleiner, als bei einem Sechsring. Durch die raumgreifende, in den Ring
integrierte Sulfongruppe wird die Ringstruktur der Verbindung DB273 ebenfalls deutlich polarer als die

anderen Sechsringderivate.

Die Derivate DB273 und DB306 zeigen gegenlber IMP-7 die gleiche Inhibition. Wie bei allen
beschriebenen Derivaten, koordiniert wahrscheinlich auch in diesen Fallen die Thiolgruppe mit den
beiden Zink-lonen im aktiven Zentrum der MBL. Zusatzlich kommt es bei der Verbindung DB306 noch
zur Ausbildung einer Wasserstoffbriickenbindung zwischen Lys179 des Preoteins IMP-7 und der
Carbonsaurefunktion des Inhibitors. Diese Wechselwirkung fehlt jedoch beim Liganden DB273, welche
eine zur Carbonsaure bioisostere Sulfongruppe tragt. Im Unterschied zu DB306 deutet die Simulation
hier allerdings auf eine Wechselwirkung zwischen dem Carbonylkohlenstoff der Amidbindung und der
Aminosadure Asn185 hin. Des Weiteren ist der unpolare Anteil am Sechsring deutlich héher und folglich
die Wechselwirkung mit dem hydrophoben Teil der Binderegion starker ausgepragt, als im Falle des

kleineren Azetidinringes der Verbindung DB306.

Die Verbindung DB306 zeigt gegenliber VIM-1 bis zu einer Konzentration von 50 uM keine messbare
Aktivitat. Firr die anderen drei Derivate wurden untereinander Vergleichbare ICso-Werte ermittelt. Dies
deutet darauf hin, dass, ahnlich wie bei NDM-1, die Position der Carbonsaurefunktion am Sechsring
nicht maligeblich zu sein scheint. Allerdings zeigen alle in Abbildung 58 gezeigten Piperidin-Derivate

im Vergleich mit DB151 eine héhere Inhibition.
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4.2.5. Derivate mit Piperazinstruktur

Die Variation der Heterocyclen zeigt, dass verschiedene RinggroRen toleriert werden. Dies eroffnet die
Moglichkeit, an dieser Stelle des Molekiils weitere Reste einzufiihren. Die Verbindungen mit den
hochsten inhibitorischen Potential, DB320 und DB361, tragen beide einen Piperidinring mit einer
Saurefunktion in Position zwei. Daher wurde fiir die weiteren Substitutionen jene Grundstruktur
verwendet. Das Piperidingerist wurde durch einen Piperazinring ersetzt, Gber dessen Stickstoffatom

in Position vier weitere Reste eingefiihrt werden kénnen (Abbildung 59).
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Abbildung 59: Das Grundgertist der potentesten Inhibitoren DB320 und DB361 mit Piperidinring (I.) und die darauf basierende

Derivatisierung mit einem Piperazinring (r.).

Es konnten zwei Piperazin-Derivate synthetisiert und erfolgreich aufgereinigt werden. Diese tragen am

Stickstoff in Position 4 einen Benzoyl- (DB359), bzw. einem Anilid-Rest (DBDK48, Abbildung 60).
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DB359: (2.5/4.5/0.3) uM DBDK48: (47.4/ 6.9/ 0.3) uM

Abbildung 60: Die beiden Piperazin-Derivate In Klammern die jeweiligen ICso-Werte beziiglich (NDM-1 / VIM-1 / IMP-7).

Der ICso-Wert der Verbindung DB359 gegentiber NDM-1 liegt zwischen denen von DB320 und DB361.
Wie bereits oben gezeigt, ist die Stereochemie am a-Kohlenstoff im Falle von NDM-1 fiir die Aktivitat

des Inhibitors von hoher Bedeutung. Aus Kostengriinden wurde fiir die Etablierung der Synthesen der
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Piperazin-Derivate zuerst auf ein racemisches Ausgangsedukt zurlckgegriffen. Die eingeflihrte
Benzoylgruppe scheint keinen negativen Effekt zu haben. Die Computersimulation deutet vielmehr
darauf hin, dass die fiir DB320 beschriebenen Wechselwirkungen (Abbildung 56) im Falle des S-Isomers
noch um eine weitere Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem Carbonylsauerstoff der
Benzoylgruppe und der Aminosaure Lys211 erganzt werden konnte. Fiir ein R-lsomer wird diese
Wechselwirkung nicht vorhergesagt. Unabhangig von der Simulation, sprechen die Assay-Daten dafr,
dass die Einfihrung der Benzoylgruppe keinen negativen Einfluss auf die Inhibition von NDM-1 zur
Folge hat. Allerdings ware hier die Untersuchung einer stereochemisch reinen Struktur von hohem

Interesse, da der ICso-Wert dadurch noch einmal verbessert werden sollte.

Das inhibitorische Potenzial gegeniiber IMP-7 verbessert sich im Vergleich mit Verbindung DB320 um
den Faktor drei. Ein Grund fiir diese Verbesserung ist nicht direkt ersichtlich. Die Metallo-B-Lactamase
VIM-1 wird durch DB359 in gleichem Male inhibiert, wie auch durch die beiden Verbindungen DB320,
bzw. DB361. Dies zeigt, dass eine Benzoylgruppe in dieser Position toleriert wird. Darauf aufbauend

konnte die SAR durch weitere Substitutionen an dieser Stelle erweitert werden.

Die Verbindung DBDK48 tragt statt der Benzoylgruppe ein Phenylcarbamidrest. Diese Teilstruktur wird
im Falle von VIM-1 und IMP-7 toleriert und fihrt zu vergleichbaren Inhibitionswerten (7.0 uM, bzw.
0.3 uM). Gegeniiber NDM-1 kommt es allerdings zu einem signifikanten Aktivitdtsverlust. Durch die
EinflUhrung der Harnstoffgruppe verschlechtert sich der ICso-Wert um rund das zwanzigfache auf
47.7 uM. Auf Basis der Computersimulation ldasst sich vermuten, dass es durch die rigide
Strukturvorgabe der Harnstoffgruppe zu sterischen Repulsionen zwischen dem phenylischen Stickstoff
und der Seitenkette der Aminosaure His250 kommt. Im Falle des entsprechenden trans-Isomers der

Verbindung DBDK48, wiirde die Phenylgruppe direkt in die Proteinoberflache ragen.

In der Summe scheint die Einflihrung des Piperazinringes ein lohnender Schritt gewesen zu sein. Die
Erweiterung der Molekilstruktur in diese Richtung wird prinzipiell toleriert und verbessert gegeniiber

IMP-7 die inhibitorische Aktivitat.
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4.2.6. Substitutionen am westlichen Molekdilteil - Teil 3

Eine weitere Uberlegung bestand darin, am Phenylring der Verbindung DB320 einen Rest einzufiihren,
welcher in der Lage ist, Wasserstoffbriicken auszubilden. Eine solche Gruppe sollte in der Lage sein,
gegeniiber NDM-1 mit der Saurefunktion der Seitenketten der Aminosauren Glu152 zu wechselwirken
(Abbildung 61). Der Abstand zwischen dem Phenylring und der Sdurefunktion von Glul52 sollte laut
der Simulation etwa 3.6 A betragen. Eine am Ring eingefiihrter Aminogruppe zum Beispiel, sollte

folglich eine Wasserstoffbriickenbindung mit Glu152 ausbilden kénnen.

Abbildung 61: Simulation der Verbindung DB151 in der Bindetasche von NDM-1 (basierend auf der PDB: 4EXS).

Wie beschrieben, konnte hiervon allerdings nur das Triazol-Derivat (DBDK58, Abbildung 62) isoliert
werden. Die erhaltene Gesamtmenge war sehr gering und nur zu 84 % rein. Auf Grund dieser
Umstande konnte Verbindung DBDK58 nur auf die MBL VIM-1, und dort nur mit N = 2 getestet werden,

womit die hier gezeigten Werte nur bedingt aussagekraftig sind.
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Abbildung 62: Struktur der Verbindung DBDK58.
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Nichts desto trotz, diirfen diese ersten Ergebnisse als vielversprechend gelten. Der ICso-Wert der
Verbindung liegt nach zwei Messungen bei 0.1 uM und scheint damit gegeniiber VIM-1 deutlich

potenter zu sein, als alle anderen hier synthetisierten Verbindungen.

Im Rahmen einer Computersimulation, basierend auf der Kristallstruktur von VIM-2 mit L-Captopril
(PDB: 4C1D), ist zu erkennen, dass der neu eingefiihrte Triazolring mit einer der oben genannten
Sauregruppen (hier: Glul46) interagieren konnte, was die deutlich verbesserte Aktivitidt erklaren
konnte. Dabei ist jedoch zu beriicksichtigen, dass fiir eine endgiiltigere Aussage eine Reinheit von

groRer 95 % vorliegen sollte.

Glul46

Abbildung 63: Simulation der Pose von Verbindung DBDK58 in der Bindetasche von VIM-2 (basierend auf der in Kapitel 4.3

gezeigten Kristallstruktur).
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4.2.7. Untersuchung der Aktivitat gegenlber der Mutante VIM-2

Wie weiter unten beschrieben (s. Kapitel 4.3, konnte die Verbindung DB320 mit der Metallo-B-
Lactamase VIM-2 co-kristallisiert werden. Fiir die Bestimmung der ICso-Werte der Inhibitoren wurde
allerdings die, bis dahin ausschliefllich verfligbare, Mutante VIM-1 verwendet. Um zu untersuchen,
welchen Einfluss die Mutationen von VIM-1 zu VIM-2 auf die Aktivitdt der Verbindungen haben wurden

die Strukturen DB151, DB320 und DBDK48 auch gegen VIM-2 getestet.

Tabelle 5: Vergleich der ICso-Werte [uM] der Verbindungen DB151, DB320 und DBDK48 gegeniiber den beiden Mutanten

VIM-1 und VIM-2.

ViM-1 VIM-2

16.3+2.63 13.7 £8.30
4.6 £ 0.85 0.3+0.09
DBDK48 7.0+ 0.78 0.2+0.12

Die Aktivitaten von DB151 unterscheiden sich, unabhangig von der Mutante, nicht voneinander. Fir
die beiden anderen Verbindungen gibt es allerdings einen deutlichen Unterschied. Der ICso-Wert der
Verbindung DB320 verbessert sich signifikant um den Faktor 20 (Tabelle 5). Verbindung DBDK48 zeigt
fiir die VIM-2-Mutante ebenfalls eine deutlich gesteigerte inhibitorische Aktivitdt (0.2 uM). Dies konnte
auf die zusatzliche Wasserstoff-Briickenbindung zwischen der Seitenkette der Aminosaure Arg205 und
dem Carbonyl-Sauerstoff der Harnstoff-Funktion zurlick zu fiihren sein. VIM-1 tragt an dieser Position
statt des Arginins ein Serin, welches die oben beschriebene Wechselwirkung nicht ausbilden kann. Des
Weiteren unterscheiden sich die Bindungsregionen der beiden VIM-Mutanten nur noch im Valin223,
welches in VIM-2 zu Isoleucin mutiert ist. Alle anderen Mutationen sind in deutlicher Entfernung zum
aktiven Zentrum zu finden. Insgesamt unterscheiden sich die beiden Mutanten in 14 Aminosauren

(Tabelle 6).
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Tabelle 6: Vergleich der mutierten Aminosduren zwischen VIM-2 (PDB: 4C1D) und VIM-1 (GenBank: ADE18863.1)

VIM-2 Ser37 Val145 Serl92 1le200 Tyr201 Arg205 lle223

VIM-1 Asn37 Alal45 Asn192 Val200 His201 Ser205 Val223

GIn228 GIn234 Phe235 Lys250 Thr253 Thr260 Val265

Lys228 Glu234 Val235 GIn250 Ala253 Lys260 Ala265
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4.2.8. Aufstellung von Struktur-Wirkungsbeziehungen

Fasst man die erhobenen Aktivitdtsdaten zusammen, lassen sich fiir die jeweiligen Proteine Struktur-

Wirkungsbeziehungen herleiten.

... gegenliber NDM-1

e Die Einfuhrung der zusatzlichen Phenylgruppe verbessert die Aktivitdt um den Faktor zwei im
Vergleich zur Methylgruppe (Captopril). Weitere Substitutionen am Aromaten werden

allerdings nicht toleriert.

e Es werden verschiedene Heterocyclen toleriert und auch die relative Position der

Saurefunktion am Ring scheint keinen Einfluss auf die Aktivitat zu besitzen.

e Einen deutlichen Einfluss hat die absolute Stereochemie der Saurefunktion. Zumindest fir die

Strukturen mit Sdaurefunktion in a-Position sie die R-konfigurierten Derivate deutlich aktiver.
e Das zur Carbonsadure bioisostere Sulfon wird ebenfalls toleriert.

e Die Piperazin-Struktur flhrt, verglichen mit Captopril, zu keiner Verbesserung der Aktivitat.

... gegeniber VIM-1

e Die Einfihrung eines aromatischen Restes fiihrt in Kombination mit flinfgliedrigen

Heterocyclen zu einer Abnahme der inhibitorischen Aktivitat.

e Die Piperidin-Derivat zeigen im Vergleich mit anderen Aminosaure-Derivaten, eine hoéhere
Aktivitat. Diese ist nochmals leicht erhoht, wenn sich die Sdurefunktion nicht in a-Position

befindet. Der Azetidinring wird nicht toleriert.
e Die absolute Konfiguration der Sduregruppe hat keinen Einfluss auf die Aktivitat.
e Das Sulfon-Derivat fiihrt zu einer verbesserten Inhibition.

e Die Piperazin-Struktur wird toleriert.

144



Ergebnisse und Diskussion

... gegeniber IMP-7

e Die Einflihrung der Phenylgruppe wird toleriert, weitere Substitutionen am Aromaten jedoch

nicht.

e Nur die sechsgliedrigen Heterocyclen fiihren zu einer Verbesserung der Aktivitdt. Die
Sdurefunktion wird in allen Positionen toleriert, fihrt aber nur in a-Position zu einer

verbesserten Inhibition.
e Die absolute Konfiguration der Sdaurefunktion ist vernachlassigbar.
e Die Sulfon-Gruppe wird nicht toleriert.

e Die Piperazin-Struktur flihrt zu einer deutlichen Verbesserung der inhibitorischen Aktivitat.
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4.3. Co-Kristallisation von VIM-2 und Verbindung DB320

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Bindung des Inhibitors DB230 an die Metallo-B-Lactamase VIM-2

durch eine Rontgenkristallstruktur bestatigt werden.

A
/ His116 Asn210

Abbildung 64: Kristallstruktur von VIM-2 mit DB320 als Liganden im aktiven Zentrum. A: Die Elektronendichte des Liganden;
B Graphische Darstellung des aktiven Zentrums (Magenta: hydrophil; griin: lipophil). Uberlagerung der beiden Liganden
DB320 (Cyan) und D-Captopril (Orange, PDB: 4C1E).

In Abbildung 64 ist zu erkennen, dass die Bindungspose von DB320 und Captopril stark ahneln.
Wahrend der unpolare Anteil des Liganden zum lipophilen Oberflache (Griin) hin ausgerichtet ist,
zeigen die polaren Gruppen zur hydrophilen Oberfliche (Magenta) des Proteins. Die Thiolgruppe
koordiniert dabei an die beiden Zink-lonen im aktiven Zentrum. Auch die Carbonsaure am Heterocyclus
wechselwirkt mit dem aktiven Zentrum. Der Carbonylsauerstoff der Amidbindung bildet eine

Wasserstoffbriickenbindung mit der Seitenkette von Asn210 aus.

Der Phenylring ist in Richtung des Solvens ausgerichtet. Die Unscharfe der Elektronendichte am
Aromaten (Abbildung 64 A) kann dadurch erklart werden, dass dieser in der Bindetasche relativ frei
beweglich ist. Dies wiederum ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass der Phenyring keine positiven
Wechselwirkungen mit dem Protein eingeht. Dadurch ist diese Position flir weitere Substitutionen im

Rahmen der Untersuchung der Struktur-Wirkungsbeziehung pradestiniert.
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4.4. Ergebnisse des Thermal Shift Assays

Um die Ergebnisse aus der proteinbasierten Aktivitatstestung zu validieren, wurden die Verbindungen

DB151, DB320, DBDK48 und Captopril in einem Thermal Shift Assay (TSA) untersucht.

Tabelle 7: Die Verschiebungen des Schmelzpunktes (+ AT) in [°C].

NDM-1 VIM-2 IMP-7

Captopril 1.9+£0.6 6.3+0.2 25+0.2

0.9+0.5 2.4+0.2 1.8+0.2
1.3+0.2 6.3+0.2 2.7+0.3
DBDK48 2.6+0.3 10.1+0.2 6.0+ 0.2

Aus Tabelle 7 ist ersichtlich, dass alle untersuchten Strukturen zu einer Erhéhung des Schmelzpunktes
flihren. Die Ergebnisse fur die Schmelzpunktverschiebung von VIM-2 decken sich nahtlos mit den
Ergebnissen der ICso-Werte. Vor allem die sehr starke Verschiebung von 10 °C fiir DBDK48
(ICso=0.2 uM) deckt sich mit der Annahme, dass es zur Ausbildung einer weiteren
Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem Carbonyl-Sauerstoff der Harnstoffgruppe und Arg205

kommt.

Ein vergleichbarer Trend offenbart sich gegentiber IMP-7. Auch hier verbessert sich der ICso-Wert von
DB151 (4.5 uM) liber DB320 (0.9 uM) hin zu DBDK48 (0.3 uM) kontinuierlich. Dies spiegelt sich auch in

den Schmelzpunktverschiebungen wieder.

Im Unterschied zu den anderen untersuchten MBLs wird NDM-1 vergleichsweise schwach stabilisiert.
Auffillig ist dabei, dass die Verschiebung des Schmelzpunktes in keinerlei Kontext zu den ermittelten
ICso-Werten zu stehen scheint. Flr die im Aktivitatsassay potente Verbindung DB320 (ICso = 0.7 uM)
wurde eine Erhéhung des Schmelzpunktes um +1.3 °C gemessen. Flir Verbindung DBDK48, welche die
mit Abstand schlechteste Aktivitat gegenliber NDM-1 aufweist (ICso = 47.7 uM), wurde die tendenziell

starkste Verschiebung der Schmelztemperatur gemessen (AT = +2.6 °C).
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Da diese Ergebnisse so nicht zu erwarten waren, wurden die beiden Strukturen DB320 und DBDK48
mittels isothermalen Titrationskalorimetrie (ITC) weiter untersucht. Dabei wurde das Enzym NDM-1
gegen den jeweiligen Inhibitor titriert. Mittels dieser Methode lassen sich u.a. direkt Aussagen tber
Dissoziationskonstante (Kq4) sowie Anderung der Enthalpie (AH), Entropie (AS) und freier Energie (AG)

treffen.®®

Wie Lo et al. gezeigt haben, besteht ein Zusammenhang zwischen der Dissoziationskonstante einer
Verbindung und deren ICso-Wert gegeniiber einem Protein. Ein niedriger ICso-Wert geht in der Regel
mit einem niedrigen K4-Wert einher.*® Der K4-Wert beschreibt das Verhiltnis zwischen an Protein
gebundenen und ungebundenem Liganden und ist somit ein MaR fiir die Bindungsaffinitdt eines
Molekiils an ein Protein. Dabei gilt, je niedriger der Kg-Wert, desto groRRer ist der Anteil an gebundenem
Inhibitor im Gelichgewichtszustand.*” Dieser Zusammenhang spiegelt sich auch in den hier gezeigten
Messergebnissen wieder. In Abbildung 65 sind die entsprechenden Titrationskurven und die
dazugehorigen Messwerte dargestellt. Fir die im Aktivitatsassay weniger potente Verbindung DBDK48
wurde auch ein héherer, und damit fiir die Inhibitionsleistung unglinstigerer Kq-Wert (13.2 uM) als fir

DB320 (7.8 uM) ermittelt.
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Abbildung 65: Titrationskurve von NDM-1 und A: DB320 (MBL: 130 uM; Inhibitor: 700 uM, 10.98 ul/Titrationsschritt) und
B: DBDK48 (MBL: 100 uM, Inhibitor: 1000 uM, 10.98 ul/Titrationsschritt).
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Die Ergebnisse der ITC-Experimente zeigen auch, dass die Bindung von DB320 an NDM-1 entropischer
getrieben ist. Dem entropischen Beitrag von -24.28 kJ/mol (-TAS) steht ein enthalpischer Beitrag von -
4.86 kJ/mol (AH) gegenlber. Im Falle von DBDK48 sind die energetischen Beitrdge ausgeglichen. Der
enthalpische Beitrag ist, im Vergleich mit DB320, mit -14.79 kJ/mol um mehr als den Faktor drei
glnstiger. Der Wert AH ist ein MaR fiir die Anzahl oder die Starke nicht kovalenter Bindungen zwischen
Inhibitor und Protein. Ein niedrigerer AH-Wert weist auf zusatzliche, bzw. starkere Bindungen hin,*
was wiederum zu einer hoheren Stabilisierung des Proteins und damit zu einer starkeren Verschiebung
des Schmelzpunktes (AT) fiihren sollte.*® Dieser Effekt erklart, warum fiir die Verbindung DBDK4S8 eine

hohere Schmelzpunktverschiebung gemessen wurde, als flir DB320.

Ladbury et al. konnten zeigen, dass im Rahmen der Optimierung eines Wirkstoffes der enthalpische
Beitrag zur Bindung in der Regel zunimmt.* Die hier prasentierten Ergebnisse zeigen aber auch, dass
ein hoherer enthalpischer Beitrag zu einer stabileren Bindung des Liganden an ein Protein fiihrt, dies
jedoch nicht zwingend eine verbesserte Inhibition des Proteins zur Folge hat. Der Grund fiir das geringe
inhibitorische Potential der Verbindung DBDK48 konnte in dieser Arbeit nicht abschlieBend geklart
werden. Allerdings wurde fiir die Verbindung DB359, welche ebenfalls einen Piperazinring tragt, ein
deutlich besserer ICso-Wert (2.5 uM) gegeniber NDM-1 ermittelt. Sollte dieser Ligand in einem
ITC-Experiment mit DBDK48 vergleichbare Ergebnisse liefern, so ware die Piperazin-Teilstruktur ein

vielversprechender Ansatz flir weitere Studien zur Struktur-Wirkungsbeziehung.

149



Ergebnisse und Diskussion

4.5. Untersuchung der Minimalen Hemm-Konzentration

Im Rahmen proteinbasierten in vitro Testung, erwies sich der MBL-Inhibitor DB320 als die Verbindung
mit den besten inhibitorischen Aktivitditen gegeniiber allen drei getesteten Metallo-B-Lactamasen.
Anschlieend wurde Uberpriift, ob diese Inhibitionsleistung auch in einem zellbasierten Testsystem
erhalten Dbleibt. Dazu wurden verschiedene bakterielle Erreger mit unterschiedlichen
Resistenzenproteinen mit dem pB-Lactam-Antibiotikum Imipenem behandelt. Auf Grund der
Resistenzproteine sollte diese Behandlung keine Wirkung zeigen. Parallel dazu wurden die gleichen
Erreger mit Imipenem und den hier vorgestellten Inhibitoren behandelt. Bliebe die Inhibitionswirkung
der Verbindungen erhalten, sollte das Antibiotikum wieder wirksam sein und es zur Lyse der Bakterien

kommen.

Tabelle 8: Ubersicht der verschieden bakteriellen Erreger und der MHK-Werte von Imipenem.

Isolate! Imipenem MHK in mg/L2

(Faktor der Senkung der MHK?®)

+ DB151%* + DB320%* + Captopril>*

E. coli TOP10 T2359 (NDM-1) 128 32 (4) 16 (8) 4(32)
E. coli TOP10 T2360 (IMP-1) 2 1(2) 1(2) 0.5 (4)
E. coli TOP10 T2361 (VIM-1) 1 0.5 (2) 1(1) 0.5 (2)
E. coli pET24a T2377 (NDM-1) 32 2 (16) 2 (16) 1(32)
E. coli pET24a T2378 (IMP-7) 4 1(4) 0.5 (8) 0.5 (8)
E. coli pET24a T2379 (VIM-1) 64 32(2) 2 (32) 2 (32)
K. pneumoniae T2301 (NDM-1) 16 16 (1) 8(2) 4 (4)

P. aeruginosa T2325 (IMP-1) 8 4(2) 4(2) 4(2)

P. aeruginosa T2226 (IMP-7) 64 32(2) 32(2) 32(2)
K. pneumoniae T2216 (VIM-1) 8 8 (1) 4(2) 4(2)

ITransformanten mit entsprechendem Resistenzprotein in TOPO-Vector, pET24a-Vector und klinische Isolate.
2Als Median aus drei Experimenten. 3DB151, DB320 und Captopril wurden in konstanter Konzentration von 128 mg/mL und in
Kombination mit Imipenem getestet. “DB151, DB320 und Captopril zeigten bei der verwendeten Konzentration keine
intrinsische antibakterielle Aktivitdt. *Der Faktor, um welchen die MHK durch Zugabe eines Inhibitors abgesenkt wird.

Signifikante Anderungen (= 4) sind in Fettdruck dargestellt.
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In Tabelle 8 sind die MHK-Werte fir Imipenem, mit und ohne MBL-Inhibitoren, gegeniber
verschiedenen E. coli Transformanten und klinischen Isolaten aufgefiihrt. In der ersten Spalte der MHK-
Werte ist die Konzentration angegeben, bei welcher Imipenem optisch eine Hemm-Wirkung gegen das
Wachstum der Bakterien erzielt. In den folgenden Spalten sind dann die Hemm-Wirkungen bei Zugabe
von 128 mg/L Inhibitor aufgefiihrt. In Klammern steht der Faktor, um welchen die Minimale Hemm-
Konzentration gesenkt wurde. Dabei gilt, dass ein kleinerer MHK-Wert mit einer erhéhten Anfalligkeit
der Erreger gegeniber Imipenem einhergeht, was sich wiederum in einer geringeren

Medikamentenbelastung von Patienten widerspiegeln kénnte.

An Hand der Tabelle wird deutlich, dass vor allem gegeniiber den verschiedenen Laborstimmen
signifikante Verbesserungen der MHK-Werte erreicht werden konnten. Gegeniiber den klinischen

Isolaten zeigten die Inhibitoren keine signifikante Wirkung.

Vergleicht man die Werte von Captopril mit denen von DB151, fallt auf, dass die Einflihrung der
Phenylgruppe keine Verbesserung mit sich brachte. Dieser Trend deckt sich mit den ICso-Werten,

welche fur DB151 ermittelt wurden.

Die Verbindung DB320 zeigt im Schnitt bessere Werte, als DB151, erreicht dabei aber nicht immer die
MHK-Werte von Captopril. Obwohl die ICso-Werte fiir DB320 im Vergleich mit Captopril im ersten
Moment andere Ergebnisse hatten vermuten lassen kénnen, sind die gefundenen Werte durchaus zu
erklaren. Im Unterschied zum proteinbasierten Assay spiegeln die hiergezeigten Werte nicht nur die
reine inhibitorische Aktivitat der Verbindungen gegeniiber dem Zielprotein wieder, sondern auch die
Fahigkeit, die bakterielle Zellwand zu passieren. Fiir gramnegative Erreger eignen sich polare

Verbindungen deutlich besser zur Penetration der Zellwand, als unpolare Strukturen.?’

Die Polaritat der hier vorgestellten Substanzen sollte an Hand einer HPLC-basierten Studie abgeschatzt
werden. Dazu wurden die Retentionszeiten der einzelnen Verbindungen gegen eine stationdre Cis-
Phase mit denen von zugelassenen Wirkstoffen mit bekannten LogD;.-Werten verglichen. Als

Grundlage fir die Berechnungen der LogD7.4-Werte wurde eine Kalibriergrade erstellt (s. Kapitel 3.11).

In Tabelle 9 sind die Retentionszeiten der einzelnen Strukturen, sowie die entsprechenden

berechneten LogD7.s-Werte aufgefihrt.
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Tabelle 9: Ubersicht der auf ihre Polaritét hin untersuchten Verbindungen, welche nach abnehmender Hydrophilie sortiert

sind.

R4
HS.__X__R;
0

Verbindung R: R;! ts? logD;.s
- 4-Hydroxy-3-methoxyphenyl Prolin 3,265 -0,43
- Phenyl Azetidin-2-carbonsaure 3,459 0,00
- Phenyl L-Alanin 3,486 0,05
- Thiophen-2-yl Prolin 3,508 0,10
- Phenyl N-Methylglycin 3,533 0,16
- Phenyl Piperidin-4-carbonsaure 3,546 0,19
- Phenyl Thiazolidin-2-carbonsaure 3,597 0,30
- Phenyl (R)-Piperidin-3-carbonsaure 3,625 0,36
- Phenyl (R)-Piperidin-2-carbonsaure 3,685 0,49
- Phenyl (S)-Piperidin-2-carbonsaure 3,717 0,56

Phenyl 4-Bz-Piperidin-2- 3,794 0,74

carbonsaure

- 4-Bromphenyl Prolin 3,815 0,78

1R, liegt stets als Amid vor. 2Retentionszeit in Minuten; 3berechneter logD; 4 (s.a. Kaptel 3.11).

Es gilt, vereinfacht ausgedriickt, je langer die Retentionszeit, desto lipophiler die Verbindung. Wie zu
erwarten, ist Verbindung DBCK68 jene, welche den niedrigsten LogD7s-Wert (-0.43) aufweist. Die
2-Hydroxyanisol-Teilstruktur ist, im Vergleich mit den nicht substituierten Phenylringen, deutlich

polarer. Im weiteren Verlauf folgt die Abnahme der Polaritat streng nach zwei Prinzipien. Zum Einen
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nimmt die Lipophilie mit der RinggrofRe des Heterocyclus zu. Dies ist leicht durch die gleichzeitige
Zunahme der unpolaren Kohlenwasserstoff-Bindungen zu erklaren. Zum Anderen spielt die Position
der Carbonsaure, relativ zur Amidbindung, eine grof3e Rolle. Dies ist gut an den Piperidin-Derivaten zu
erkennen. Im Falle von DB272 steht die Saurefunktion an Position 4. Hierdurch sind die polaren
Teilstrukturen des Molekils (Amid, Thiol, Carbonsaure) (iber die gesamte Struktur verteilt. Hierdurch
besitzt das Molekiil eine vergleichsweise héhere polare Oberflache. Verschiebt sich die Position der
Saure in Richtung Amid, kommt es zu einer Ballung der polaren Teilstrukturen und polare Anteil der

Oberflache nimmt ab. Das Molekiil wird unpolarer.

Obwohl die hier durchgefiihrte Methode nur bedingt zu absoluten Werten fiihrt, sind die relativen
Ergebnisse jedoch schlissig. Dies gilt in besonderem MaRe auch fir die Verbindungen DB320 und
DB361. Zwar sind sich die ermittelten Werte sehr dhnlich, dennoch ergeben sich fir das R-Isomer
etwas friihere Retentionszeiten. Dieser Effekt lasst sich durch intramolekulare Wechselwirkungen
erklaren, welche durch die absolute Position der Saurefunktion bedingt werden. Steht diese in axialer
Stellung, kann eine Wechselwirkung mit dem Carbonylsauerstoff der Amidgruppe ausgebildet werden
(vgl. Abbildung 66). Dadurch wird der polare Charakter der Sduregruppe leicht reduziert. Dieser Effekt

sollte beim anderen Isomer nicht auftreten kbnnen.

OHO O o H
Adg AL
HS R

OH
DB361 DB320

Abbildung 66: Vergleich der absoluten Positionen der Sduregruppen der beiden Isomere DB361 (S) und DB320 (R).

Brown et al. haben 3200 chemische Verbindungen, anhand deren logD- und clogD-Werten, bezliglich
ihrer Polaritat und ihrer Wirkung gegeniiber Bakterien untersucht. Dabei konnten sie zeigen, dass
Wirkstoffe, welche gegeniiber gramnegativen Erregern wirksam sind, in der Regel einen clogD von
unter null aufweisen. Ausnahmen bilden E. coli (clogD ca. 0.5) und H. influenza (ca. 0.1), welche auch
von etwas unpolareren Verbindungen erreicht werden kénnen.?” Captopril (logD74-1,63) zeigt in der
MIC-Bestimmung die besten Ergebnisse. Die Verbindung DB320 verflgt zwar Uber die besseren

Aktivitaten in der in vitro Testung, erreicht jedoch nicht die MIC-Werte von Captopril. Nach der hier
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vorgestellten Methode hat DB320 einen empirisch ermittelten logD;s-Wert von 0.55 und liegt damit

deutlich am oberen Ende der von Brown et al. vorgestellten Skala.

Diese Ergebnisse untermauern die oben aufgestellte Annahme, dass die hier auf ihre MIC-Werte
getesteten Substanzen zwar Uber ein verbessertes inhibitorisches Potential verfligen, aber die

Zellwand gramnegativer Erreger nicht Gberwinden kénnen.
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4.6. Untersuchung der Zytotoxizitat

Die vier Verbindungen Captopril, DB151, DB320 und DBCK48 wurden auch hinsichtlich ihrer
zytotoxischen Eigenschaften hin untersucht. Im Rahmen eines Zellproliferations-Assays mit WST-1
wurde die Vitalitdt der mit den Inhibitoren fiir 48 h inkubierten Zellen (U937) evaluiert. Als Kontrolle

dienten unbehandelte Zellen.

Captopril DB151
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Abbildung 67: Graphische Darstellung der Ergebnisse des WST-1 Assays. Die gezeigten Werte sind Mittelwerte aus drei

unabhdngigen Experimenten. Alle Werte beziehen sich auf unbehandelte Zellen.

Die Behandlung mit Captopril fihrt mit zunehmender Dosis zu einer Abnahme der Zellviabilitat. Eine
Interpretation der exakten Daten ist auf Grund der hohen Abweichung zwischen den Messungen nicht
einfach. Dennoch lasst sich aus dem in Abbildung 67 gezeigten Graphen ein Trend zu einer
dosisabhangigen Wirkung erahnen. Bei der hochsten getesteten Konzentration von 100 uM, sind im

Mittel allerdings immer noch 72 % der Zellen metabolisch aktiv.
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Nach einer Inkubation mit DB151 ist nur bei den Wirkstoffkonzentrationen von 30 uM und 100 uM
eine schwache Wirkung feststellbar. Hier sind bei der hochsten Dosis noch etwa 85 % der Zellen vital.
Sehr dhnlich verhdlt es sich mit DBDK48. Auch hier ist mit zunehmender Konzentration kein

nennenswerter Effekt zu beobachten.

Bei Verbindung DB320 ist mit zunehmender Konzentration wiederum ein Einfluss auf die Zellviabilitat
zu beobachten. Auch hier machen die groRen Messwertabweichungen eine Auswertung schwierig. Zu
einem Einfluss auf die Zellviabilitdt scheint es erst ab einer Konzentration von 30 UM zu kommen.
Allerdings sind auch hier bei einer Wirkstoffkonzentration von 100 uM noch rund 56 % der

untersuchten Zellen vital.

Parallel wurde ein Zytotoxizitdts-Assay auf Grundlage der LDH-Aktivitat (Lactat-Dehydrogenase)
auBerhalb der Zellen durchgefiihrt. Da die LDH in der Regel nicht auRerhalb der Zellen vorkommt, ist
eine Umsetzung des Substrates ein Hinweis auf eine Beeintrachtigung der Permeabilitat der

Plasmamembran.
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Abbildung 68: Graphische Darstellung der Ergebnisse des LDH-Aktivitéitsassays. Die gezeigten Werte sind Mittelwerte aus drei

unabhdngigen Experimenten. Alle Werte beziehen sich auf unbehandelte Zellen.
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Wie in Abbildung 68 gut zu erkennen ist, gibt es bei keiner der getesteten Substanzen eine auffallig
hohe LDH-Freisetzung. Nur bei DBDK48 zeigt sich bereits bei einer Konzentration von 10 uM eine

Freisetzung von 20 %.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die hier gezeigten Strukturen liber keine nennenswerte

Zytotoxizitat verfigen.
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4.7. Bestimmung der Aktivitat gegentber dem Angiotensin konvertierenden Enzym

Bei Captopril, der Ausgangsstruktur der hier vorgestellten Arbeit, handelt es sich um einen
ACE-Hemmer, also einen Blutdrucksenker. Da die hier synthetisierten Verbindungen liber eine
ausgepragte strukturelle Ahnlichkeit mit Captopril verfiigen, ist es naheliegend, dass sie auch mit den
gleichen Ziel-Proteinen wechselwirken und vergleichbare Effekte hervorrufen konnten. Im Falle einer
akuten Sepsis muss die zusatzliche Absenkung des Blutdrucks als lebensbedrohlich erachtet werden.
Auf Grund dieser Tatsachen wurden die Verbindungen Captopril, DB151, DB320 und DB359 in einem

ACE-Aktivitatsassay untersucht.

Inhibition des ACE

150+

100+

Inhibition [%]
2

Abbildung 69: Inhibition des ACE (in %) durch die Substanzen Captopril, DB151, DB320 und DB359 bei Konzentrationen von
30 uM und 10 uM. Der Wert der maximalen Inhibition von Captopril bei einer Konzentration von 30 uM wurde hierbei gleich

100 % gesetzt. Alle anderen Werte sind relativ auf diese maximale Inhibition von Captopril bezogen.

Captopril zeigt erwartungsgemal bei beiden getesteten Konzentrationen (30 uM, bzw. 10 uM) eine
Inhibition von 100 Prozent (Abbildung 69). Verbindung DB151, welche sich nur durch die neu

eingefiihrte Phenylgruppe von Captopril, zeigt ebenfalls eine nahezu vollstandige Inhibition.
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Die Erweiterung der Pyrrolidin-Struktur zum sechsgliedrigen Piperidinring (DB320) setzt diesen Trend
zwar fort, allerdings liegt die Inhibition von ACE immer noch bei 84 Prozent (30 uM), bzw. 76 Prozent
(10 pM). Diese Konzentrationen sind zwar vergleichsweise hoch gegeniliber den ICs;-Werten von
DB320, allerdings deutlich unter den Konzentrationen, welche einen Einfluss auf die MHK-Werte
zeigen. Die dort verwendete Konzentration liegt fiir DB320 bei umgerechnet 417 uM. Dabei ist
natirlich zu berticksichtigen, dass die fir die ACE-Hemmung ermittelten Werte in einem reinen in vitro
Testsystem ermittelt wurden. Bei den MHK-Werten wurden vitale Bakterien verwendet. Damit lassen

sich die Werte nur bedingt miteinander vergleichen.

Die Verbindung DB359 zeigt ihrerseits keinerlei Aktivitit mehr gegeniiber des Angiotensin-
konvertierenden Enzyms. Da die Inhibitionen der einzelnen MBLs durch DB359 mit denen von DB320
vergleichbar sind und die Wirkung auf das off-target ACE entfallt, ware die Piperazin-Teilstruktur eine

gute Leitstruktur fir eine weitergehende Struktur-Wirkungsbeziehung-Studie.
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4.8. Bestimmung der Aktivitat gegentber LTAsH

Wie beschrieben, stellt auch die LTAsH ein off-Target von Captopril dar. Daher wurden die hier

dargestellten Strukturen auch auf ihre Aktivitat gegen die LTA4H hin getestet.

Inhibition der LTA4;H
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Abbildung 70: Inhibition der LTAsH (in %) durch die Substanzen Captopril, DB151, DB320 und DB359 bei konstanten
Konzentrationen von 30 uM und 10 uM.

Die Messungen erfolgten mit einer Inhibitor-Konzentration von 30 uM, bzw. 10 uM. Die Werte von
Captopril erreichen dabei eine Inhibition von 86 % und 74 % (Abbildung 70). Die Verbindung DB151
inhibiert die LTA4H bei den angegebenen Konzentrationen nur noch zu 18 %, bzw. 12 %, also in deutlich
geringerem Ausmal3. DB320 erreicht nur bei 30 uM noch eine messbare Inhibition von rund 9 %. Die
Werte von DB359 liegen interessanter Weise wieder im Bereich von DB151 (17 % und 12 %), jedoch

immer noch deutlich unter denen von Captopril.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Strukturen keine

nennenswerte Inhibition der LTA4H aufweisen.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmend er vorliegenden Arbeit wurden Inhibitoren der bakteriellen Resistenzproteine New Delhi
Metallo-B-Lactamase 1 (NDM-1), die beiden Mutanten der Verona-Integron Encoded Metallo-B-

Lactamase 1 und 2 (VIM-1, bzw. -2), sowie die Imipenemase 7 (IMP-7) entwickelt.

Auf Grund natirlicher Selektion, aber vor allem auch bedingt durch den uniberlegten und
verschwenderischen Einsatz von [B-Lactam-Antibiotika, ist eine weltweite Zunahme an
multiresistenten Erregern zu beobachten. Einer der Hauptgriinde dieser Resistenzen sind die Metallo-
B-Lactamsen (MBL), welche vor allem in Gramnegativen Bakterien vertreten sind und fiir die Hydrolyse
und damit der Desaktivierung der B-Lactam-Wirkstoffe verantwortlich sind. Neben der Suche nach
anderweitig wirkenden Antibiotika, ist die Entwicklung von Inhibitoren der MBLs von vordringlicher

Bedeutung.

Basierend auf der Grundstruktur des ACE-Hemmers Captopril, wurden trotz synthetischer
Herausforderungen erfolgreich mehrere Strukturen mit inhibitorischer Aktivitat gegentber den MBLs
synthetisiert. Der Prolinring von Captopril wurde in einer neuen Variante der Captopril-Synthese durch
verschiedene Ring- und nicht cyclische Teilstrukturen ersetzt. Durch die Entwicklung einer
Schutzgruppenstrategie, konnte die Ringstruktur durch einen Piperazin-Rest ersetzt werden. Dies
erlaubt es, die Molekilstruktur auf dieser Seite zu erweitern. Des Weiteren wurde eine neue
Syntheseroute etabliert, welche es auf elegante Weise ermdglicht, weitere Derivatisierungen an der

Methylgruppe des Captoprils durchzufiihren.

In einem proteinbasierten Testsystem wurden die synthetisierten Substanzen auf ihr inhibitorisches
Potential hin untersucht. Dabei wurden ICso-Werte im niedrig einstelligen mikromolaren, fir drei
Verbindungen sogar im sub-mikromolaren Bereich ermittelt. Die erhaltenen Ergebnisse wurden fir die
drei aktivsten Inhibitoren durch eine Erhéhung des Schmelzpunktes in einem TSA-Testsystem
erfolgreich verifiziert. Mittels ITC-Untersuchungen konnte die unterschiedlichen Gewichtungen der
entropischen und enthalpischen Beitrdge zur Bindung der Inhibitoren an die untersuchten MBLs
aufgezeigt werden. Hierdurch konnten die scheinbar widerspriichlichen Ergebnisse der ermittelten
ICso-Werte und Schmelzpunktverschiebungen fiir die Verbindung DBDK48 beziiglich der NDM-1

aufgeklart werden.

Die Strukturen DB320 konnte erfolgreich mit VIM-2 co-kristallisiert werden. Dies ermdglicht eine
genauere Untersuchung und qualifizierte Aussagen lber die Bindungsverhaltnisse zwischen Protein

und Ligand.
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Zusammenfassung

Flr zwei der synthetisierten Inhibitoren sollte untersucht werden, ob deren Aktivitat in vitro auch in
Bakterien erhalten bleibt. Dazu wurden pathogene klinische Isolate und Laborstimme, welche mit dem
Resistenzplasmid transfiziert wurden, und gegen Imipenem resistent sind, herangezogen. Durch die

Zugabe der Inhibitoren konnte die Wirksamkeit von Imipenem wiederhergestellt werden.

Es konnte eine HPLC-Methode etabliert werden, welche eine Abschatzung der Polaritdten in
Abhéangigkeit der Retentionszeiten erlaubt. Dadurch konnte ein direkter Zusammenhang zwischen der

Polaritat der Verbindungen und dem Grad der Wirksamkeit im MIC-Testsystem aufgezeigt werden.

Durch die Untersuchung der Inhibitoren auf die Proteine ACE und LTA4H, konnten zwei Ziel-Proteine
der Captopril-Grundstruktur als unerwiinschte Nebenziele ausgeschlossen werden. Des Weiteren
flhrte die Behandlung von U937-Zellen, selbst bei einer hohen Konzentration von 100 uM, weder zu
Auffalligkeiten in einem WST-1 Assay, noch zu einer erhdhten Freisetzung von LDH. Daher kann davon

ausgegangen werden, dass die Verbindungen (ber keine zytotoxischen Eigenschaften verfligen.
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6. Ausblick

Das Ziel dieser Arbeit lag darin, ausgehend von der Molekilstruktur von Captopril, Inhibitoren fiir
verschiedene Metallo-B-Lactamasen zu entwickeln. Die synthetisierten Verbindungen sollten
selbstredend eine gegeniber der Leitstruktur verbesserte inhibitorische Aktivitat besitzen. Dies konnte
zwar vor allem mit den Verbindungen DB320, DB359 und DBDK48 nachweislich erreicht werden,
allerdings war diese Wirkung der Substanzen gegeniber vitalen Bakterien deutlich schwécher. Dies ist
vor allem auf die vergleichsweise unpolaren Eigenschaften der Substanzen zurlickzuflihren. Wie
bereits beschrieben, sind polare Molekiile deutlich besser in der Lage, die Zellwdnde gramnegativer
Erreger zu penetrieren. Dies bedeutet, die hier vorgestellten Strukturen sollten um polare Gruppen
erweiterten werden, um ihre Effizienz zu erhéhen. Eine Mdglichkeit ware eine Aminogruppe, was auf
Grund der bereits in der Molekilstruktur vorhandenen Saurefunktion zu einer zwitterionischen, und
damit deutlich polareren Verbindung filhren wiirde. Die Einfihrung der Amidin-Struktur am Phenylring
war ein erster Versuch in diese Richtung. Wie durch die Kristallstruktur gezeigt werden konnte, tragt
der Phenylring nicht zur Bindung bei. Auf Grund seines sterischen Anspruches verdrangt er
koordinierte Wassermolekiile, was energetisch unglinstig ist. Hier erscheint es sinnvoll, die
Ringstruktur durch eine sterisch weniger anspruchsvolle Teilstruktur, z.B. einer Alkylkette, zu ersetzen.
Eine basische Funktion am Ende einer solchen Kette, kdnnte zu einer Wasserstoffbriicke mit der
Seitenkette einer Glutaminsdure flhren. Eine weitere Mdglichkeit kdnnte in der Erweiterung des
Molekiils mittels der Piperazin-Teilstruktur liegen. Diese wird von allen untersuchten MBLs toleriert
und zeigt darliber hinaus gegeniber IMP-7 die starkste Inhibitionsleistung. Die Kombination aus der

oben beschriebenen Aminofunktion und der Piperazin-Struktur erscheint besonders vielversprechend.

Mit den in dieser Arbeitet etablierten Syntheserouten ist ein entscheidender Grundstein fiir die
Synthesen weiterer Derivate gelegt. Sowohl fiir eine Derivatisierung am Phenylring, als auch fiir den
Umgang mit der problematischen Thiolgruppe stehen nun synthetische Wege und Bausteine zur
Verfligung. Eine Achillesferse bleiben die Stereozentren der Inhibitoren. Vor allem die absolute
Stereoinformation am a-Kohlenstoff der Aminosaure, aber wahrscheinlich auch an jenem in
Nachbarschaft zur Mercaptogruppe haben einen maligeblichen Einfluss auf die Aktivitdt der

Inhibitoren. Hier ist dringend die Etablierung einer stereochemisch reinen Synthese geboten.

AbschlieBen ldsst sich sagen, dass das hier vorgestellte Grundgerist einige Herausforderungen mit sich
bringt. Mit den Erkenntnissen aus dieser Arbeit sollte eine zielfiihrende Fortsetzung dieses Projektes

jedoch moglich sein.
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7. AbkUrzungsverzeichnis

3)um Kopplungskonstante

Abb. Abbildung

ACE Angiotensin-konvertierendes Enzym
ACN Acetonitril

AcOH Essigsaure

aq Wassrig

Asn Asparagin

Boc tert-Butyloxycarbonyl

BTZ Bis-Thiazolidin

CAMBH cation adjusted Mueller Hinton Broth
CDCl3 Deuterochloroform

D,0O Deuteriumoxid

DBU 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en

DC Diinnschichtchromatographie

DCM Dichlormethan

DIC N,N’-Diisopropylcarbodiimid

DIPEA Diisopropylethylamin

DMF N,N-Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

E.coli Escherichia coli, Kolibakterium

EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EE Ethylacetat

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
eq Aquivalente

ERSF European Synchrotron Radiation Facility
ESI Elektrospray-lonisation

GIcNAc N-Acetylglucosamin

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethan-sulfonsaure
HOBt 1-Hydroxybenzotriazol

HPLC Hochleistungsflissigkeitschromatographie

(high performance liquid chromatography)
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HRMS Hochauflésende Massenspektroskopie (High resolution mass spectroscopy)
ICso Mittlere inhibitorische Konzentration

IMP-1/ -7 Imipenem hydrolyzing Metallo-B-Lactamase 1/ 7

INT (2-(4-iodphenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-phenyl-2H-terazol-3-iumchlorid
ITC Isothermale Titrationskalorimetrie

KBE Kolonie bildende Einheit

KBE Kolonie-bildende Einheit

Ko Dissoziationskonstante

LDH Lactat-Dehydrogenase

LTA4H Leukotrien As-Hydrolase

MBL Metallo-B-Lactamase

MeOD Deuteromethanol

MeOH Methanol

MIC Minimale Hemm-Konzentration (minimal inhibitory concentration)
MTBE Methyl-tert-buthylether

MurNAc N-Acetylmuraminsdure

NAD*/NADH Nicotinamidadenindinukleotid (oxidierte/reduzierte Form)
NDM-1 New Delhi Metallobetalactamase-1

NDM-1 New Delhi Metallo-B-Lactamase 1

NEt; Triethylamin

NMR Nukleare magnetische Resonanz

oD Optische Dichte

PG Schutzgruppe (engl.: protective group)

ppm Parts per million

R.T. Raumtemperatur

RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

SAR Struktur-Wirkungsbeziehung (structure activity relationship)
SBL Serin-B-Lactamase

TEA Triethylamin

TFA Trifluoressigsaure

THF Tetrahydrofuran

TMS Tetramethylsilan

tr Retentionszeit

TSA Thermischer Verschiebungsassay ( thermal shift assay)
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U.N. Uber Nacht

UpM Umdrehungen pro Minute

VIM-1 /-2 Verona integron-encoded Metallo-B-Lactamase 1/ 2

WST-1 Wasserlosliches Tetrazolium 1: Dinatriummono(4-(3-(4-iodphenyl)-2-(4-

nitro-phenyl)-2H-tetrazol-3-ium-5-yl)benzol-1,3-di-sulfonat

(Water soluble tetrazolium 1)
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From a Multipotent Stilbene to Soluble Epoxide Hydrolase
Inhibitors with Antiproliferative Properties
Estella Buscato,” Dominik Biittner,” Astrid Briiggerhoff,” Franca-Maria Klingler,”

Julia Weber,” Bastian Scholz,'™ Aleksandra Zivkovi¢,” Rolf Marschalek,'™ Holger Stark,”
Dieter Steinhilber,” Helge B. Bode,“ and Ewgenij Proschak*"

Inhibitors of soluble epoxide hydrolase (sEH) are in the focus
of pharmaceutical research for numerous indications including
cardiovascular disorders, diabetes and inflammatory process-
es!" sEH is an enzyme located in the branch of the arachi-
donic acid cascade that hydrolyses the epoxyeicosatrienoic
acids (EETs),* products resulting from CYP epoxygenases, into
dihydroxyeicosatrienoic acids (DHETs). Although several inhibi-
tors reached dlinical trials, the role of EETs and sEH in cancer
growth and metastasis remains rather ambiguous.”’ Using ge-
netic and pharmacological alteration of EET levels, it has been
demonstrated that EETs are critical for primary tumor growth
and metastasis in mouse models of cancer.® EETs promote
metastasis by triggering secretion of the vascular endothelial
growth factor (VEGF) by the endothelium, which is critical for
EET cancer stimulating activity. The postulated mechanism® for
EETs to promote tumor growth is via epidermal growth factor
receptor/phosphatidylinositol 3 kinase/protein kinase B (EGFR/
PI3K/Akt) and EGFR/mitogen-activated protein kinase (MAPK)
pathways"? to promote cancer cell survival. However, sorafe-
nib,""'? which was originally designed as a multikinase inhibi-
tor,"¥ was found to inhibit sEH in the nanomolar concentration
range, which contributes to its profile in vivo."*"! Looking at
these studies concisely, EETs act as a double-edged sword in
cancer development and treatment.

Polypharmacological compounds have gained special atten-
tion in the field of cancer treatment due to the complexity of
pathways involved in cancer pathogenesis."*'® Natural prod-
ucts are one of the major sources for novel antiproliferative
compounds, exhibiting various modes of cytostatic action."?
Often natural products exhibit polypharmacological activity,
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targeting several pathways relevant®” for cancer pathogene-
sis.”"?? The principle of addressing multiple targets by natural
products can be transferred to synthetic multitarget ligands.”
In this study, we intended to discover chemical compounds ex-
hibiting cytotoxic profiles and simultaneously targeting sEH.
We started with a small library of compounds isolated from en-
tomopathogenic bacteria, namely Photorhabdus and Xenorhab-
dus.”" These bacteria live in symbiosis with soil-dwelling nem-
atodes and together are able to infect and kill different insect
larvae® ! using protein toxins but also small molecules. Key
compounds required to evade the insect immune system are
phenoloxidase inhibitors, with rhabduscin as the most promi-
nent example.”” Assuming that also other insect enzymes, like
juvenile hormone epoxide hydrolase (JHEH)* are targeted by
Photorhabdus and Xenorhabdus natural products, we analyzed
our inrhouse compound library against the JHEH-related target
sEH. We found that the pluripotent isopropylistilbene (IPS, 1)
from Photorhabdus®® exhibited the desired properties by in-
hibiting sEH with an IC;, value of 10 um (Table 1, Scheme 1).

OCHs

OH
S g on Wl

o~ e

Scheme 1. Natural product inspired design of stilbene-derived sEH inhibi-
tors.

OCHg

Stilbenes like resveratrol™-" or erbstatin*?' are known to pos-
sess chemopreventive or antiproliferative properties. Similarly,
IPS exhibited a wide range of antiproliferative properties on
different cancer cell lines, including HepG2 (hepatocarcinoma),
HelLa (cervical cancer), MCF-7 (breast adenocarcinoma), A498
(renal carcinoma) and U937 (histiocytic lymphoma; Table 2).
The synthesis of IPS is not straightforward;®¥ therefore, we
followed the natural product inspired approach and intended
to identify compounds with similar properties and simple syn-
thetic accessibility. We screened a small collection of com-
pounds exhibiting the stilbene scaffold (chalcones and resvera-
trol analogues) which was available in-house (Supporting Infor-
mation, SF 3). We identified (E)-styryl-1H-benzo[d]imidazoles as
analogues of IPS that carry a benzimidazole moiety, which was
previously identified as a novel sEH pharmacophore in our
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Table 1. ICy, values of synth d (B-styryk1H-b [dlimidazoles ™!

Compd R’ R R IC, [pM™ Compd R’ R’ R? 1G5, [pmP™
AUDA - - - 0axo0 74 3(pyridin3y) H H 08+0.23
PS(1) - - - 1004096 75 3-DHBD® H H 15+0.36
3 H H H 59+ 060 Ed 4F H H 6.1+0.45
7 2-CF, H H 06+013 34 4CF, H H 65+0.50
10 2-NO, H H 20+039 37 40CH; H H 75415
13 2-OCH, H H 183+135 40 4NO, H H 98+3.94
16 2a H H 1.7+012 43 2-0OCH, 50CH; H 173+£3.1
19 2-F H H 26+021 46 3-0CH, 40CH, H 434057
22 2-Br H H 321+1010 2 3-0CH,; 50CH; H 54+0.74
25 3a H H 14+£0M 49 4Cl 2l H 9.7+0.32
28 3-Br H H 434049 52 2-CFy H 3-F 19+0.16
29 3-NO, H H 464003 55 2-CFy H 3-CH, 16+0.37
30 3-0CH, H H 584173 58 2-CF, H 3-a 27+0.76
73 3(furan2-yl) H H 124+076 61 2-CF, H 3-0OCH, 49+1.10
[a] Structures are given in Schemes 2-3 and full chemical names can be found in the Supporting Information.
[b] Data are the mean +SD of sEH inhibition of three different experiments. IC;, values were detemined with
recombinant sEH using PHOME as substrate. [c] DHBD: 342 3-dihydrobenzo[b][1,4])dioxin-6-yl).

Table 2. Cell-viability EC;, values of selected compounds 16, 19, 74, 75 and IPS (1) for several cancer cell lines.

Compd ECs, [pm]™

HepG2 Hela MCF-7 A498 U937
1PS (1) 474094 104+ 200 ia nd. (73.1% + 14,65/ 274027
16 nd. (115.1% +£ 721/  nd.(63.3% +28.91)® nt nd. (111.8% +£17.09™ 121+0M
19 474025 nd. (18.0% + 5.200™ nt. nd. (96.1% + 19.23™ 21+0M
74 2184531 184+ 549 1574243 nd. (26.3%+1.00®  102+0.23
75 2104238 198+ 3.03 151+1.04  nd. (50.7% + 10.42)™ 9240.51

[b] Cell viability [%] at 30 pm.

[a] All EC,, values were determined by at least three independent experiments using WST-1 cell viability assay
and are expressed as EC;,+SD. Abbreviations: n.d.= not determinable, n.t.=not tested, ia=inactive at 30 pam.

group.”™ The introduction of a benzimidazole does not abolish
the desired antiproliferative properties, since this class of com-
pounds showed a wide spectrum of pharmacological charac-

teristics,”™ including antiallergic,
analgesic, anti-inflammatory and
antibacterial  activities. Com-
pound 2 inhibited sEH with an
ICy, value of 54 pm and was
used as a starting point for fur-
ther optimization.

For the synthesis of a com-
pound collection based on an
(Eybenzimidazole stilbene scaf-
fold, we used a previously pub-
lished™ procedure (Scheme 2)
that involves the condensation
of substituted o-phenylenedia-
mine 5, 50, 53, 56, or 59 with
the appropriately substituted (E)-
cinnamic acid derivative 4, 8, 11,
14,17, 20, 23, 26, 32, 35, 38, 41,
44, or 47 in the presence of 1-
ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-

o

=
HoN a x
R'MOH.ZD_’Ru\ ”\
R A v NH, R
'\/\Rz R \,\Rz 2

HoN

4,8,11, 14,17, 20, 23,

26, 32, 35, 38, 41, 44,47 56,59

3* R'=H, R%=R%H

4.5 6,7 R'=2-CF3, R*=R%=H
8.9, 10 R'=2-NO,, R*=R%=H

11, 12, 13: R'=2-0OCH,, R%=R%H
14, 15, 16 R'=2-CI, R>=R%=H

17, 18, 19: R'=2-F, R?=R%=H

20, 21, 22: R'=2-Br, R*=R%*=H
23, 24, 25: R'=3.C|, R%=R3=H
26, 27, 28: R'=3-Br, R?=R*=H

5, 50, 53,

carbodiimide (EDC). 4-(Dimethy-
lamino)pyridine (DMAP) and imi-
dazole were used as catalysts.
The resulting amide intermedi-
ates 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27,
33, 36, 39, 42, 45, 48, 51, 54, 57,
and 60 were cyclized by heating
under microwave irradiation in
the presence of hydrochloric
acid to yield the target (E)}-styryl-
1H-benzo[d]imidazoles 7, 10, 13,
16, 19, 22, 25, 28, 34, 37, 40, 43,
46, 49, 52, 55, 58, and 61 as the
corresponding hydrochloric acid
salt (Scheme 2). The (£)-geome-
try of the styryl double bonds
was confirmed by proton-
proton coupling constants (Sup-
porting Information, SF1). In
order to introduce an aromatic
residue at the meta position of
the phenyl ring (Scheme 3), 3-
bromo-(E)-cinnamic acid (62) un-
derwent  esterification  (79%
yield), followed by Suzuki cou-
pling of the key intermediate 63
with the desired aryl boronic
acid (26-49% yield). After hy-
drolysis of 64, 65, and 66, the
condensation with o-phenylene-
diamine (5) led to amide inter-
mediates 70-72, that underwent
subsequent cyclization to yield
compounds 73-75 under micro-

wave radiation. Compounds 3, 29, 30 and 31 were purchased.
Inhibitory activity of styryl benzimidazole derivatives was inves-
tigated on human recombinant sEH expressed in E coli™”

4,
27, 33, 36, 39, 42, 45,
48, 51, 54, 57, 60

29* R'=3-NO,, R*=R’=H

30* R'=3-OCH;, R%=R%=H

31* R'=4-F, R%=R%=H

32, 33, 34: R'=4-CF,, R%=R%=H
35, 36, 37 R'=4-OCH;, R%=R%=H
38, 39, 40: R'=4-NO,, R?=R%=H

6,9, 12,15, 18, 21, 24,

3

— R
b HN— g
s A

N N

3,7,10.13, 16, 19, 22, 25,
28, 29, 30, 31, 34, 37, 40,
43, 46, 49, 52, 55, 58, 61

50, 51, 52 R'=2-CF;, R*=H R=3-F

53, 54, 55 R'=2-CF;, R?=H, R*=3-CH;
56, 57, 58. R'=2-CF;, R%=H, R*=3-C|

59, 60, 61 R'=2.CF;, R?=H, R¥=3-OCH,

41,42, 43 R'=2-OCH;, R?=5-OCH; R®=H
44,45, 46: R'=3-OCH;, R%=4-OCH; R=H

47, 48, 49 R'=4-C|, R?=2-C|, R%=H

Scheme 2. Synthesis of (E)-styryl-1H-benzo[d)imidazoles. Reagents and conditions: a) EDC (1.5 equiv), DMAP
(0.05 equiv), imidazole (0.05 equiv), RT, 4 h, 21-849%; b) 6m ag HC| EtOH, 120°C, 10 min, MW, 20-92%. Com-
pounds 3, 29, 30, and 31 were purchased.

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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o o o o After exploring the phenyl
N on 2 x ocH,8 b . OCH,8 e o moiety, we could conclude that
the best substitution pattern
IR & R e was ortho-trifluoromethyl (com-
62 63 64, 65,66 67,68, 69 pound 7, ICy,=0.6 um). There-
fore, derivatives of compounds

64, 67,70, 73 R'= m
° HN@ o bearing altered eastern substitu-
d N NQ . Aoy SR e e “J tion were synthetized. Electron-
— " NH, — I = Ns donating groups as in methoxy-
. O substituted 61 (IC;,—4.9 um) ex-
RY 70,7172 R' 73,7475 66,68, 72, 75: R'= [ j@v hibited inhibitory activity; how-

(o)

Scheme 3. Synthesis of (E)-styryl-1H-benzo[d)imidazoles 73, 74 and 75 through introduction of aromatic residues
at position 3. Reagents and conditions: a) MeOH, H,50, (0.1 equiv), reflux, 16 h, 70%; b) R'-B(OH), (2.0 equiv),
Pd(PPh,), (0.1 equiv), 1M aq Na,CO, toluene/EtOH (4:1), 85°C, 16 h, 26-49%; ¢) KOH (2.85 equiv), MeOH, 25°C,
35 h, 64-95%; d) EDC (1.5 equiv), DMAP (0.05 equiv), o-phenylenediamine (1.0 equiv), imidazole (0.05 equiv), RT,

4 h, 8-329%; e) 6m aq HCI, EtOH, 120°C, 10 min, MW, 34-63%.

using a synthetic epoxide as a substrate (3-phenyl-cyano(6-me-
thoxy-2-naphthalenyl)methyl ester-2-oxiraneacetic acid,
PHOME)."™ As shown in Table 1, we examined the different
substitutions at the phenyl ring of the styryl moiety (western
part) and the substitutions at the benzimidazole scaffold (east-
ern part). Regarding the westemn part of the molecule, several
compounds were synthesized bearing ortho, meta and para
substitutions. Ortho-substituted compounds (7, 10, 13, 16, 19)
yielded highest inhibitory activity, with the exception of
bromo-substituted 22. Electron-donating groups like methoxy
(compound 13) were less tolerated (ICy,— 18.3 um), and the
best inhibition was obtained with trifluoromethyl-substituted
compound 7 (ICy, =0.6 pm). Unsubstituted compound 3 result-
ed in a 10-fold loss of potency compared with the best com-
pound 7. With the exception of bromo-substituted 22
(IC5o=32.1 um), halogen groups in the ortho position exhibited
moderate inhibition with IC, values in the range of 1.7 to
26 um .

Lower inhibitory activity was observed for 29 and 30, indi-
cating that meta substitution is less favored than ortho substi-
tution. However, we confirmed the tendency concerning the
electron-donating properties of the substituent, as compound
30 decreases the inhibitory activity (ICy, 5.8 pm). The intro-
duction of heterocyclic moieties, such as furane (73), pyridine
(74) or 23-dihydrobenzo([b][1,4]dioxine (75), increased the in-
hibitory potency (73: IC, = 1.2 pm, 74: IC;, = 0.8 um, 75: IC;, =
1.5 pm, Table 1). In contrast to the positive substituent effect
observed for ortho-substituted compounds, para-substitution
pattem resulted in a weaker inhibitory activity regardless of
the electron-donating nature of the substituent.

Additionally, double substitution at the phenyl moiety was
explored and led to a decrease in the inhibitory activity. 2,5-
Methoxy-substituted compound 43 (ICy, = 17.3 um) exhibited
the lowest inhibitory activity, which could be restored by a 3,4-
dimethoxy (46, IC,, =43 pm) or 3,5-dimethoxy substitution
pattem (2, ICy =52 pum). The potency was not completely re-
stored by exchanging the methoxy groups to a 34-dichloro
pattem (49, IC,=9.7 pum).

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

ever, 52 (IC = 1.9 um), 55 (ICs, =
1.6pum) and 58 (IC,=2.7 um)
bearing  electron-withdrawing
groups partially restored the ac-
tivity.

The structure-activity relation-
ship (SAR) of the investigated
styryl benzimidazoles on sEH are
rather flat, which correlates with the possible binding mode
proposed by the molecular docking experiment of the most
potent compound 7 (Figure 1, see the Supporting Information

Figure 1. Docking pose of (E)-styryl-1H-benzo[dlimidazole 7 in the binding
pocket of the catalytic domain of sEH (PDB: 3K0O0).

for details). Both nitrogen atoms of the benzimidazole core
seem to interact with the catalytic center of sEH (Tyr381,
Asp333, Tyr465). The largest part of the benzimidazole scaffold
is enclosed in the Trp334 niche (15 A) capable for aryl interac-
tions. The phenyl moiety showed m-stacking with Met419"%
and His524, and the benzimidazole core showed n-stacking
with Trp334. The additional space around both aromatic cores
correlates with the high tolerability of different substituents, as
demonstrated by the SAR.

We evaluated the effect of compounds IPS (1; IC,=
100 pM), 16 (ICso=1.7 pm), 19 (ICo=2.6 pm), 74 (ICs—
1.2 pm) and 75 (ICy, = 0.8 um) on cell viability of several cancer
lines (Table 2). IPS inhibited the proliferation activity of all cell
lines except MCF-7. In the water-soluble tetrazolium salt (WST-
1) assay, ECy, values were in the range of 2.7 to 10.4 um. Ortho-
substituted compounds 16 and 19 affected the proliferation

ChemMedChem 0000, 00, 1 -5
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HepG2 + DMSO HepG2 + 1 (10 uM)
-

HepG2 + 74 (10 um)

HepG2 + 19 (30 um)

Figure 2. Annexin V/PI staining of HepG2 cells incubated with A) 19 DMSO for 48 h, B) 1 (10 um) for 24 h, C) 19
(10 pm) for 48 h, D) 19 (30 pm) for 48 h, E) 74 (10 um) for 24 h, F) 75 (10 pm) for 24 h.

activity of Hela and U937 (suspension cells). Ortho-fluoro-sub-
stituted compound 19 inhibited cell proliferation of HepG2
(ECso=4.7 pm) and U937 (ECs5=2.1 um) and slightly of Hela
cells (30 pum, 189%).

Compounds 74 and 75 affected the cell growth of the differ-
ent cancer cell lines to a lesser extent. Compound 74 inhibited
the growth of HepG2 (ECy,—21.8 um), HelLa (ECy, =18.4 pm),
MCF-7 (EC, =157 pum), U937 (EC, =102 pmMm), and to some
extent A498 cell lines (resulting in only 26% cell viability at
30 pm). Similarly, compound 75 displayed inhibitory activity on
all cancer cell lines. EC,, values ranged from 9.2 to 21.5 um
(Table 2). Interestingly all compounds inhibited the cell prolifer-
ation of suspension cells U937.

In order to distinguish between an apoptotic or necrotic
mechanism, we stained HepG2 cells after treatment with com-
pounds 19, 74 and 75 during 24-48 h with annexin V/propidi-
um iodide (PI; Figure 2). Cells treated with 19 clearly showed
apoptosis in a concentration-dependent manner compared to
vehicle (dimethyl sulfoxide) after staining. With compound 74
cells showed progressing apoptosis, whereas cells treated with
75 showed a more late apoptotic/necrotic phenotype over the
same time course. IPS (1)-treated cells were clearly early apop-
totic.

In conclusion, inspired by the initial hit compound, IPS,
a series of (E)-styryl-1H-benzo[d]imidazole derivatives were syn-
thesized and evaluated with recombinant sEH, which led to
potent sEH inhibitors exhibiting antiproliferative activities. Al-
though the benzimidazole stilbenes presented in this work do
not reach the picomolar potencies of urea-based sEH inhibi-
tors,” they represent an unprecedented scaffold for further de-
velopment. Following the approach of natural product inspired
design recently proposed by Waldmann et al.,*” we were able
to transfer and even enhance the desired biological activity
from a bacterial secondary metabolite to a synthetic com-
pound series. The resulting compounds are accessible via
a facile synthetic route and offer the possibility to investigate
structure-activity relationships. The natural product inspired
drug design extends the valuable role of natural products as

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

HepG2 + 19 (10 um) drugs and drug precursors to
templates for fully synthetic bio-

active molecules.
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~
OH
O Y O
OH

ICso(SEH) = 10.0 M

Sales

ICsg(SEH) = 0.6 uM

Inspired by nature: Natural product
isopropylstilbene was identified as an
inhibitor of soluble epoxide hydrolase
exhibiting antiproliferative properties.
Following the natural product inspired
design approach, a library of (E)-styryl-
1H-benzo[dlimidazoles was synthesized
and evaluated with recombinant
enzyme and on several cancer cell lines.
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