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Kurzfassung
Entwicklung und Synthese von heterocyclischen RNA Liganden fur TAR aus HIV-1

Mirco Zeiger

Nach der Entdeckung und strukturellen Aufklarung des Ribosoms war bekannt, dass
neben den Proteinen auch regulatorische RNA Sequenzen fir die Steuerung biologischer
Prozesse im Organismus verantwortlich sind. Dazu zahlt unter anderem das trans-
activation responsive element (TAR) aus HIV-1, welches am terminalen 5' Bereich (1-59)
aller HIV-1 mRNAs eine identische bulge-loop Struktur ausbildet. Die basale Trans-
kription des integrierten HIV Promotors ist in Abwesenheit des viralen trans-activator of
transcription (Tat) sehr gering (und abhéngig von zellularen Transkriptionsfaktoren).
Sobald Tat exprimiert wird, bindet es zusammen mit dem humanen positive trancription
elongation factor b (p-TEFb) spezifisch an TAR und aktiviert die Transkriptionsrate des
viralen Genoms und die Bildung von volllangen Transkripten drastisch. Die Notwendigkeit
der Tat-vermittelten Aktivierung als Grundlage einer funktionierenden HIV Replikation
macht dieses System zu einem hoch interessanten Target flur eine antivirale HIV
Therapie. Basierend auf der Hemmung des Tat/TAR Komplexes wurde in den vergangen
Jahren eine Reihe von Verbindungen identifiziert, die zwar in-vitro eine inhibierende
Wirkung zeigten, aber keine von ihnen konnte bis jetzt als Therapeutikum Verwendung
finden. So ware die noch ausstehende Entdeckung eines effizienten Tat Antagonisten,
der ohne die =zelleigene Transkription zu beeintrédchtigen eine Reduzierung der
Virusreplikation von 80 - 90 % akut infizierter Zellen bewirkt, ein bedeutender Durchbruch
in der HIV Forschung. Durch eine langere Behandlung von chronisch infizierten Zellen
konnte so die Transkription des viralen Genoms abgeschaltet und dadurch eine
Eliminierung latenter HIV Reservoirs erméglichen werden.

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung neuartiger TAR Liganden, zunéchst auf
Grundlage eines nicht auf Strukturmodellen beruhenden Ligandenscreenings, gefolgt von
einem strukturbasierten Ligandendesign. Bei der Suche nach potentiellen Wirkstoffen,
beschrénkte man die Auswahl der untersuchten Verbindungen auf Guanidin- und
Amidinanaloga. Dazu zahlten einfache Guanidinderivate mit unterschiedlichen
aromatischen Resten sowie heterocyclische Verbindungen, wie Isochinoline, Chinazoline,
Perimidine und Phenanthridine. Die Bindungsaffinitaten dieser Wirkstoffkandidaten in
Bezug zu TAR wurden iber einen FRET Assay nach Matsumoto™ bestimmt. Eine
Auswahl an Verbindungen wurde zudem uber eine NMR Titration charakterisiert (AK
Schwalbe). Dadurch konnte beobachtet werden, an welcher Position die Liganden mit der

TAR RNA in Wechselwirkung treten. Bei diesen Untersuchungen zahlten 1,7-



Diaminochinolin  (ICsp = 150 uM), 2,4,6-Triaminochinazolin (ICso = 40 uM) sowie 6,8-
Diaminophenanthridin (ICs, = 15 uM) zu den aktivsten Verbindungen.

Um eine Aussage Uber die Bindungsposen treffen zu kénnen, wurde mittels HF-docking
Methoden die Komplexgeometrie energetisch optimiert. Ausgehend von diesen
Bindungsmodellen entwickelte man eine Leitstruktur, die als Grundlage eines
strukturbasierten Ligandendesigns diente. Im Fokus stand hierbei die Entwicklung einer
GC-Basenpaar erkennenden Untereinheit. Mit 3,5-Diamino-9-methyl-3,4,9,10-tetrahydro-
1H-pyrrolo[3,4-b]phenanthridin-8(2H)-on (ICs, = 45 uM) konnte ein Ligand identifiziert
werden, der im NMR Titrationsexperiment ausschliel3lich am Basenpaar G26/C39 von
TAR eine Verschiebung der Iminoprotonen induzierte. In einem weiteren Projekt
versuchte man eine Selektivitdtssteigerung durch simultane Adressierung zweier
Bindungsstellen zu erreichen. Nachdem im NMR Experiment gezeigt werden konnte,
dass 2,4,6-Triaminochinazolin mit hoher Affinitat an zwei verschiedenen Bereichen der
RNA bindet, wurden eine Reihe dimerer 2,4,6-Triaminochinazolinderivate mit
unterschiedlich langen Linkern hergestellt. Mit diesem Ansatz gelang es den hoch affinen
Liganden N° N°-(1,4-phenylenbis(methylen))bis(chinazolin-2,4,6-triamin) (ICs, = 150 nM)

zu identifizieren.

Abstract
Development and synthesis of heterocyclic RNA ligands for HIV-1 TAR

Mirco Zeiger

After the discovery and structural elucidation of the ribosome, the crucial role of
regulatory RNA in biological processes was realized. RNA has emerged as an interesting
new type of drug target.™ This includes the trans-activation responsive element (TAR)
from HIV-1, which forms in the terminal 5' region (1-59) of all HIV-1 mRNAs an identical
bulge-loop structure. The basal transcription of the integrated HIV promoter in the
absence of the viral trans-activator of transcription (Tat) is very low. As soon as it is
formed, it binds in combination with the human positive trancription elongation factor b (p-
TEFDb) specifically to TAR and activates the transcription rate of the viral genome which
promotes the formation of full-length transcripts dramatically. The need for Tat-mediated
activation as the basis of an effective HIV replication makes this system a highly
interesting target for antiviral HIV therapy. Based on the inhibition of the Tat/TAR
complex, a number of compounds have been identified in recent years. Although in vitro

inhibitory effects were be observed, none of them could currently find use as a



therapeutic agent. The outstanding discovery of an efficient inhibitor of the Tat/TAR
system, causing a reduction of viral replication by 80 - 90 % of acutely infected cells,
without affecting the cell's own transcription, would be a crucial breakthrough. A longer
treatment of chronically infected cells should switch off the transcription of the viral
genome and thereby enable the elimination of the latent reservoir of HIV.

This thesis describes the development of novel TAR ligands on the basis of a non-
structural model based ligand screening. For the search of potential tat antagonists a
limited selection of guanidine and amidine analogs was tested. These included simple
guanidine derivatives bearing different aromatic groups and heterocyclic compounds
such as isoquinolines, quinazolines, perimidines and phenanthridines. The binding
affinities of the ligands to TAR RNA were determined by a FRET assay according to
Matsumoto'?. A selection of compounds was also characterized by NMR titration (working
group Schwalbe) to determine the position at which the ligand interacts with TAR. The
most active drug like candidates in this study were 1,7-diaminoquinoline (ICso = 150 pM)
and 2,4,6-triaminochinazolin (ICso = 40 pM).

In order to make a statement about the binding poses, optimized HF-docking methods
were used to determine the energetically favored geometry of the complex. Based on the
results, a lead structure was developed, that served as a foundation for structure-based
ligand design. The focus here was set on the development of a GC base pair recognizing
subunit. With 3,5-diamino-9-methyl-3,4,9,10-tetrahydro-1H-pyrrolo[3,4-b]phenanthridine-
8(2H)-one (ICso = 45 uM), a ligand could be identified, which induced in the NMR titration
experiment a shift of imino protons only at the G26/C39 base pair of TAR. In another
project an increasement of selectivity was attempted by simultaneous addressing of two
binding sites. By NMR experiments it was shown that 2,4,6-triaminoquinazoline binds
with high affinity at two different regions of the RNA, forming a 2:1 complex. So a series
of dimeric 2,4,6-triaminoquinazolines with different linker lengths were synthesized to find
the right distance between the subunits. This approach succeeded in the development of
the high-affinity ligand  N°N®-(1,4-phenylenebis(methylene))bis(quinazoline-2,4,6-
triamine) (ICso = 150 nM).
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1. Einleitung und Motivation

Lange war man der Uberzeugung, dass die Vielfalt der enzymatischen Aufgaben nur von
Proteinen Ubernommen werden kann, bis Altman und Cech mit der Entdeckung der
Ribozyme eine katalytische Funktion von RNA Molekilen aufzeigen konnten. Diese
bahnbrechenden Arbeiten wurden im Jahre 1989 mit dem Nobelpreis geehrt. In den
folgenden Jahren identifizierte man neben katalytischen Funktionen® auch eine Vielzahl
regulatorischer Mechanismen, die von speziellen RNA Sequenzen gesteuert werden.
Besonders bemerkenswert ist dabei die Partizipation an Transkriptions-® und
Translationsprozessen.® !

Aufgrund dieser grof3en Beteiligung an elementaren Funktionalitaten, wurde das Konzept
der ,RNA-Welt" vorgeschlagen.[sl Hiernach vermutet man, dass bei der Entstehung des
Lebens zun&chst selbstreplizierende RNA Strukturen entstanden. Durch evolutionare
Prozesse bildeten sich hieraus eine Vielzahl an funktionellen RNA Strukturen, die unter
anderem in der Lage waren Proteine zu bilden, die aufgrund ihrer héheren Stabilitat und
Variabilitat einen Grof3teil der enzymatischen Aufgaben tbernahmen. Die Nachkommen
dieses Ribozyms kommen heute noch in Ribosomen aller Organismen vor. Ein weiteres
Relikt aus dieser Zeit findet man méglicherweise auch in Retroviren, wie im HI-Virus. Hier
liegt die Erbinformation gespeichert in RNA Matrizen vor und nicht wie in hdheren
Organismen in Form einer DNA Doppelhelix.

Es ist anzunehmen, dass die zukinftige Forschung noch eine Vielzahl unentdeckter RNA
Funktionalitaten zu Tage bringt, zumal das humane Genom zu einem Grofteil
nichtcodierende RNA enthélt. Die Erkenntnis dieser enormen funktionellen Diversitat
gestaltet die RNA Forschung zu einem besonders attraktiven Wissenschaftsbereich mit
bislang noch ungenutztem Potenzial, vor allem fir Entwicklung pharmazeutischer
Produkte.

Ziel meiner Arbeit ist es zu zeigen, dass eine Adressierung spezifischer RNA Regionen
mit selektiven Liganden durch einen systematischen Selektions- und Optimierungs-
prozess zu erreichen ist. Auf diese Weise ertffnet sich ein breites Spektrum an
Mdoglichkeiten, in biologische Systeme einzugreifen. Als Ziel RNA wurde hierfir das TAR
Strukturelement gewahlt, da bereits wichtige Vorarbeiten auf diesem Gebiet geleistet
wurden, und somit die Entwicklung von Liganden auf einem fundierten biologischen
Hintergrund beruht.

Bei der Herstellung neuartiger Inhibitoren des Tat/TAR Systems geht man zun&chst
unvoreingenommen von den literaturbekannten Bindungsmodellen im Rahmen eines
Lunbiased approach” an das Ligandenscreening heran. Nur mit der Annahme, dass Tat

Uber Argininreste mit TAR interagiert, soll zun&achst eine Auswahl an Guanidinanaloga
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erstellt und Uber einen Verdrangungsassay nach Matsumoto einer Affinitatsmessung
unterzogen werden. Nach Selektion der interessantesten Verbindungen ist eine
Zuordnung des Bindungsbereichs tber spektroskopische und biophysikalische Methoden
vorgesehen, um im nachsten Schritt eine Optimierung der Liganden durch ein
strukturbasiertes Ligandendesign durchfihren zu koénnen. Als Grundlage fur die
weitergehenden Modifikationen dienen minimalistisch angefertigte Bindungsmodelle, die
auf Grundlage von Komplexstrukturen anderer Guanidin-haltiger Liganden beruhen. Mit
Hilfe von computergestitzten molecular modeling Methoden werden schlie3lich die
Ergebnisse der Affinitditsmessung diskutiert und eine Validierung und Anpassung des
Bindungsmodells vorgenommen, sodass im folgenden Entwicklungsschritt eine

Zielgerichtete Optimierungsstrategie entworfen und durchgefihrt werden kann.
2. RNA - Biomakromolekule

2.1 RNA Funktionen

Lange Zeit ging man davon aus, dass die Hauptaufgabe der Ribonukleinsauren (RNA) in
dem Transport von Geninformation von der Polymerase zum Ribosom besteht, die dabei
als messenger-RNA (mRNA) in Erscheinung tritt. Im Jahre 1961 erkannten Heinrich
Matthaei und Marshall Warren Nirenberg, dass dabei jeweils drei aufeinander folgende
Nukleotide ein Codon bilden, welches einer spezifischen Zuordnung zu einer Aminoséaure
entspricht. Auf diese Weise ist eine zielgerichtete Expression eines bestimmten Proteins
moglich. Zudem konnte schon zu einem frihen Zeitpunkt nicht codierende RNA als
Bestandteil des Ribosoms identifiziert werden. Die katalytische Funktion dieser
ribosomalen RNA (rRNA) bei der Translation wurde erst durch spatere Arbeitent” & °
erkannt.

Nach Entschlisselung des humanen Genoms, stellte man fest, dass nur ein kleiner Teil
des Erbguts aus Protein-codierenden Sequenzen besteht. Zudem beobachtete man eine
Korrelation zwischen der Komplexitat der Organismen mit der Menge an nicht Peptid
codierender RNA (Homo sapiens: 97 %; Prokaryonten: 6-24 %).*" '@ Daraus resultierte
die zentrale Frage: Welche Funktionen werden von diesen Nukleinsduren ausgeubt?
Dies fuhrte in den letzten Jahrzehnten dazu, dass die RNA zunehmend in den Fokus von
Forschungsarbeiten geriickt wurde, da man ihre immense funktionelle Diversitat in
Organismen erkannte.™ Somit wurden auch die transfer RNAs (tRNA) identifiziert, die
spezifische Aminosauren aktivieren und diese fiir die Proteinsynthese bereitstellen, sowie
noch weitere nicht codierende RNA Molekile. Dazu z&hlen unter Anderem small-nuclear

RNAs (snRNA), die als Bestandteil der Spleilosome das Ausschneiden der Introns aus


http://de.wikipedia.org/wiki/Heinrich_Matthaei
http://de.wikipedia.org/wiki/Heinrich_Matthaei
http://de.wikipedia.org/wiki/Marshall_Warren_Nirenberg
http://de.wikipedia.org/wiki/Codon
http://de.wikipedia.org/wiki/Aminos%C3%A4ure
http://de.wikipedia.org/wiki/Protein
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den pra-mRNAs bewirken. Dadurch gelingt es dem Organismus, aus einer pra-mRNA
unterschiedliche mRNA zu bilden, was zu einer Erhdhung der Proteinvielfalt fuhrt.
Weiterhin entdeckte man, dass aus der pr&-mRNA herausgeschnittene Introns auch
regulatorische Funktionen Ubernehmen kénnen, zum Beispiel als micro RNAs
(MiRNA).M

Eine wichtige regulatorische Funktionen der RNA wird auch unter der Bezeichnung
RNA interference (RNAI) aufgefiihrt.”™ Durch das Dicer Enzym werden double-stranded
RNAs (dsRNA) in viele kleinere small interfering RNA (siRNA) Fragmenten, mit einer
Lange von 20-25 Nukleotiden, zerteilt. Diese kénnen in RNA induced silencing complex
(RISC) Enzymkomplexe eingebaut werden und spezifisch mRNA Strange komplexieren
und zersetzen. Dadurch kann die Produktion von speziellen Proteinen nach unten
geregelt werden. Auch sind Interaktionen von siRNAs bzw. miRNAs mit komplementéaren
DNA Sequenzen im Zellkern bekannt, die auf diese Weise Transkriptionsinhibierungen
einleiten.

Seit Entdeckung der mannigfaltigen Funktion von riboswitches im Jahre 200219, traten

17,18, 191 Fine Vielzahl der

diese immer mehr in den Blickpunkt der RNA Forschung.!
riboswitches fand man als konservierte Sequenzen in der 5-UTR der mRNA. Wie zum
Beispiel die SAM-I riboswitch®??, die THI-box?", der FMN riboswitch®?? und die B;,-box?..
Die Besonderheit dieser Strukturen liegt in ihrer Funktion als molekularer Schalter. Uber
die Bindung an spezifischen Botenstoffen wird eine strukturelle Neuordnung der RNA
initiiert. Durch Adressierung spezieller Schalter an der mRNA ermdglicht dieses auch
eine Liganden-gesteuerte Transkription oder Translation.

Auch im HIV Genom ist eine Vielzahl von nicht codierenden RNA Sequenzen enthalten.
Von besonderem Interesse fiur die vorliegende Arbeit ist das trans-activation response
element (TAR), das Uber eine Bindung an einen Komplex aus dem transcriptional
transactivator (Tat) Peptid, der Kinase p-TEFb und weiterer funktioneller Peptide, eine

Aktivierung der Transkription vermitteln kann.*!

2.2 RNA als drug target

Auf Grund der hohen Anzahl an regulatorischen Funktionen stellt die RNA ein durchaus
interessantes Drug Target dar. Verschiedene antibiotische Substanzen, die Uber
Interaktionen mit der ribosomalen RNA eine Hemmung der Proteinbiosynthese bewirken,
sind bereits seit lAngerem bekannt. In den letzten Jahren investierte die Pharmaindustrie
mehrere Mrd. € in die RNA-Interferenz (RNAI).”® Dies zeigte die hohen Erwartungen
dieser neuen Technologie als Plattform fur die Entwicklung von Medikamenten.

Bevasiranib war die erste siRNA, welche die Phase Ill in klinischen Studien erreichte,
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jedoch das Studienziel bisher nicht erreichen konnte. Dieser Rickschlag veranlasste
mehrere grof3e Pharmaunternehmen ihre auf sSiRNA basierenden Entwicklungs-
programme einzustellen.”® Dennoch befinden sich weitere RNAi-basierte Therapeutika in

[27

den spaten Phasen der klinischen Forschung.?”! Auch sogenannte Antagomire, die durch

komplementaren Aufbau zu spezifischen zellularen Ziel-miRNAs diese stilllegen kdnnen,
befinden sich bereits in der préklinischen Phase.

Eine Adressierung spezifischer RNA Bereiche mit kleinen Molekilen stellt bislang eine
groRere Herausforderung dar. Dies liegt an der relativ hohen Flexibilitdit von RNA
Strukturen, sodass Konformationsstabilisierungen mit kleinen Liganden nur schwer zu
erreichen sind und dadurch mit kristallographischen Methoden die Aufklarung der
Komplexstrukturen zum Teil kaum mdglich ist. Da Strukturinformationen der Komplexe
fir den Prozess der Wirkstoffoptimierung unerlasslich sind, muss auf andere
strukturaufklarende Methoden zurtickgegriffen werden wie NMR Spektroskopie, die zwar
durch Messungen im wassrigen Medium die naturliche Umgebung besser
wiederspiegeln, aber meist zeitaufwendiger und aufgrund der nétigen *C/*°N
Markierungen kostspieliger sind. Mit heutigen Mitteln ware fur eine industrielle
Wirkstoffentwicklung jahrzehntelange Grundlagenforschung notwendig, sodass es zurzeit
fur viele Pharmakonzerne nicht rentabel ist, in diese RNA-Forschung einzusteigen.
Ungeachtet dessen ist es Aufgabe von Naturwissenschaften, neue Wege zu beschreiten
und geeignete Methoden zu entwickeln, um auch komplexe Problemstellungen zu
bewaltigen. Gelingt es, funktionelle Bereiche in Organismen gezielt mit Wirkstoffen zu
steuern, kann ein grof3er Beitrag zum Verstandnis biologischer Systeme erbracht werden.
Besonders geeignete Zielstrukturen fir RNA-Liganden sind hoch konservierte mRNA
Domanen, da Mutationen und die Ausbildung von resistenten Stammen unwahrscheinlich
sind. Ein derartiges Motiv stellt die TAR RNA aus HIV dar, die als ausgewahltes Ziel der

vorliegenden Arbeit dient.

2.3 TAR RNA

Das HIV-1 TAR Element ist eine aus 59-Nucleotiden bestehende RNA-Struktur und findet
sich am 5°-Ende aller naszierenden HIV-1 Transkripte. Mutationen in diesem Bereich der
RNA sind eher unwahrscheinlich, da schon leichte Veranderungen das System aus dem
Gleichgewicht bringen kdnnen und dadurch eine effektive virale Replikation nicht mehr
maglich ist. Somit ist die Ausbildung von resistenten Virenstdmmen gegeniber Liganden,
die diese Region adressieren, nicht anzunehmen. Eine molekulare Erkennung durch
potenzielle Inhibitoren ist Uber die charakteristischen Strukturelemente dieser hoch

konservierten RNA angedacht. Diese bildet eine stabile stem-loop Struktur mit einem
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pyrimidinreichen Trinukleotidbulge (UCU) aus. Dieser bewirkt eine Abwinklung der Helix
um einen Winkel von ca. 45° und verursacht eine hohe Flexibilitdt in diesem Bereich der
RNA. Zudem befinden sich noch zwei weitere Mononukleotidbulges im unteren stem
Bereich, die vermutlich keinen signifikanten Einfluss auf die Tat Erkennung haben. Durch
NMR spektroskopische Untersuchung der residual dipolar couplings (RDCs) beobachtete
man eine Schwingungsamplitude von 46°, die vom Trinukleotidbuge ausgeht. Es ist
anzunehmen, dass wahrend dieses dynamischen Schwingungsprozesses ein Ligand in

eine Bindungstasche eindringen kann und dadurch den Komplex stabilisiert.

Abbildung 1: NMR Struktur des TAR Fragments (ANR).

Bislang wurde schon eine Vielzahl an TAR Liganden gefunden, die allerdings aufgrund
ihrer schlechten Bioverfugbarkeit oder mangelnden Spezifitdt noch nicht die noétigen
Anforderungen eines Wirkstoffs erflllen konnten (s. Kapitel 4). Immerhin gelang es durch
die ausgiebige Forschung auf dem Gebiet bereits sehr viel Uber die biologischen
Mechanismen in Erfahrung zu bringen, sodass eine zielgerichtete Untersuchung mdéglich

ist und damit dieses drug-traget besonders attraktiv erscheint.

3. Replikation des HI-Virus

3.1 Verbreitung und Bekampfung von HIV Infektionen

Das Humane Immundefizienz Virus (HIV) ist ein Retrovirus aus der Gattung der
Lentiviren. Dieses infiziert menschliche T Zellen (CD4), Macrophagen und dendritische

Zellen®%. Dadurch kommt es zu einer starken Zunahme zelleigener Abtétungs-


http://de.wikipedia.org/wiki/Retroviren
http://de.wikipedia.org/wiki/Lentiviren
http://en.wikipedia.org/wiki/Dendritic_cell
http://en.wikipedia.org/wiki/Dendritic_cell
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mechanismen (CD8 cytotoxische Lymphozyten) und einer Apoptose der betroffenen CD4
Zellen. Dies fuhrt zum Zusammenbruch des Immunsystems und zum Auftreten des
Krankheitshildes acquired immunodeficiency syndrome (AIDS). Seit seiner Entdeckung
verbreitete sich dieses Virus pandemieartig aus, sodass bis Ende 2010 nach
Schatzungen der Organisation UNAIDS ca. 28 Millionen Menschen infiziert wurden.
Durch neuartige Therapien und eine ausgedehnte Aufklarungskampange konnte jedoch
die Zahl der Neuinfektionen und die Sterberate in den letzten Jahren deutlich gesenkt
werden.B!

Durch Aufklarung der Replikationsmechanismen des HI-Virus gelang es, verschiedene
antiretrovirale Chemotheraphien zu entwickeln. Zu den erfolgreichsten Wirkstoffen zéhlen
reverse Transkription (RT) Inhibitoren, und Protease Inhibitoren, die eine effektive
Reduzierung der Virenzahl bewirken. Mit neuartigen Kombinationspraparaten einer
hochaktiven antiretroviralen Therapie (HAART) gelingt es, das Ausbrechen des
Krankheitsbhildes AIDS uber Jahrzehnte hin zu unterdriicken und die Infektion so stark zu
drosseln, dass von dem Erkrankten keine Ansteckungsgefahr mehr ausgeht. Allerdings
gelingt es dem Erreger, sich in einem inaktivierten Status Uber viele Jahre unerkannt im
menschlichen Kérper aufzuhalten, sodass eine endglltige Heilung bislang noch nicht
moglich ist.

Trotz des enormen Fortschritts auf dem Gebiet der HIV Medikation, ist eine Behandlung
sehr kostspielig und kann in den meisten Fallen nur von Patienten aus Industrielandern
mit sozialen Gesundheitsstrukturen genutzt werden. Dies stellt zugleich die grofRte
Problematik in der AIDS Bekampfung dar, zumal 95 % der HIV Infizierten aus

Entwicklungslandern stammen.

3.2 Organisation des Genoms

Das HIV-1 Genom besteht aus 9.200 - 9.600 Nukleotiden und beinhaltet neun
verschiedene Gene, die eine Vielzahl an Proteinen codieren. Diese Gibernehmen bei der
Produktion neuer Viren mannigfaltige Funktionen (s. Abbildung 2). Um in das relativ
kleine Genom eine grof3e Zahl an genetischen Informationen zu verpacken, verwendet
das HI-Virus Uberlappende Leseraster. Bei der posttranskriptionalen Prozessierung der
MRNA Strange werden schliel3lich die einzelnen Exons durch splicing miteinander

verbunden.


http://www.google.de/url?sa=t&rct=j&q=haart&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CC4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fde.wikipedia.org%2Fwiki%2FHochaktive_antiretrovirale_Therapie&ei=r7ipUdvWBYPbtAaV0oGwAQ&usg=AFQjCNFyq1GlxcF6pcsYTme4ML0b_An6oA&bvm=bv.47244034,d.Yms
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faktoren des Wirtes binden Effekte des unindentifizierten beinfluit die Abspalt- Retikulum zu gp120 (SU) von CD4 und MHC |
( NF-xB,NFAT, SP1, TBP) host factors, das zu mehr ung des Virons und gp 41 (TM) gepalten
stabilen RT Koplexe filhrt - blockiert Apoptose
- Funktion bei der Initiierung - gp120 vermittelt die
der Transkription Bindung zu dem CD4- - verstéarkt die viron
Rezeptor Infizierung
- enthdlt das trans-activierende-
response element (TAR) - gp41 vermittelt die Fusion | - Andert die Stadien der

zellularen Aktivierung
- enthalt RNA response
element RRE, das an - das Fortschreiten der
Rev bindet Erkrankung verlangsamt
sich in Abwesenheit von Nef

gag pol vpr rev tat
Pr55 Polymerase Viral Protein R (p15) Regulator der viralen Transkriptions
- durch PR hergestelltes Polyprotein - codiert viele virale - promotet G2 Genexpression (p19) Aktivator (p14)
Enzyme wie PR (p10), - bindet RRE - bindet an TAR
- Matrix (p17) ist im pre-integrations RT und RNAse H (p66/51) - begtinstigt die HIV
Komplex involviert und IN (p32) Infektion von Macro- - Inhibiert das Splicen der - in Anwesenheit von
phagen viralen RNA cyclin T1 und CDK9 wird
- CA Capsid (p24) die RNA Polymerase I
bindet an cytophilin A - Erméglicht den Transport Aktivitat gesteigert
durch die Zellkemwand (produktive Elongation)
- NC Nucleocapsid (p7) der viralen RNA

Zn Finger; RNA bindendes Protein

- p6 wechselwirkt mit Vpr,
enthalt (PTAP) Doméne
zustandig fir viron budding

Abbildung 2: Schema des HIV Genoms mit einer Zusammenfassung der Genfunktionen."*?

3.3 Replikationszyklus

Nach der Ubertragung des HI-Virus kommt es in der friihen Phase der Infektion zu der
Integration des viralen Genmaterials in die Wirtszelle, dazu gehoren insbesondere
Makrophagen und T-Helferzellen. Zun&chst bindet das virale Schlisselprotein gp120 an
den CD4-Rezeptor, worauf dieses einer Konformationsanderung unterliegt und die
Chemokinrezeptoren CCR5 und CXCR4 stimuliert werden. Dadurch kommt es zur
Konformationsanderung des viralen Transmembranproteins gp41l und die virale RNA
gelangt in einem Capsid in die Zelle.®® Im Cytoplasma wird das Capsid aufgel6st und die
reverse Transkription auf Microfilamenten eingeleitet.** Der dabei synthetisierte dsDNA-
Strang gelangt zusammen mit einer Reihe von Proteinen als hochmolekularer
Praintegrationskomplex in den Zellkern.®® Ein im Komplex enthaltenes Kern-
lokalisationssignal wird dabei von zelleigenen Importinen erkannt und mit deren Hilfe der
Transport in den Zellkern eingeleitet. Die mitgefuhrte virale Integrase leitet anschlie3end
die Integration des viralen Erbguts in das Wirtszellchromosom ein. %% "]

Daraufhin folgt die Transkription des viralen Genoms durch die Polymerase 1l (s. Kapitel
3.4). Die dabei produzierten kurzen gespliceten RNA Fragmente gelangen durch die

Zellmembran und unterliegen im Zellplasma einer Translation zu verschiedenen
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funktionellen Proteinen, wie beispielsweise Tat und Rev. Diese kénnen wieder in den
Zellkern eindringen und regulatorische- bzw. Transportfunktionen Ubernehmen. So
gelangen ungesplicete HIV Transkripte, die das gesamte virale Genmaterial beinhalten,
mit Hilfe des viralen Rev Proteins durch die Membran des Zellkerns in das
Cytoplasma.[sz' 38, 39, 40]

In der spaten Phase der Genexpression wird durch die Translation der viralen mRNA
Strange unter anderem Hullglykoproteine, Gag-Proteine, regulatorischen und
akzessorischen viralen Proteine gebildet und an die dulRere Zellwand transportiert. Dort

erfolgt der Zusammenbau, Budding und Freisetzung unreifer viraler Partikel, die durch

Spaltung der Gag- und Gag/Pol-Vorlauferproteine schlie3lich zu infektibsen Viren
reifen. 4L 4243, 44]
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Abbildung 3: HIV Replikationscyclus
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3.4 Mechanismus der transcriptionalen Aktivierung

3.4.1 Einleitung und Kurzubersicht

Im viralen Lebenscyclus stellt die Transkription eine kritische Barriere dar. Nachdem die
Polymerase Il mit der Transkription begonnen hat, gelingt es ihr nicht, den vollstandigen
viralen Templatstrang abzulesen, da im frihen Stadium der Transkription nur eine
geringe Menge der Transkriptionskinase p-TEFb fir die Polymerase Il zur Verfiigung
gestellt werden kann. Somit bilden sich zu diesem Zeitpunkt nur kurze gesplicete virale
Transkripte, welche die Zellkernmembran durchdringen kdnnen, im Zellplasma einer
Translation zu den Proteinen Tat und Rev unterliegen und die schlie3lich wieder in den
Zellkern eindringen konnen. Durch die Bifunktionalitat des viralen transcriptional
transactivator (Tat) Peptids gelingt es, den humanen positive trancription elongation
factor b (p-TEFb) zu binden und gleichzeitig in der Nahe der Polymerase Il zu fixieren.
Dabei spielt das hoch konservierte, aus 59 Nukleotiden bestehende trans-activation
response element TAR, mit einer 6-gliedrigen Hairpinloop Struktur und einer
pyrimidinreichen bulge Region (UCU), eine entscheidende Rolle. Dieses befindet sich am
5°-Ende der nascierenden viralen mRNA und fungiert als spezifischer Anker fir das das
Tat-Peptid. Durch die raumliche Nahe der Kinase p-TEFb und der Polymerase Il findet
eine hoch effiziente Aktivierung durch unterschiedliche Polyphosphorylierungsprozesse
statt. So kommt es zu einer Steigerung der Transkription um das 100 bis 1000-fache und
zur Produktion von ungekirzten RNA Transkripten, die fur die Bildung neuer Viren

benétigt werden. !
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Abbildung 4: Tat aktivierter Transkriptionsmechanismus.
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3.4.2 Die frihe Phase der HIV Genexpression

Wahrend die meisten eukaryotischen Promoter eine TATA box oder eine pyrimidinreiche
Region enthalten, besteht die HIV LTR Region aus mehreren redundanten Einheiten
dieser beiden Elementen. Am 5°-Ende des viralen Genoms (nach reverser Transkription
und Integration) befinden sich mehrere regulatorische DNA Motive, die durch Zinkfinger
des humanen Transkriptionsfaktors specificity protein 1 (Sp1) komplexiert werden.*® #7]
Dieser ist verantwortlich fir die Rekrutierung des an TATA bindenden Proteins (TBP).
Der so entstandene Komplex wird durch die Transkriptionsfaktoren TFIIA, TFIIB und
TFIID stabilisiert und zeigt eine hohe Affinitat zu der Polymerase Il. Nach Anlagerung der
Pol Il, in Verbindung mit TFIIE, TFIIH und TFIIF, kommt es schliel3lich zur Ausbildung des
Prainitiationskomplexes (PIC). Das TFIIH dient dabei unter anderem als DNA-Helikase,
die den Doppelstrang am Transkriptionsstart entwindet, so dass die RNA-Polymerase |l
die Transkription einleiten kann.*® Durch dieses Zusammenspiel mehrerer Faktoren
gelingt es dem Virus, die Transkription des viralen Genoms zu begunstigen. So stellt das
HIV LTR eines der effizientesten Promotorsysteme in der Natur dar. %!

TFIIA ) TFIIB
- -
o o A N~
% % % TBP >
N o, N2, O / - .
AN PSSP SN PRt RN i ReaHONIRNRN
TFIID
Abbildung 5: Initiator-Faktoren Rekrutierung.
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o o o N \
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TFIID

Polymerase Il m

TFIF

Abbildung 6: Prainitiationskomplex.
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Nach der Abspaltung des Promotors beginnt die Polymerase |l sofort mit der
Transkription der viralen DNA, gerdt aber schnell unter den Einfluss der negativen
Elongationsfaktoren DSIF und NELF. Daraufhin beendet die Polymerase Il ihre Funktion
und der Transkriptionsprozess wird unterbrochen.*” Es konnten Hinweise gefunden
werden, dass NELF dabei mit dem TAR Element im direkten Kontakt steht, und dadurch

die Elongation inhibiert.®

CTD
g E \
n (9]
I Pol Il
). I o Q| - 73
/NN NFRE D P 5PV ST rata RN N
NELF

M7 m— DSIF

SP1
p

A\

Abbildung 7: Polymerase pausiert.

Die kleine snRNA 7SK findet man in einem nuklearen Ribonukleoproteinkomplex
(snRNP) mit einer Anzahl von anderen Proteinen, welche die Stabilitéat und Funktion des
Komplexes regulieren. lhre Hauptfunktion liegt in der Bereitstellung der fir die
Transkription essentiellen Kinase p-TEFb. Dabei Ubernimmt das Protein Brd4 die
Transportfunktion von dem p-TEFb Reservoir zur Polymerase Il. Dies ist nicht nur bei der
generellen zellularen Transkription zu beobachten, sondern auch im frilhen Stadium der

Tat-unabhangigen viralen Transkription.? 5354

Stress Signale, CDK9

TCR Activierung -
CycT1l

——
uu-l\“u&'Q
L

Abbildung 8: Rekrutierung von p-TEFb (Komplex aus CycT1 und CDK9) liber Brd4.
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Pol ll

NELF

Abbildung 9: Anlagerung von p-TEFb an die DNA.

Am 5°-Ende des viralen Genoms finden sich zwei kB-Motive, an denen der
Transkriptionsfaktor nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells (NF-
kB) bindet. Diese sind mdoglicherweise in der Lage, der Brd4 vermittelten Bereitstellung
von p-TEFb zu umgehen und die Kinase direkt an die viralen Zielgene zu liefern.®® Auf
diese Weise kann die Transkriptionshemmung durch Phosphorylierung von DSIF und
NELF Uberwunden werden, und es kann zur produktiven Elongation und damit zur
Ausbildung von viralen Transkripten kommen."® Diese codieren unter anderem das Tat

Protein, mit dessen Expression die zweite Phase der Transkription des HIV Genoms

beginnt.

CDT\

I-> Pol Il
WSPI¥sPITy SPIN R TATA ﬁw\ X

SP1
SP1
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p-TEFb meszo-------TTTTTTTTTT > ‘

Abbildung 10: Elongation.
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3.4.3 Tat aktivierte Transkription

Im nachsten Schritt der HIV Infektion wird eine sehr hohe Transkriptionsrate des viralen
Genoms durch Tat eingeleitet. Das Tat Protein besitzt mit seiner transactivation domain
(1-49) eine spezifische Bindungsstelle, die eine hohe Affinitat zu pTEFb aufweist. Uber
die cysteinreiche Region (22-37) bildet sich ein Zinkfinger aus, der die Bildung eines
stabilen Komplexes mit dem CyclinT1 ermdglicht. Aber auch Bindungen zu Cdk9 lassen
sich anhand einer Kristallstruktur des Komplexes aus Tat/CyclinT1/Cdk9 erkennen.®” Die
daraus resultierende hohe Bindungsenthalphie ermdglicht es Tat, die beiden Proteine
CyclinT1 und Cdk9 aus dem 7SK snRNP Komplex zu extrahieren. Der exakte
Mechanismus konnte allerdings bisher nicht vollstandig aufgeklart werden.

Abbildung 11: a) Rekrutierung von p-TEFb durch Tat von der 7SK snRNP; b) Tat vermittelter

Transkriptionsprozess.
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Verschiedene Untersuchungen weisen darauf hin, dass Tat zunachst tber die hoch affine
cysteinreiche Region an CyclinT1 bindet und dabei HEXIM1 verdrangt und daraufhin der
Tat/CyclinT1/Cdk9 Komplex abgespalten wird.® *% Zudem fiihrt die Abspaltung der
HEXIM Proteine zu einer Konformationsénderung des 7SK, so dass eine Rlckreaktion zu
dem urspriinglichen 7SK/snRNP Komplex verhindert wird.®™ Ein alternativer
Mechanismus bei dem der 7SK/snRNP Komplex am Prainitiationskomplexes (PIC)
beteiligt ist, wurde von D'Orso und Frankel diskutiert.®

Durch mehrere Experimente konnte gezeigt werden, dass dieser Extraktions-
mechanismus essentiell fur die Expression des HI-Virus ist und der 7SK/snRNP Komplex
als maRgebliches Reservoir der p-TEFb Kinase fungiert.®® Der Komplex aus Tat und p-
TEFb bindet mit hoher Affinitat an das transactivation response element (TAR).*® Diese
RNA Sequenz liegt codiert im LTR des viralen Genoms vor und wird somit gleich zu
Beginn der Transkription freigesetzt, bevor es zu einem Abbruch der Elongation kommt.
Aufgrund der so erzwungenen raumlichen Annaherung von p-TEFb zu dem
Polymerase Il Komplex kann eine hoch effiziente Phosphorylierung an DSIF und NELF
und am CTD der Polymerase Il stattfinden. Dies fuhrt zu einer Steigerung der
Transkriptionsrate um das 100 bis 1000-fache und zur Produktion ungespliceter viraler
RNA Transkripte.

Mitverantwortlich fir die Aktivierung der Transkription sind vermutlich eine Reihe weiterer
Proteine, die als superelongation complexes (SECs) bezeichnet werden. Diese steigern
die Aktivitat der Polymerase Il indem sie die 3'-OH Gruppen in der naszierenden mRNA

zu der katalytischen Stelle hin ausrichten und ein backtracking der Pol Il verhindern.!®* ¢!

3.4.4 Regulation von Tat

Posttranslative Modifikationen sind meist reversible Prozesse und dienen der schnellen
Regulierung funktioneller Proteine. Auch das Tat Protein ist einer Vielzahl derartiger
Derivatisierungsprozesse unterlegen, die vor allem in der ARM region zu finden sind.
Generell kann man hierbei zwischen aktivierenden und inhibierenden Modifikationen am

Tat Protein unterscheiden.
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3.4.5 Aktivierende Modifikationen an Tat

Aktivierende Modifikationen lassen sich im gesamten Bereich des Tat Peptids finden.
Dazu zahlen Phosphoryierungen, Polyubiquinierungen, Acetylierungen sowie Mono-
methylierungen. Die Acetyltransferase PCAF/KAT2B ist verantwortlich fur die
Acetylierung des Lys28 in der cysteinreichen Region von Tat. Hierdurch kommt es zu der
Ausbildung der hohen Affinitat zu p-TEFb.!*®

Die genauen Funktionen der Phosphorylierung von Tat sowie der Polyubiquitinierung an
Lys71 ist bislang noch unklar. Lediglich Kurosu et al. beschrieb einen Ubiquitin
vermittelten Aktivierungsprozess, der durch eine Verstarkung des Tat/CyclinT1

Komplexes erklart werden konnte.”!

3.4.6 Inhibierende Modifikationen an Tat

Eine Inhibierung des Tat Peptids regelt das HI-Virus durch Methylierungen an
Argininresten durch die Methyltransferase PRMT6°® und Di- bzw. Trimethylierungen an
Lysinresten durch die Methyltransferase KMT1EP%. Betroffen sind hierbei die
Aminosauren Arg52 und Arg53 sowie Lys50 und Lys51 in der TAR bindenden Doméane.
Bemerkenswert ist die Tatsache, dass diese Derivatisierungen keinen Einfluss auf die
positive Ladung der Aminosaurereste haben und somit vermutlich sterische
Wechselwirkungen innerhalb des Komplexes einen inhibierenden Effekt austben.
Ungeklart ist hingegen, ob die Methylierungen reversibel sind, oder ob das desaktivierte
Tat andere Funktionen im HIV Replikationscyclus Ubernimmt. So kénnte diese stabile Tat

Modifikation als langlebiges Tat Reservoir in einer latenten Wirtszelle dienen.™

3.4.7 Tat-TAR Wechselwirkung

Der Trans-Activator of Transcription (Tat) ist ein regulatorisches Protein, das die virale
Transkriptionsrate um ein Vielfaches steigern kann. Je nach Subtyp ist es aus 86 bis 101
Aminosauren aufgebaut und enthélt verschiedene funktionelle Bereiche. Diese lassen
sich in die Transaktivationsdoméane (1-48), die insbesondere bei der Wechselwirkung mit
p-TEFbD beteiligt ist, und in die RNA Bindungsdoméne (49-60) einteilen.

Betrachtet man zunachst das HIV-1 Tat, so findet man eine cysteinreiche Region (22-37)

mit 7 Cysteinbausteinen. Diese zeigt mit anderen Subtypen die groRte Uberein-


http://en.wikipedia.org/wiki/Transcription_%28genetics%29
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stimmung. Es wird vermutet, dass diese zur Bildung eines Zinkfingers dienen, der die Tat
Konformation stabilisiert und die Affinitat zu p-TEFb steigert.["!

Die Kernsequenz (38-48) beinhaltet eine Reihe von hydrophoben Aminosauren, die mit
CyclinT1 in Kontakt treten.

Uber die basische Region (49-60), mit sechs Arginin- und zwei Lysin Bausteinen, gelingt
es dem Tat Peptid die TAR RNA zu erkennen und mit hoher Affinitéat zu binden. An dieser
Stelle finden sich zudem die meisten posttranskriptionellen Modifikationen, die zur

Regelung des Tat Peptids dienen. Am C-Terminus befindet sich schlie3lich noch eine

. . . . . . it [72,73
glutaminreiche Region, die ebenfalls fiir regulatorische Prozesse vorgesehen ist.[’> 7
Ac
v £l? P

10 15 20 25 | 20 35 40 45 0 55 60 3] 70 7
HIV4A (8 PWKHPGSQPRTACNN.CYCKKCCFHCY ACFTRKGLGISY ... GRKKRRAQRRRAPQDSQTHQASLSKQPAS QA ..
HIV-2 _(36) EI LYQLYQPLEACDNKC YCKKCCYHCQMCFLNKGLG IWYE RKGRRRRTPKKTKAHSSSASDKSISTRTGNSQqy..
SV .{24) QL LEEYYQPLQACENKCWCKKCCFHCM LCFHKKGLG IRYHY . . YRKR . GPGTNKK | PGGGEEAIRRAIDLCFF ;..
BIV .(25) LFWNTCKGPRRDEPH. CCCPICSWHCQLCFLQKNLGINYGS . GPRRRGTRGKGRR IRRTASGGDQRREADSQR ;..
Jov {25 LFWNTCAGPRRVEPK . CSCPICVYWHCQLCFLQKGLGIRHD. . . GRRKKRGTRGKGRKI I HYARSITESGGQRAP 5 ..
EIAV _(14) ENLQKSSGGVPGQNTGGQEARPNYHCQLCFLR .SLGIDYLLASLRKKNKQRLEKAI QQGRQPQYLL *

N-Terminus Cys-reich Kern Region Basische Region C-Terminus

Transactivierungsdomane RNA Bindungsdoméne Leucin Motiv

Abbildung 12: Abgleich der Tat Sequenz verschiedener Lentiviren. Posttranslative Modifikationen an dem
HIV-1 Tat Peptid. Ac: acetyl; Me: Methyl; Ub: ubiquinyl.™

Die basische Region des Tat Peptids bindet direkt an das HIV-1 Trans-activation
response element (TAR). Die fur die TAR Erkennung essentiellen Nukleinbausteine
wurden bereits in den friihen 90er Jahren durch eine Reihe von Untersuchungen an Tat
Mutanten identifiziert.’”> & 7" 78 7 Dapei erkannte man, dass Tat mit U23 in
Wechselwirkung tritt und die benachbarten Basen C24 und U25 nur als Platzhalter
fungieren und durch andere Nukleinbasen oder Linker ersetzbar sind.® % Zudem
beobachtete man durch Derivatisierungen an den Phosphaten, dass diese an Position

P22, P23 sowie P40 entscheidende Kontaktpunkte zu Tat darstellen.” 78 81

Eine Vielzahl von Experimenten darunter chemical crosslinking!®

(83, 84]

und photo-
crosslinking geben starke Hinweise dafur, dass die bulge Region eine
Schlisselstelle bei der Tat/TAR Erkennung darstellt. SchlieBlich konnten Bayer et al.
durch photo-crosslinking Experimente zeigen, dass das Lys41 mit U42 und das Arg57 mit
U3l in Wechselwirkung treten. Somit gelang es erstmals eine grobe Struktur des
Tat/TAR Komplexes zu beschreiben. Es zeigte sich, dass das Tat Peptid in der major
groove der TAR RNA eingelagert wird und die basische Region dabei in den

Trinukleotidbulge ragt (siehe Abbildung 14).5
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Nachdem erste Strukturen von TAR im Komplex mit Argininderivaten durch NMR
spektroskopische Methoden erstellt werden konnten, wurde die Vermutung weiter
bekraftigt, dass die Bindungsstelle um G26 entscheidend fir die Tat/TAR
Wechselwirkung ist. Da die Affinitat zwischen Argininamid und TAR nur sehr schwach ist,
vermutete man bei der Komplexierung mit dem Tat Peptid einen mehrstufigen Prozess.®®
Im ersten Schritt erfolgt eine Erkennung eines Arginin-Rests an G26 in der bulge Region,
das im zweiten Schritt zu einer Konformationsanderung von TAR fihrt. Diese strukturelle
Umformung ermdglicht dem Tat Peptid, weitere Kontakte aufzubauen. Dazu zahlen
vermutlich die Phosphate P22, P23 und P40 aber auch eine Adressierung eines
elektrostatischen hotspots bei G28 ist denkbar.®”! So gelingt es dem Tat Peptid, im letzen
Schritt weitere Bindungen zur RNA aufzubauen, die in ihrer Gesamtheit einen starken
synergetischen Effekt austben und daher fir die hohe Affinitdt von Tat zu TAR

verantwortlich sind.

3.4.8 Die Struktur des Tat/TAR/p-TEFb Komplexes

Obwohl noch keine Kristallstrukturen von HIV-1 TAR/Tat/p-TEFb existieren, gelang es im
Jahre 2008 Baumli et al., durch Rontgenkristallographie die erste Struktur des Komplexes
aus HIV-1 Taty 4g/p-TEFb zu I6sen.®® Obwohl die Strukturen der p-TEFb Untereinheiten
groRe Ahnlichkeiten zu der raumlichen Gestalt von CDK/Cyclin vorweisen, wie es im
humanen Zellcyclus vorkommt, unterscheiden sie sich im Komplex in der relativen
Orientierung zueinander. Zudem lasst sich eine um 40% geringere Kontaktflache als
zwischen CDK2/CyclinA beobachten, was zu einer erhdhten Flexibilitat des Komplexes
fuhrt.

Ausgehend von den Strukturdaten konnte Baumli et el. einen Autophosphorylierungs-
mechanismus von CDK9 am katalytisch aktiven Thr186 im T-loop, sowie an drei weiteren
Stellen am C-Terminus, beobachten und interpretieren.®® An der cysteinreiche Region
des Tat Peptids (Cys22, Cys34, Cys37 und His33) bildet sich ein Zinkfinger aus. Dieses
fuhrt zu einer konformationellen Fixierung der Proteinstruktur. Man findet in dem Kristall
noch ein weiteres Zinkkation an Tat komplexiert, dies beruht vermutlich nur auf
Kristallpackungseffekte.

Erganzend dazu wurde von der Gruppe um Price die Kristallstruktur eines Komplexes
aus CyclinT1/EIAV Tat1.69/EIAV TAR aufgeklart.[57] Hier kann man beobachten, dass die
Konformation von CyclinT1 nahezu unverandert auch in dem Komplex HIV-1 Tat.4g)/p-

TEFb zu finden ist. Auch das Tatyui1.69) Fragment ist so positioniert, wie man es in dem
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HIV-1 Tatg.45/p-TEFb Komplex bei einer Extrapolation am C-Terminus erwarten wirde.
Der basische Bereich der beiden Tat Peptide unterscheidet sich im Wesentlichen nur
durch Vertauschen von Arginin und Lysineinheiten, so dass in beiden Fallen eine

alphahelikalen Struktur sich ausbildet.

EIAV Tat

A %{Q:fb\? EIV TTA/R

S.?J

pThri86 @/ G '
CyclinT1 / ( CyclinT1

Abbildung 13: a) Kristallstruktur des HIV-1 Tat/CDK9/CyclinT1 Komplexes (3MI9)[57]; b) Kristallstruktur des
Komplexes aus EIAV Tat/CDK9/CyclinT1 (2wW2H)™.

EIAV TAR besteht aus einem 6-mer Hairpin loop und besitzt im Gegensatz zu HIV-1 TAR
keinen Trinukleotidbulge. Dieses Strukturelement wird Uber die positiv geladenen
Aminosaurereste gebunden, sodass es zu einer Stabilisierung der EIAV RNA kommt. Im
Fall von HIV-1 konnte durch zahlreiche Experimente die UCU Bulgeregion als Tat
Bindungsstelle ausgemacht werden. Durch modeling lasst sich HIV-1 TAR Uber den
Trinukleotidbulge an den CyclinT1/EIAV Tatui.699 Komplex anlagern. Hierbei kann eine
Annaherung von TAR an den Bereich von CyclinT1 beobachten werden, der vermutlich

fur eine spezifische Erkennung der RNA vorgesehen ist.
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4. HIV-1 TAR Liganden

Das folgende Kapitel soll einen Uberblick uber literaturbekannte TAR Liganden
verschaffen. Dabei wurden die Verbindungen in vier Gruppen eingeteilt: Peptide und

Peptoide, Oligonukleotide, kleine Molekuile und Konjugate.

4.1.1 Peptide

Bereits in den frihen 90er Jahren konnten durch photo-crosslinking Experimente erste
Hinweise auf die Orientierung des Tat Peptids im Komplex mit TAR gefunden werden.®
Man beobachtete eine Wechselwirkung des Lys41 mit U42 und Arg57 mit U31, sodass
hieraus eine erste Komplexstruktur postuliert wurde.®
TAR (HIV-1)

HIV-1

G G

Abbildung 14: Postulierte Struktur des Komplexes aus Tat und TAR.

Ausgehend von diesen Resultaten ist anzunehmen, dass die basische Region des Tat
Peptids (YGRKKRRQRRRP) mit dem Trinukleotidbulge von TAR in Wechselwirkung tritt.
Man untersuchte zunachst zu dieser Tat Sequenz analoge Peptide und konnte eine
vergleichbare Affinitat zu dem Volllangen Tat Peptid feststellen. %% 9 92 93.94]

Mittels Festphasen REDOR *C/**N-'°F NMR Spektroskopie gelang es Huang et al. einen
direkten Beweis zu finden, dass das Tat-Fragment (*"YGRKKRRQRRR®) iiber Arg52 mit
U23 in direkten Kontakt gerédt. Dazu wurde eine U23 Fluor-gelabelte TAR RNA
hergestellt und mit dem 11-mer Peptid komplexiert. Auf diese Weise konnten 6
Distanzmessungen zwischen der Aminosaure Arg52 und dem 5-Fluorouracil erhalten

werden.®
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Weitergefihrt wurde die Entwicklung peptidbasierender Liganden durch kombinatorische
Synthesestrategien. Mittels Festphasensynthese konnten Rana et al. mit relativ geringem
Aufwand eine grol3e Auswahl an Tripeptiden aus dem Repertoire naturlicher
Aminosauren in (D)- und (L)-Form herstellen. Als affinster Ligand stellte sich das NH,-
(L)Lys-(D)Lys-(L)Asn-OH mit einer Dissotiationskonstante von Kq = 0,42 uM heraus.®

Molekulardynamische Untersuchungen zeigten, dass das Tripeptid NH,-(L)Lys-(D)Lys-
(L)Asn-OH nur an der minor groove stabile Bindungsmoden einnehmen kann und dabei
zwischen den Basenpaaren G26-C39 und A22-U40 zu finden ist. Die Bindungsenergie
stammt hauptsachlich von van der Waals Wechselwirkungen (23 - 40 kcal/mol) mit der
RNA, elektrostatische Effekte und die Solvatisierungsenthalphie spielen nur eine
untergeordnete Rolle (3 kcal/mol). Es wird vermutet, dass der Ligand mehrere
Bindungsmaodi eingehen kann, die im einzelnen nur schwach ausgepragt sind, aber in der
Summe die interhelicale Bewegung der TAR RNA einschranken, so dass der dynamische

Mechanismus, der fiir die Tat-TAR Bindung notwendig ist, gehemmt wird.*”]

Die Gruppe um J. Yu untersuchte 16mer Peptide hinsichtlich ihrer TAR Affinitat, wobei
die Aminosauren Leucin, Lysin sowie Glycin verwendet wurden. Uber eine partielle
Substitution der Lysinbausteine durch N°*-Acridinyl-Lysin konnte eine erhebliche
Aktivitatssteigerung gemessen werden. Mittels dieser Kombination von basischen und
aromatischen Resten gelang es, einen hoch affinen Tat Antagonisten zu entwickeln (Kq4 =
370 pM).1%8 9

In der Gruppe von M. Goébel wurden verschiedene Tripeptide mit unnatirlichen und
peptidomimetischen Bausteinen entwickelt. Von besonderem Interesse war es, eine
umfangreichere Auswahl an heteroaromatischen Aminosduren zu schaffen, da aus
natiirichem Ausgangsmaterial nur vier aromatische Aminosauren zuganglich sind (His,
Phe, Trp und Tyr). Lysin und Arginin wurden sowohl in L- als auch in D-Form als
terminale Aminosduren um den kinstlichen Baustein herum eingebaut, um Uber
elektrostatische Wechselwirkungen zu dem Phosphatriickgrat eine Affinitatssteigerung zu

erzielen.
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o n HZN\END\ (\IN NYNHZ |-|Nﬁ/m-|2
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Abbildung 15: a-c: Monomere fir die Tripeptidsynthese;1: TAR Ligand Arg-Pyrenyl(C3)-Arg.

Die zu Peptid 1 analogen Tripeptide mit den Chinolonen a oder Aminochinolinen b in
zweiter Position zeigten im Fluoreszenzassay ICso-Werte im Bereich von 2-3 pM™, das
Tripeptid mit Pyrimidinbaustein ¢ einem ICs-Wert von 5-6 uM. Die hdochste Affinitat
konnte bei dem Tripeptid Arg-Pyrenyl(C3)-Arg 1 mit einem ICsq von 0,8 pM (K4 = 40 nM)

gefunden werden.**

4.1.2 B-Peptide

Ein grundlegendes Problem bei peptidischen Wirkstoffen ist die enzymatische
Zersetzung bei oraler Aufnahme. Daher ist es bis heute von besonderem Interesse,
Peptidomimetika zu entwickeln, die eine hohere Halbwertszeit im menschlichen
Organismus aufweisen. Die bekanntesten Vertreter sind neben retro-enantio Peptiden
unter anderem auch B-Peptide, die auch als Tat Mimetikum erfolgreich eingesetzt
wurden. Durch die Ubertragung der Aminosauresequenz des Tat Peptids (47-57) auf das

B-Peptid, erhielt man einen TAR Liganden mit einer Bindungskonstante Ky von 29 nM.*?

4.1.3 Peptoide

Ebenfalls resistent gegenliber dem enzymatischen Abbau sind Wirkstoffe mit
peptoidischer Struktur. Dieses Motiv konnte auch erfolgreich von Hamy et al. bei der
Entwicklung von TAR Antagonisten verwendet werden. Mittels kombinatorischer
Synthesestrategie wurde das neungliedrige Peptoid CGP 64222 5, mit 8 basischen

Gruppen, entwickelt. Diese hochaffine Verbindung, mit einem ICs, Wert von 12 nM, zeigte
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auch im Zellassay einen signifikanten Effekt (ICso = 10-30 uM). NMR Untersuchungen

deuten auf eine Bindung im bulge Bereich hin.[*%

NH,

H,N"SNH  H,N“SNH H,N"NH
NH,

Abbildung 16: a) Struktur des neungliedrigen Peptoids CGP 64222; b) Modell des Komplexes aus dem
Peptidoid CGP 64222 mit TAR®!,

Durch eine Einfihrung von polaren Strukturelementen (Methoxycarbonyl, Carboxamid)
an den Seitenketten von Peptoiden konnte eine bessere Bioverfligbarkeit sowie eine
Steigerung der Proteaseresistenz erreicht werden. Ein derartiges Peptoid mit der Tat
Sequenz (47-57) zeigte ebenfalls eine hohe Bindungsaffinitat zur TAR RNA (K4 =
68 nM).1204

Weiterhin wurden Tat analoge Peptidomemetika aus Harnstoff- sowie Carbamatbriicken
verknlipfte Aminosduren aufgebaut, mit Bindungskonstanten im Bereich von
0,11-1,11 M.

Multivalent bindende Oligomere (MBOSs) sind Molekile, bei denen mehrere Seitenketten
sich von einer Polyaminhauptkette aus erstrecken. Auf diese Weise versucht man die
Eigenschaften von Peptiden nachzubilden. Wang et al. zeigten anhand in-vitro-
Bindungsassays in Kombination mit modellbasierenden Zellassays, dass MBOs bei
niedrigen mikromolaren Konzentrationen in der Lage sind, die Tat-TAR Bindung zu
hemmen. Dazu wurden mehrere MBO-Bausteine mit 4-Hydroxybenzylresten und einer
Lysineinheit kombiniert, um somit aromatische als auch basische Funktionalitat in dem

Liganden zu vereinen.[*®
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4.1.4 Cyclische Peptide

Um eine verbesserte Pharmakokinetik zu erreichen, wurden von verschiedenen
Forschergruppen cyclische Peptide entwickelt. Die Cyclisierung von Aminosaure-
sequenzen erhoht die metabolische Stabilitdt, Potenz, Rezeptor-Selektivitdt sowie
Bioverfugbarkeit der Verbindungen. Weiterhin erhoht die starre Geometrie der zyklischen
Peptide die Bindungsaffinitit gegeniber dem ausgewaéhlten Zielmolekil, da die
Freiheitsgrade eingeschrankt werden und so die Enthropie des ungebundenen Liganden
gesenkt werden kann. So ist ein von Tamilarasu et al. entwickeltes cyclisches 5mer in der
Lage, den Tat-TAR Komplex in menschlichen Zellen mit einem ICs, von 40 nM zu

inhibieren. %7

H,N

W/

Abbildung 17: Ein von Tamilarasu et al. entwickeltes cyclisches 5-mer Peptid als potentieller Tat Inhibitor.

Robinson et al. beschéftigten sich mit der Entwicklung von diversen cyclischen Peptiden
als B-hairpin Mimetika. Durch das grundlegende D-Pro L-Pro Motiv wird die Konformation
fixiert und eine erhohte Starrheit erreicht, was eine wichtige Voraussetzung fir einen
selektiven Liganden darstellt. Insbesondere konnten die beiden Peptide L-22
(1RVRTRKGRRIRIPP,) mit einem Kqg von 30 nM und KP-Z-41
(1RVRCRQRKGRRICIRIPPg) mit einem Ky von 1 nM erfolgreich als TAR Liganden
eingesetzt werden. Trotz eines 10000-fachen Uberschusses an tRNA konnte durch
electrophoretic mobility shift assays (EMSA) die Affinitat sowie Selektivitat zur TAR RNA
belegt werden.

Durch die Kooperation mit Varani gelang eine Strukturaufklarung der Komplexe mittels
NMR spektroskopischer Methoden. Man beobachtete, dass sich das Peptid mit hoher
Selektivitat in die major groove einlagert und dabei, neben mehreren markanten Stellen
zwischen der loop und der bulge Region, besonders zwei Bindungsstellen im bulge

Bereich (G26, G28) durch basische Gruppen adressiert. Durch eine kooperative Bindung
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an diesen beiden Bindungsstellen lasst sich die hohe Stabilisierung dieses Komplexes

erklaren. %!
RE QA2 RIO 2 4 |18
/ 7 RO R Dp g SR N¢td RS \DP
RS R3 R! R _RS._{_R3 _R!
Ke" \T4/ \ng \L|‘: KB NG NG N2 ""L|\:
L-22 KP-Z-41

Abbildung 18: Cyclische Peptide L-22 ((RVRTRKGRRIRIPP14) und KP-Z-41 (;RVRCRQRKGRRICIRIPP15)
mit den zugehaorigen NMR Strukturen (2KDQ)™*% und (2kx5)™.

4.2.1 Aminoglycoside

Aminogycoside zeigen, auf Grund ihrer positiven Ladungen im physiologischen Milieu,
eine hohe Affinitat zu einer Vielzahl von RNA Strukturen.™ Als bekannteste Vertreter
dieser Substanzklasse sind Tobramycin, Neamin, Neomycin B und Kanamycin A zu
nennen. Unter diesen Verbindungen zeigt das Neomycin den starksten Tat-TAR
inhibierenden  Effekt (Kg=0,92 uM)."*?  ESI-MS'™! und ribonuclease-protection
Experimente™¥ gaben Hinweise einer méglichen Bindungsstelle im stem Bereich
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unterhalb des Trinukleotidbulges. Doch zeigten weitere ESI-MS Untersuchungen und gel-
shift Experimente zwei weitere mogliche Bindungsstellen zur TAR RNA 3]

Mittels SPR-Untersuchungen (surface plasmon resonance) von Aminoglycosiden
(darunter auch Neomycin) lieBen sich zudem keine signifikanten Unterschiede in Threm
Bindungsmuster zu unterschiedlichen hairpin-RNAs (TAR, RRE, A-site) erkennen,

sodass man von einer erhéhten Selektivitat nicht ausgehen kann.™!

HN_ ) OH
HBQ A
9
Abbildung 19: a) Neomycin; b) Streptomycin; ¢) NMR Komplexstruktur Neomycin-TAR (1Q3D)™*¢!.
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4.2.2 cyclische Aminogycoside

Eine konformationelle Fixierung des Ruckgrats konnte bereits bei Peptidketten durch eine
Cyclisierung erreicht werden. Diese starren bzw. B-hairpin-artigen Strukturen zeigten eine
deutlich héhere Affinitat zu TAR im Gegensatz zu ihren linearen Analoga. Raghunathan
et al. Ubertrugen dieses Prinzip auf Aminogycoside und entwickelten 8-gliedrige

Aminoglycosidanaloga, die Gber Butylengruppen miteinander verkntpft wurden.

NH, o
e

(0]
O NH2 O
o H,N O
(o]
° o\/\/l
&
H,N

11

Abbildung 20: Struktur des von Raghunathan et al. hergestellten cyclischen Aminoglycosids.

Uber NMR Untersuchungen konnten Hinweise auf eine Bindung in der major groove im
oberen stem Bereich und in der minor groove an der unteren stem Region gefunden

werden, mit einem K4 im mikromolaren Bereich.*"

4.3 Oligonucleotide™®

Synthetische Oligonukleotide und ihre Analogen, die komplementar zur stem-loop Region
der TAR RNA sind, stellen eine weitere Klasse von Transaktivierungsinhibitoren dar,
allerdings nur mit moderaten Ergebnissen.*®!

Es wurden auch antisense Oliginukleotide, die Uber einen Linker mit RNAsen oder

Ribozymen verbunden wurden, als antivirale Wirkstoffe eingesetzt.' 1%l

Nach Entdeckung der RNA Interference (RNAI), gelang auch die Anwendung auf TAR
RNA. So entwickelte Jacque et al. siRNA, die zur Inhibierung des Tat-TAR Systems
geeignet schien.™! Durch Arbeiten von Yoshinari et al. wurden allerdings die

Erfolgsaussichten dieser Strategie relativiert.*??
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Im Gegensatz zu den natirlichen Oligonukleotiden, sind locked nucleic acids (LNA)-,
Phosphoramidate, polyamide nucleic acids (PNA)-, cyclische PNA-% 124 2°.0-Me RNA,
hexitol nucleic acids (HNA)- und Tricyclo-DNA™®&-Aptamere nukleaseresistent und lassen

sich dadurch universeller einsetzen.

|
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Abbildung 21: Monomere Bausteine fir kiinstliche Oligonukleotide: 2’-O-Me RNA 12; locked nucleic acid
(LNA) 13; Phosphoramidate 14, polyamide nucleic acids (PNA) 15 ; hexitol nucleic acid (HNA) 16 ; Tricyclo-
DNA 17.

Neben zahlreichen weiteren Forschungsergebnissen auf diesem Gebiet, gelang es
Arzumanov et al. mit 16-mer tricyclo-DNA Aptamere (K4 4,5-23,2 nM)™® und einem 12-
mer 7xOMe/5xLNA (Kq 1,1 nM)*®! TAR zu adressieren. Die antivirale Wirkung konnte
daruber hinaus in Zellassays bestatigt werden.

Da Oligonukleotide unter pysiologischen Bedingungen negative Ladungen aufweisen,
entsteht die Problematik ihrer Zellgdngigkeit. Diese lasst sich jedoch durch Ligation mit
kationischen Lipiden oder cell-penetrating peptides (CCP), die als Transporter fungieren,
deutlich erhohen.™® So zeigen auch TFO- und PNA-Aminogyclosid Konjugate gute

pharmakokinetische Eigenschaften, 27 128 129. 130]
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4.4 Kleine Molekile

Unter dem Begriff “small molecules” fasst man Molekile mit einer Molmasse kleiner als
500 g/mol zusammen. Dies beinhaltet einen Aspekt der Lipinski Regeln, nachdem
kleinere Molekiile eine bessere Bioverflugbarkeit aufweisen.

Erste Untersuchungen auf dem Gebiet der TAR Liganden wurden mit dem nur schwach
bindenden Arginamid durchgefuhrt, da man davon ausging, dass der Argininrest eine
ghnliche Konformationsanderung der RNA induziert, wie das Tat Protein.®” (s. Kapitel
7.1)

Abbildung 22: Konformation der TAR in freier Form (LANR)™ und im Komplex mit Argininamid (1ARJ)™%2.

1996 entdeckte die Gruppe um Bailly bei einem drugscreening den Liganden ,Hoechst
33258, der eine hohe Affinitat zu TAR zeigte. Zudem konnte Uber footprint Verfahren die

GC-reiche Region (G36-U40) als bevorzugte Bindungsstelle ermittelt werden.[* 34

“"@:Z@fj

Abbildung 23: Strukturbild des Liganden ,Hoechst 33258
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Durch ,highthroughput Screening“ einer Substanzbibliothek aus 150000 Verbindungen,
gelang es Mei et al. das Chinoxalinderivat 19 und das Tetraaminochinazolin 20 mit
ebenfalls guten Bindungsaffinititen zu identifizieren."? ESI-MS Methoden gaben
Hinweise, dass das Chinoxalin 19 zwar bevorzugt im bulge Bereich bindet, allerdings
nahm die Komplexierung mit TAR in Gegenwart von tRNA stark ab. Das
Tetraaminochinazolin 20 zeigte hingegen erhohte Affinitaéten zu dem loop Bereich der
TAR RNA, worauf Resultate einer Serie von footprinting Experimenten und ESI-MS

Untersuchungen von TAR Mutanten hindeuten.*

N, N _NH,
H,N Z
HIO NH, NH,
O,N N0
H
19 20

Abbildung 24: Strukturbilder der besten Treffer des ,highthroughput screening“ von Mei et al.

Um eine neuartige Klasse von TAR-Liganden zu entwickeln, kombinierten Hamy et al.
zwei essentielle Strukturmerkmale Uber einen Linker miteinander. Dazu gehérte zum
einen ein aromatischer oder heteroaromatischer Rest mit der Moglichkeit zur
Interkalation zwischen den Nukleobasen. Darunter zahlten Purine, Naphthalin-
imidderivate sowie Mitonafide und Acridine, mit denen beste Ergebnisse erzielt werden
konnten. Zum anderen wurde ein ,polykationischer Anker* wie das Spermidin eingesetzt,
da dieses Oligokation bekannt dafiir war, an Nukleinsauren zu binden.™*® *¥! Dje aktivste
Verbindung aus dieser Serie war CGP 40336A 21 mit einem in vitro gemessenen CDs
von 22 nM (gel-shift) und einem ICs, von 1,5 uM im Zellassay. Durch footprintig- und
NOE NMR Experimente konnten Wechselwirkungen mit dem Trinukleotidbulge detektiert
werden. Mittels dieser Ergebnisse wurden Wasserstoffbriicken zwischen der NH-Gruppe
des Acridins und N7 der G26 Base sowie zwischen der Methoxygruppe des Acridins und

der Aminogruppe der C39 Base postuliert und ein Bindungsmodell vorgeschlagen.**!

HZN\/\/\N/\/\/NH2

HN/H
200!
7
N Cl
21

Abbildung 25: Struktur des acridinhaltigen TAR Liganden CGP 40336A.
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Weiterhin wurden von Mischiati et al. die aromatischen Polyamidine TAPP 22 und TAPB
23 als Inhibitoren des Tat-TAR Systems in HL3T1 Zelllinien eingesetzt. Bei diesem
Modellassay System konnte in ICs, von 18 bzw. 22 pM bestimmt werden. Allerdings kann

man hierbei von keiner hohen Selektivitat ausgehen.**

HN
NH

NH H,N H,N
HZNJ( )§NH %NH
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HN§\/§ : : g,NHz : %,NHZ
NH, HN 2 HN
22 23

Abbildung 26: Strukturen der amidinhaltiger TAR Liganden TAPP und TAPB.

Virtuelles screening

Um aus der Vielzahl von Verbindungen geeignete Molekile mit spezieller Struktur und
Funktionalitdt zu selektieren, hat sich mit gesteigerter Rechenleistung das ,virtuelles
Screening” etabliert. Im Jahre 2000 gelang es James et al., diese Methode fiir die Suche
nach neuen TAR-Liganden anzuwenden. Er verwendete dazu die Dockingmethoden
(DOCK, ICM) und konnte aus einer Datenbank mit 153000 Verbindungen 350 potentielle
Molekiile selektieren. Darunter waren die bereits bekannten Aminoglycoside, ein
Trisaminderivat 24 und das Anthrachinonderivat 25 mit ICso-Werten im Bereich von 1 uM
vertreten.™% Durch Anwendung dieser Methode auf eine weitere Datenbank mit 181000
Verbindungen konnte diese Arbeitsgruppe Acetylpromacin 26 als moglichen TAR
Liganden identifizieren. Dieses zeigte einen Ky von 270 uM in Bezug zu TAR-RNA.
Mittels NMR spektroskopische Strukturaufklarungsmethoden gelang es schliefZlich die
Bindungsstelle zu bestimmen, wonach der Heteroaromat unterhalb des

Trinukleotidbulges zwischen den Basenpaaren G26-C39 und A22-U40 interkaliert.*"

H
(\H/\Q o HN/\/O
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Abbildung 27: Resultate eines virtuellen screenings von James et al. aus dem Jahr 2000: Trisaminderivat
24:; Anthrachinonderivat 25.
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|
Abbildung 28: a) NMR Struktur eines Komplexes aus TAT/Acetylpromacin (1LVJ)**%: b) Acetylpromacin 26

als bester Treffer eines virtuellen screenings von James et al. aus dem Jahr 2002; c) Phenothiazinderivat 27.

Es zeigte sich bei Untersuchungen mit anderen RNA Strukturen, dass auch hier das
Acetylpromacin mit vergleichbarer Affinitéat bindet. Zudem stellte Al-Hashimi et al. die
Vermutung auf, dass Acetylpromacin 26 nicht in der Lage ist, die Flexibilitat der RNA so
zu behindern, dass eine Komplexierung mit dem Tat Peptid inhibiert wird.**!

Ausgehend von den Ergebnissen friiherer Untersuchungen versuchte die Arbeitsgruppe
um T. L. James durch Derivatisierung des Phenothiazinbausteins &hnliche TAR Liganden
mit hoherer Affinitdt zu finden. Allerdings konnte hierbei nur eine marginal bessere

Verbindung 27 mit einem Kq von 140 pM hergestellt werden.™**!

Die Chinolin-4(1H)onderivate WM5 28 und WC12 29 zeigen als Magnesiumsalze eine
hohe Affinitat zu dem bulge Bereich der TAR RNA. Dies konnte durch electrophoretic
mobility shift Experimente mit RNA Mutanten (bulgeless, loopless) sowie durch

Hemmversuche mittels tRNA, nachgewiesen werden.*!
o) o
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Abbildung 29: Small molecules als potentielle TAR Liganden.

Nachdem man neben der Region um G26 einen weiteren elektrostatischen hotspot im
Bereich um G28, identifizieren konnte, hatte man die Vermutung, dass die Konformation
des TAR-Komplexes durch simultane Adressierung der beiden Bindungstaschen
stabilisiert werden kann. Daher stellten Davis et al. bivalente Verbindungen her, wobei
die beiden kationischen Gruppen Uber flexible Alkylketten mit einem aromatischen

Grundkodrper verbunden wurden. Die Bindungsaffinitdt des Bisguanidins (rbt203) 30
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zeigte bei in-vitro Messungen einen K; von 1.3 uM und das (rbt158) 31 einen K; von
350 uM. Von diesen Verbindungen gelang es tber NMR Experimente die Strukturen zu
ermitteln. So konnte die Vermutung bestatigten werden, dass durch kooperative Bindung
an den beiden RNA Regionen eine Stabilisierung der TAR Struktur méglich ist.®”

Um die Bindungsaffinitat durch zusatzliche stacking Effekte zu steigern, derivatisierte
man den Grundkérper mit unterschiedlichen aromatischen Resten. Die Verbindung
rbt550 32, die mit einem Indolbaustein verknipft wurde, zeigte mit einem K; von 0,051 pM
ein 25-fach hoheres Bindungspotential als rbt203 30. Durch NMR Strukturbestimmungen
fand man allerdings heraus, dass auf Grund der starken interkalativen
Wechselwirkungen dieser Ligand ein vollig anderes Bindungsmuster zeigt. Der Indolrest
lagert sich im stem Bereich unterhalb des bulges zwischen den Basenpaaren A22-U40
und G26-C39 ein, wahrend die Alkylammoniumreste mit dem Phosphatriickgrat in

Wechselwirkung treten.**°!
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Abbildung 30: NMR Strukturen und Formelbilder der Liganden von RiboTargets: a) rbt203 (1UUD)®"; b)
rbt158 (1UUN™: ¢) rbt550 (1UTS)™ e,
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AT erkennende Liganden

Nach der Entdeckung AT-selektiver Liganden fiir doppelstrangige DNAM7 148 149

versuchten Duca et al. eine ahnlichen Verbindung zu entwickeln, die in der Lage ist,
Hoogsteen-artige Wechselwirkungen mit einem AU-Basenpaar der TAR RNA
aufzubauen. Uber fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen konnte ein Ky Wert im
Bereich von 8-30 uM fur diese Verbindungsklasse 33 gemessen werden.
Vergleichsmessungen mit bulgeless TAR ergaben fir den Liganden 3bp (R1, R2=Lysin)
eine um den Faktor 6 niedrigere Affinitat als zu (wt)-TAR. Daher wurde vermutet, dass

das Basenpaar A22-U40 als eine geeignete Bindungsstelle in Frage kommen konnte.**"!
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Abbildung 31: Formelbild des AT-selektiven TAR Liganden von Duca et. al.

Im Jahre 2011 unternahmen Amy Davidson et al. einen Versuch, Uber kooperative
Bindungseffekte einen selektiven TAR Liganden zu identifizieren. Dazu sollte die RNA
Konformation zunachst durch einen Liganden fixiert werden, der starke STD Signaturen
und NOE cross-peaks aufweist. Als geeignet erwies sich Arginine 4-methoxy-f-
napthylamid 34, dessen aromatischer Bereich unterhalb des loop Bereichs zwischen die
Basen A35 und G36 interkaliert. Der positiv geladene Guanidiniumrest tritt vermutlich mit
den Phosphaten P36, P21 und P37 in Wechselwirkung.

N N_ _NH
2
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Abbildung 32: a) NMR Struktur von Arginine 4-methoxy-B-napthylamid (2L8H)™; b) Formelbild des

Liganden.
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Mit der so generierten starren Bindungstasche wurden eine Auswahl von Verbindungen
komplexiert und Gber NOE Messungen die Lage der Liganden bestimmt. Obwohl in
dieser Versuchsreihe nur schwache Liganden gefunden wurden, konnte die NMR
Struktur von Arginine 4-methoxy-p-napthylamide 34 gelost werden, die neue Einblicke in
die Diversitat von TAR Komplexen erméglicht. *°%

Ahnliche Argininderivate mit aromatischen Bestandteilen wurden auch von anderen
Arbeitskreisen untersucht. Sie zéhlen zu den ersten Vertretern aus der Gruppe der
bifunktionellen Liganden, deren Bausteine simultan an zwei unterschiedliche RNA

Regionen binden (siehe Kapitel 4.5)

4.5 Konjugate

Auf Grund der groRen Kontaktflache zwischen Tat/CycT1 und TAR kann die Ausbildung
dieses Komplexes durch kleine Molekile nur schwer inhibiert werden. Eine simultane
Adressierung mehrerer Bindungsstellen unter Ausnutzung kooperativer Effekte, kdnnte
ein vielversprechender Ansatz zur Problemlésung sein. Die starkste kooperative Wirkung
lasst sich durch eine Konjugation von Liganden erreichen, die in der Lage sind, an
unterschiedlichen Regionen der RNA selektiv zu binden. Aufgrund kooperativer Effekte
potenzieren sich die Affinitdten der einzelnen Bausteine, sodass auf diese Weise nicht
nur hoch affine sondern auch deutlich selektivere Liganden aufgebaut werden kénnen.
Nachteilig bei diesem Ansatz sind vor allem die hohe Molekilmasse dieser Wirkstoffe

und die Zunahme der Flexibilitat.

4.5.1 Arginin-Interkalator Konjugate

Bereits 1999 entwickelten Peytou et al. Ethidium-Arginin Konjugate 35. Dabei wurde der
starke Interkalator Uber einen flexiblen Linker unterschiedlicher Lange mit einer
Arginineinheit verknipft, von der man wusste, dass sie im bulge Bereich der TAR RNA
bindet. In-vitro konnte eine anti-HIV-1 Aktivitdt bei mikromolaren Konzentrationen
beobachtet werden, wobei die Toxizitat oberhalb von 100 pM lag. Uber RNase
footprinting Experimente konnte gezeigt werden, dass die Ethidium Einheit in der Néhe

von A17 interkaliert und der Argininrest am Trinukleotidbulge bindet.">
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35

Abbildung 33: Konjugat mit einem Arginin- und Ethidiumbaustein, verbunden tber variablen Linker.

Eine chinesische Forschergruppe um Ming Yang verknlpfte Guanidinbausteine mit

154] 155]. Diese

Purinen 364, Triazolopyrimidinen 37"°** und einem Isochinolinrest 38!
Konjugate konnten ebenfalls erfolgreich als HIV-1 Tat-TAR Inhibitoren eingesetzt werden.
Es gelang, bei einer Ligandenkonzentration von 30 uM, die TAR Transaktivierung in
menschlichen 293T Zellen tber einen CAT Genexpressionsassay im Bereich von 30 %
bis 65 % zu unterdriicken, wobei nur geringe cytotoxische Eigenschaften der
Verbindungen beobachtet wurden. Bei den Versuchsreihen konnte ein Einfluss der
Linkerlangen auf die Inhibitionsraten beobachtet werden. Es zeigte sich, dass Liganden

mit kiirzeren Linkern einen starkeren antiviralen Effekt hervorrufen.
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|/ NI />_S\/U\ (28 /u\ N N\ N H H l/N H H n=2,3
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Abbildung 34: Argininkonjugate von Yang et al.

4.5.2 Neamin-Arginin Konjugate

Da bekannt war, dass Neomycin eine hohe Affinitat zu RNA besitzt, allerdings eine
schlechte Selektivitat aufweist, versuchten Xu et al., durch Konjugation eines
Argininbausteins zusétzlich den bulge Bereich der TAR RNA zu adressieren. Auf diese
Weise sollte sich nicht nur die Affinitdt, sondern auch die Selektivitat deutlich steigern
lassen. Beobachtet werden konnte eine Verbesserung des Ky-Wertes um den Faktor 10,
doch zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zu den Bindungskonstanten im
Komplex mit der hairpin-Struktur der A-site 18S RNA.*® Problematisch scheint bei
diesem Ansatz, dass die bevorzugte Bindungsstelle des Neamins in der minor groove

des stem Bereiches zu finden ist und die Andockstelle des Arginins in der major groove
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des bulge Bereichs liegt, so dass die beiden Einheiten tber einen sehr langen Linker

miteinander verbunden werden mussten.

NH, NH,
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NH, H NH,
39 40

Abbildung 35: a) Lysin/Neamin Konjugat Kq = 1uM (NEL); b) Arginin/Neamin Konjugat 2 pM (NEA).

157, 158]

4.5.3 Aminoglycosid Dimere!

Erste Versuche wurden von Wang et al. und Michael et al. durchgefiihrt, um
Aminogycoside Uber eine Reihe von Linkern unterschiedlicher Lange zu verknlpften, um
mehrere vorhandene Bindungsstellen zu adressieren und dadurch die RNA-

159 1901 gpater entwickelten Kumar et al. ein Klick-

Bindungsaffinitat weiter zu steigern.!
Chemie Verfahren zur Herstellung von Triazol-Neomycin Dimeren mit variabler
Linkerlange (8-20 A). Untersuchungen dieser Verbindungen mit TAR RNA ergaben im
FRET Verdrangungsassay einen ICsq im Bereich von 50-80 nM. Weiterhin zeigten auch
UV thermische Denaturierungsexperimente und CD-Titrationen eine leicht erh6hte
Bindungsaffinitat bei kiirzeren Linkerlangen in dieser Versuchsreihe.™?® 8 Eindeutige
Hinweise auf eine TAR spezifische Selektivitat konnten allerdings nicht erbracht werden,

159, 160

zumal Wang und Michael et al.l I mit einem &hnlichen Dimer mit hoher Affinitat

ribosomale RNA adressieren konnten.
o)

\@RH
o8N TNH, NH2

Abbildung 36: Neomycin Dimere mit Bis-Triazol-Linker.



Grundlagen: Charakterisierung von RNA Liganden 37

5. Charakterisierung von RNA-Liganden

5.1 FRET Verdrangungs-Assay nach Matsumoto

In der Gruppe von M. Gobel hat sich die Verwendung eines FRET Verdrangungsassays
fur das Ligandenscreening als effizienteste Methode etabliert. Es gelingt mit diesem
Verfahren in kurzer Zeit, reproduzierbare Aussagen Uuber TAR-Affinititen von
Verbindungen zu treffen. Da Fluoreszenzspektroskopie ein sehr empfindliches Verfahren
darstellt, werden nur geringe Mengen an fluoreszenzgelabeltem Tat Mimetikum und TAR
RNA bendtigt, sodass man relativ kostenglinstig auch eine hohe Zahl an Verbindungen
vermessen kann. Allerdings ist das eingesetzte Tat,g.5,-Fragment in Bezug auf TAR nicht
sehr spezifisch™®, sodass keine Information tiber die Bindungsstelle und Selektivitat des

Liganden mdglich sind.

5.1.1 Grundlagen

Bei einem spinerlaubten (AS = 0) Ubergang eines elektronisch angeregten in einen
energetisch tiefer gelegenen Zustand, kommt es zur spontanen Emission von Licht.
Diesen Prozess bezeichnet man als Fluoreszenz. Die Fluoreszenzlebensdauer bezieht
sich dabei auf die Zeit, in der das Molekdl in seinem angeregten Zustand vor Aussenden
eines Photons bleibt. Dieser Vorgang folgt einer Kinetik erster Ordnung. Die
Abklingzeiten der am haufigsten verwendeten Fluoreszenz Farbstoffe, mit Emissionen
vom UV bis zum nahen Infrarot Bereich, liegen bei 0,5 bis 20 Nanosekunden. In diesem
Zeitintervall kann das angeregte Farbstoffmolekil mit seiner Umgebung auf vielfaltiger
Weise in Wechselwirkungen treten. Diese Interaktionen haben einen Einfluss auf die
Fluoreszenz, wodurch auch Eigenschaften von biologischen Systemen beschrieben
werden kénnen.

Zunachst kann ein angeregtes fluoreszierendes Molekll seine Anregungsenergie ohne
Wechselwirkung mit seiner Umgebung abgeben. Entweder durch Emission eines
Lichtquants (Fluoreszenz) oder durch strahlungslose Ubergénge. Die Energie kann aber
auch auf andere Molekile Ubertragen werden. Hierbei wird die Fluoreszenz des
angeregten Molekils geldscht (gequencht). Man unterscheidet zwischen collisionale und
noncollisionale Quenchprozesse, je nachdem ob der Energietransfer durch direkten

Kontakt oder Uber eine raumliche Distanz stattfindet.
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5.1.2 ,,Static*“ und ,,dynamic* (collisional) Quenchen

Kommt es bei dem Zusammenstol3 eines nicht angeregten Fluorophores mit einem
Quenchermolekil zur Bildung eines Komplexes, so kann dabei das Absortionsspektrum
sowie die fluoreszierende Eigenschaft des Farbstoffes verandert oder aufgehoben
werden. Eine derartige Fluoreszenzldschung bezeichnet man als statisches ,static*
Quenchen. Diese Art von Aggregation wird haufig durch hydrophobe Effekte, die zu
Stapelung der Farbstoffmolekile fihren, hervorgerufen. Besonders planare aromatische
Farbstoffe neigen zu derartigen Komplexierungen.

Bleibt bei dem Zusammensto3 eines angeregten Fluorophores mit einem
Quenchermolekll die Komplexierung aus, so bezeichnet man dies als dynamisches
»dynamic“ Quenchen. Die Energie wird letztlich in Form von Warme freigesetzt. Diese Art
des Quenchens wird auch als Stof3léschung bezeichnet. Dabei muss allerdings der Stol3
wahrend der Lebensdauer des angeregten Zustands erfolgen, sodass der Quencher zum
Zeitpunkt der Anregung die Diffusionsstrecke in etwa 0,5-20 ns zuriicklegen muss.

Da in dem hier beschriebenen Fall der Quencher tiber das Tat Peptid Mimetikum mit dem
angeregten Fluoreszenzfarbstoff verbunden ist, sind StoRR3prozesse sowie Komplex-

bildungen um ein Vielfaches wahrscheinlicher als bei intermolekularen Prozessen.

5.1.3 Fluoreszenzenergie-Ubertragung (noncollisional, FRET)

Der Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) ist eine spezielle Art des stof3freien
(noncollisional) Quenchens, bei dem es zu einer strahlungsfreien Energietbertragung
uber eine long-range Dipol-Dipol Kupplung zwischen zwei Fluorophoren kommt. Das
angeregte Fluorophor (Donor D) tritt dabei in Wechselwirkung mit einem zweiten
Fluoreszenzfarbstoff (Akzeptor A), regt diesen an und féllt selbst in den Grundzustand

zuruck:

D* + A— D + A*

Nach der Energielibertragung auf den Akzeptor A*, kann dieser durch Fluoreszenz in den
Grundzustand ubergehen, wobei die charakteristische Fluoreszenzstrahlung von A
ausgestrahlt wird. Die Wahrscheinlichkeit fir den FRET Effekt hangt von mehreren
Faktoren ab. Zum einen ist die GroRe der Uberlappung des Emissionsspektrums des
Donors mit dem Absorptionsspektrum des Akzeptors entscheidend fir Starke des

Effekts. Zum anderen sind die relative Orientierung der beiden Dipole zueinander und die
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Distanz des Donors zum Akzeptor entscheidende GroRRen, welche die Effizienz des
Energietransfers beeinflussen. Dabei geht die Distanz r in der 6. Potenz ein.

R,°
~R61,6
0 T

Abbildung 37: E = Energietransfer im FRET-System; r = Abstand der Farbstoffe zueinander; Ro = Abstand

E

bei dem 50 % der Energie Ubertragen werden (Férster-Radius).
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Abbildung 38: a) Extinktions- und Emissionsspektren bei einem FERT Effekt; b) Schematische Darstellung
der Ubergénge bei dem FRET Effekt.

Fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen, die auf den FRET Effekt beruhen,
ermdglichen eine schnelle und effiziente Abstandsmessung zwischen den Fluorophoren
A und D beziehungsweise eine nahezu stérungsfreie Detektion von Komplexbildungen
zwischen Molekulen. Diese Methoden haben sich fir Messungen von Abstanden in
Bereichen von 10 bis 100 A bewéhrt. 6% 163
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FRET

—18
1.0=

R< 10 nm

N
c
R 05 mpmmmmmmm e kein FRET
\E i ‘
)
0.0 : R>>10nm >
0 5 R, 10 [nm]
Abstand

Abbildung 39: Abhangigkeit der Distanz von der Starke des FRET Effekts.

Der fur diese Arbeit eingesetzte Assay wurde von Matsumoto et al. entwickelt und
besteht aus einem mit Fluoreszein und Tetramethylrhodamin gelabelten Ausschnitt des
Tat Proteins (Aminosaure 49-57), der fir die Bindung an die RNA entscheidend ist. Dabei
wurde jeweils ein ,spacer‘ aus drei Alanineinheiten bzw. drei Alanin und einer
Cysteineinheit zwischen der Proteinsequenz und den Farbstoffmolekilen eingefiigt, um
mogliche Wechselwirkungen mit der RNA zu vermeiden.™

Titriert man zu dem gelabelten Tatss; Fragment (FTatRhd) eine Losung aus HIV-1
WtTAR RNA, beobachtet man bei einer Anregungswellenlange von 489 nm eine
Zunahme der Emission bei 590 nm bis sich ein 1:1 Komplex gebildet hat. Aufgrund dieser
Beobachtung kann man annehmen, dass das gelabelte Tat Mimetikum in freier Form in
einer random-coiled Struktur vorliegt. Hierbei kommt es zu einem Kontakt zwischen den
beiden Fluorophoren und damit zu den oben beschriebenen collisional Quench
Prozessen. Ist allerdings das Peptid an die TAR RNA komplexiert, werden die beiden
Farbstoffmolekiile raumlich voneinander getrennt, sodass ein Fluoreszenz-Resonanz
Energietransfer vom Fluoreszein auf das Rhodamin auftritt und eine Emission bei 590 nm

gemessen werden kann.

80

o))
o

ICso = 86 + 9 nM

'S
o

Fluorescence Intensity

[
o

S

O™ “AAARKKRRQRRRAAAC, 0 1 2 3
CONH, log[TAR RNA], nM

Abbildung 40: a) Farbstoff-gelabeltes Tat-Fragment (FTatRhd); b)Titrationskurve Tatsgs7 Fragment
(FTatRhd) zu wtTAR 4,
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Zu diesem 1:1 Komplex titriert man eine Losung eines TAR Liganden. Dabei kommt es
zu einer Verdrangung des Tat Mimetikums, das folglich wieder die random-coiled
Konformation einnimmt. Man beobachtet hierbei eine Intensitdtsabnahme der
Fluoreszenz bei 590 nm. Aufgetragen gegen die zugesetzte Menge des Kompetitors
ergibt sich eine Kurve, aus der ein ICsp-Wert ermittelt werden kann. Dieser gibt an, bei

welcher Ligandenkonzentration eine 50 %ige Inhibierung des 10 nM Tat/TAR Komplexes
stattfindet.

G-~ starke G-~
v ¢ . VTG schwache
Emission ¢ G o
c.. A Emission
é. °f
i C
A /
= , > . Y
+—
+ Ligand Ligand L+
Bu-py gy
| | | |
G- C G----C
| 1 | 1
AU AU
1 1
C---G C---G
; ;
¢---G ¢---a
A ] Al ]
\G\___.,(% \G‘_,_.,q
sATT L‘|.3 sATT l{j

Abbildung 41: Schema der Verdrangung des FTatRhd von der TAR RNA durch einen Liganden.
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5.1.4 Kooperativer Bindungsassay

Da man davon ausging, dass das cyclische Peptid L-22 einer der selektivsten TAR
Liganden ist, und mit dieser RNA einen stabilen Komplex ausbildet, versuchte man das
Konzept der kooperativen Bindung zweier Liganden umzusetzen. Die hier entwickelten
guanidinhaltigen Liganden sind besonders fir eine Bindung im bulge Bereich
pradestiniert, daher musste in dieser Region um G26 des TAR/L-22 Komplexes ein
Freiraum geschaffen werden, in den die zu untersuchenden Liganden sich einlagern
kénnen. In der NMR Struktur 2KDQ erkennt man, dass L-22 Uber den Argininrest R3 im
Bereich von G26 im bulge Bereich bindet. Diese Aminosaure wurde somit durch ein
Glycin ersetzt. Uber den Fluoreszenzassay nach Matsumoto bestimmte man den ICs, des
L-22(R3) Peptids und beobachtete eine Zunahme von 45 nM (L-22) auf 1,0 uM (L-
22(R3)). Die Uberlegung war nun, eine Titration der zu untersuchenden Liganden zu der
Mischung aus 10 nM FTatRhd, 10 nM TAR und 1 puM L-22(R3), bei der 50 % des
FTatRhd Peptids durch L-22(R3) verdrangen sind, durchzufiihren. Auf Grund der
Konformationséanderung von TAR, die durch Zugabe eines Bulgebinders induziert wird,
sollte sich L-22(R3) optimal an die RNA anlagern kénnen und dadurch den ternéren
Komplex derart stabilisieren, dass die Austauschgeschwindigkeit des zu untersuchenden
Ligandes stark herabgesetzt wird. Zu beobachten wére ein Abfallen der ICsy Werte des
Liganden in Anwesenheit von L-22(R3). Auf diese Weise sollten sich eindeutig
Bulgebinder identifizieren lassen. Allerding ergaben erste Messungen mit 2,4,6-
Triaminochinazolin noch kein signifikant positives Ergebnis. Ursache konnte eine
unerwartete Komplexierung zwischen L-22(R3) und TAR sein oder eine zu schwache

Affinitat des Liganden zum bulge Bereich der RNA.

TAR TAR TAR TAR
- LS —_— nR L — nR C'
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Abbildung 42: Assay zum Nachweis kooperativer Bindungseffekte. In der Mutante ,nR* des Cyclopeptids L-
22 wurde durch Austausch des bulge-bindenden Arginins R3 gegen Glycin eine Liicke in der Komplexstruktur
geschaffen, in die sich kleine zum Trinukleotidbulge komplementére Molekule einlagern kénnten. Durgefihrt
von E. Kalden.
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5.2 1D-NMR Titrationen

In Zusammenarbeit mit J. Ferner (AK Schwalbe) wurden eine Reihe von Verbindungen,
die fur eine Weiterentwicklung aussichtsreich erschienen, mittels NMR Experimente
untersucht. Hierbei war von besonderem Interesse, eine Aussage uUber die
Bindungsstelle des Liganden an TAR und seine Stdchiometrie treffen zu kénnen. Die 1D-
NMR Titrationen eignet sich sehr gut, um erste strukturelle Einblicke zu erhalten. Dabei
betrachtet man die Verschiebung der RNA-Iminoprotonen bei zunehmender
Ligandenkonzentration und ordnet Regionen mit starker spektralen Anderungen einer
speziellen Bindungsstelle des entsprechenden Liganden zu. Zudem lassen sich die
Aussagen Uber die durchschnittliche Lebensdauer des Komplexes an den jeweiligen
Regionen treffen und in drei Kategorien einteilen: langsamer, intermediarer und schneller

Austausch.

schneller intermediérer langsamer
Austausch Austausch Austausch

free

—
shifting

half bound

Verbreiterung
-—

—/\

bound

8free ébound 8free ébound 8free ébound
Abbildung 43: Verschiebungsmuster bei der 1D-NMR Titration.

5.3 Anti-HIV Assay mit MT4 Zellen

In Kooperation mit C. Pannecouque (Rega Institute for Medical Research) wurden die
HIV inhibierenden Eigenschaften einer Auswahl an Verbindungen untersucht. Dazu
wurden humane T-Zellen (MT4) mit HIV-1 (lllg) und HIV-2 (ROD) infiziert und mit einer
Konzentrationsreihe der jeweiligen Liganden behandelt. Daraus ergeben sich die half
maximum effective concetrations ECs,, die Wirkstoffkonzentration, bei denen 50 % der

Zellen Uberleben. Um toxische Effekte auszuschlief3en, bestimmt man an nicht infizierten
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T-Zellen den cytotoxic concentration CCs-Wert. Dieser gibt an, bei welcher
Wirkstoffkonzentration 50 % der Zellen abgetttet werden. (CCso<1 pg/ml hoch toxisch;
1-10 pg/ml moderat; 10-20 pg/ml schwach; >20 pg/ml nicht toxisch)

Bildet man den Quotienten CCs/ECs, dieser Beiden Werte, erhalt man den
Selektivitatsindex Sl, je niedriger dieser ist desto besser fallt somit die therapeutische
Breite aus."®
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6. Ligandenscreening, das nicht auf Strukturmodellen beruht

6.1 Erstellen von Kriterien

Berlcksichtigt man, dass Tat mit einer Arginin Einheit an TAR bindet, haben wir uns
entschlossen, eine Guanidineinheit als Grundbaustein flr das screening zu nutzen. Die
positive Ladung in der Guanidiniumgruppe ist delokalisiert und bildet daher nur eine
schwache Hydrathulle (1/4 der Solvatationsenergie in Bezug zu einem Amin). Somit wird
die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen begunstigt, was zu einer erhdhten
Selektivitat des Liganden flhrt.

Ein weiteres Grundstrukturelement ist eine aromatische Komponente, da stacking an
Basenpaaren zu einer erhéhten Bindungsaffinitat und zu einer héheren Selektivitat fir
Nukleinsduren fihren sollte.

Ohne Kenntnis der exakten Bindungsstelle an der TAR RNA und mit dieser beschrankten
Auswahl an Kriterien fur den Liganden, wurden mittels Fluoreszenzassay (s. Kapitel 5.1)
die relativen Bindungsaffinitdten einer Reihe von Substanzen gemessen und durch
gezielte Derivatisierungen nach essentiellen Grundstrukturen gesucht. Relative
Affinitaten deshalb, weil der verwendete Kompetitionsassay keine direkte Bestimmung
von Kg-Werten erlaubt. Zunachst stand vor allem die systematische Erhéhung der
Affinitdten im Vordergrund der Ligandenentwicklung, da die Ausbildungen stabiler
Komplexe entscheidend fir weitere Untersuchungen sind, die zu einem besseren
Verstandnis der Bindungsmodi filhren sollen. Eine Auswahl besonders
vielversprechender Inhibitoren wurde im Anschluss mittels 1D-NMR Titration vermessen,

um prazisere Informationen Uber die Bindungsregion zu erhalten.

6.2 ,,Screening“ von Guanidinderivaten

H,N_ _NH, H HN.__NH, HN
\'[l]/'_I Argininamid ©/N NH, ©\/NH N SN
NH ©/\H
42 43 44 45 46
>>20000 pM 1400 puM >>20000 >>20000 >>20000

Erste Ergebnisse™®® zeigten, dass die Guanidine, Phenyl- und Benzylguanidin keine
signifikante Affinitat besitzen. Um die Planaritat des Molekils zu erzwingen, wurden im

nachsten Schritt cyclische Guanidinanaloga in Betracht gezogen.
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N N N N N__NH, N__NH,
CLoOL O OO ™ U
N/)\NHZ N” “NH, N N NH NH

o]
47 48 49 50 51 52
>20000 >20000 1500-2000 pM 11000 uM >10000 M 4000 uM

Wie man an Verbindung 51 und 52 sehen kann, tragt die Planarisierung von
Phenylguanidin mittels einer zusatzlichen Methylen- bzw. Carbonylgruppe zur
Verbesserung der Bindungseigenschaften bei, wobei die Bindungsaffinitdt um das 2 bis
5-fache steigt. Aufbauend auf den diesen Erkenntnissen richtete man den Fokus auf
Verbindungen, die strukturelle Ahnlichkeiten zu den erfolgsversprechenden TAR-
Liganden 51 und 52 aufweisen.

6.2.1 Aminoperimidine

53 54 55
50 uM 50 uM 150 uM

Ein weiterer interessanter Ligand ist das Aminoperimidin 53. Um abzuschétzen, in
welchem MaRe Wasserstofforiicken an der Bindung beteiligt sind, wurde die
Aminogruppe schrittweise methyliert. Das Dimethylaminoperimidin zeigt lediglich eine um
den Faktor 3 geringere Affinitdt zu der unmethylierten Spezies. Dies lasst darauf
zuriickschlieRen, dass es sich bei dieser Substanzklasse, aufgrund des ausgepragten
n-Systems, um unspezifische Interkalatoren handelt, sodass weitere Arbeiten auf diesem

Gebiet nicht fortgeftihrt wurden.

6.2.2 Aminochinoline

Weitere untersuchte Strukturklassen sind 2-Aminochinolin und 21-Aminoisochinolin-
derivate. Der pKa Wert liegt bei diesen Verbindungen im Bereich von 7 bis 8. Somit
liegen sie unter physiologischen Bedingungen (pKa 7,35-7,45) etwa zu 50 % im

protonierten Zustand vor.
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Speziell das 1-Aminoisochinolin findet sich als Grundbaustein in einer Reihe von
pharmazeutischen Wirkstoffen wieder und sollte daher eine gute Bioverfligbarkeit haben,

[167. 1881 pyrch die Einfiihrung einer Aminogruppe

sowie toxikologisch unbedenklich sein.
an Position 7 zeigt diese aromatische Aminoverbindung allerdings leicht cytostatische
Eigenschaften (1,7-Diaminoisochinolin: CCsq: 52 pg/ml). Doch in dieser Phase des
Wirkstoffscreenings lag der Schwerpunkt eher auf der Suche nach geeigneten
strukturellen Motiven mit hoher Affinitat. Toxikologische Gesichtspunkte konnten durch

Einsatz eines in-vitro assays vorerst vernachlassigt werden.

6.2.3 2-Aminochinoline

2-Aminochinoline wurden im Rahmen einer friiheren Dissertation*®” untersucht. Hier
konnte beobachtet werden, dass durch Einfihrung einer zusétzlichen Aminogruppe das
inaktive 2-Aminochinolin zu einem aktiven TAR Liganden mit einem ICsq von 500 uM
Uberfuhrt werden konnte.

= H,N =

56 57
>>20000 pM 500 pM

6.2.4 1-Aminoisochinoline

Kombiniert man die Strukturelemente der beiden maRig aktiven Isochinoline 58 und 59,
gelangt man zu 1,7-Diaminoisochinolin 60 und erzielt eine deutlich héhere Affinitat. Sie
steigt um den Faktor 13 im Vergleich zu 7-Aminoisochinolin und um den Faktor 53
verglichen mit 1-Aminoisochinolin an. Diese Struktureinheit erscheint besonders
erfolgversprechend und wurde als vorlaufige Leitstruktur flr die Suche nach weiteren

Liganden angenommen.

NH, H,N SN NH, NH,
= = =
NH,
58 59 60 61

8000 pM 2000 pM 150 pM 700 uM
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Um zu dberprifen, ob schlichtweg die hohere Basizitdt des Liganden Grund fir den
Anstieg der Bindungsstérke ist, wurde die Aminogruppe von Position 7 durch eine
Aminogruppe an Position 5 ersetzt. Man beobachtet hierbei einen Affinitatsverlust von 61
um den Faktor 5. Daraus kann geschlossen werden, dass die Aminogruppen an
Positionen 1 und 7 essentiell fir die Stabilitat des Komplexes mit der TAR RNA sind.
Um weitere Einblicke in den Bindungsmodus zu erlangen, substituierte man die
Aminogruppe an Position 7 durch eine Hydroxygruppe. Die Basizitat des Heteroaromaten
bleibt hierbei nahezu unveréandert, jedoch ist die Option der Protonierung an Position 7
nicht mehr vorhanden. Uber die Hydroxygruppe koénnen jedoch Wasserstoffbriicken zu
benachbarten H-Brickenakzeptoren der Bindungstasche ausgebildet werden. Handelt es
sich also um eine elektrostatische Wechselwirkung, die von dieser Stelle ausgeht, so
sollte die Bindungsaffinitat bei 1-Amino-7-hydroxyisochinolin geringer sein. Genau dieses
Phanomen konnte schliel3lich beobachtet werden. Man vermutete, dass an dieser Stelle
ungerichtete van der Waals-Wechselwirkungen notwendig sind, die mdglicherweise mit
dem Phosphatriickgrat interagieren.

NH,

=

62
750 uM

Um strukturelle Einblicke in den Bindungsmodus von 1,7-Diaminoisochinolin zu erlangen,
wurden 1D-NMR Titrationen (J. Ferner) durchgefuihrt. Man beobachtete dabei besonders
im Bulgebereich die starksten spektralen Veranderungen G26/U38, aber auch an den
Stellen G21 und G28 waren mittelstarke chemical shift perturbations (CSPs) zu
beobachten.

Aufgrund der signifikanten Affinitatssteigerung bei der Einfihrung von Aminogruppen an
Position 1 und 7 wurden ausgehend von 1,7-Diaminochinolin strukturell &hnliche

Molekiile fur die weitere Arbeit in Betracht gezogen.

6.2.5 Phenanthridine

Durch Anellierung eines weiteren cyclischen n-Systems an 1,7-Diaminoisochinolin
gelangt man zu der Verbindungsklasse der Phenanthridine. Das Aminophenanthridin 63
zeigte bis zu diesem Zeitpunkt die hdchste Bindungsaffinitat aller untersuchten Molekiile.

Angesichts der strukturellen Ahnlichkeit mit Ethidiumbromid muss davon ausgegangen
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werden, dass es sich hierbei um einen nichtselektiven Interkalator handelt. Dies konnte
zudem durch NMR Titrationsexperimente (J. Ferner) bestatigt werden, die keine
signifikante Wechselwirkung mit einer spezifischen TAR Region auftritt. Untersuchungen
im Zellassay (C. Pannecouque) haben gezeigt, dass diese Verbindung starke cyto-
statische Eigenschaften besitzt. Schlie3lich sind aromatische Aminoverbindungen

bekannter weise problematisch als strukturelles Motiv fir Pharmazeutika zu sehen.

NH,

H,N SN
63
15 pM

Auf Grund der hohen Toxizitat entschied man sich, Tetrahydro-6,8-diaminophenanthridin
64 bzw. die Hexahydro-6,8-diaminophenanthridine 65 und 66 herzustellen. Auf diese
Weise wollte man nicht nur die cytostatischen Eigenschaften herabsetzen, sondern auch
die groR3e Interkalationsflache minimieren, die zur unselektiven Einlagerung zwischen
Nukleobasen fiihrt. Darliber hinaus zeigen diese Verbindungen deutlich basischere
Eigenschaften. So liegt der Ligand zu 50 % bei Tetrahydro-6,8-diaminophenanthridin und
fast vollstandig bei Hexahydro-6,8-diaminophenanthridin bei pH = 7 in der dikationischen
Form vor, was die Affinitat zur negativ geladenen Bindungstasche erhthen sollte.

NH, g NH2
H,N | SN H-N N
H
64 65 66
pH7: 300 uM fir rac-64 1400 pM fur rac-65 500 uM fir rac-66

pH6: 150 uM fiir rac-64

Durch die schrittweise Verringerung der Interkalationsflache ist eine deutliche Abnahme
der Bindungsaffinitdt im Fluoreszenzassay zu beobachten. Bei Tetrahydro-6,8-diamino-
phenanthridin konnte ein ICs, von 300 pM bei pH=7 bzw. 150 pM bei pH=6 bestimmt
werden, und bei Hexahydro-6,8-diaminophenanthridin lag der 1Cs, Wert bei 1400 pM
(trans) bzw. 500 uM (cis). Bemerkenswert ist, dass das gewinkelte (cis)-Hexahydro-6,8-
diaminophenanthridin im Vergleich zu dem planaren (trans)-Hexahydro-6,8-diamino-

phenanthridin, trotz seines sterisch grof3eren Anspruchs, eine hohere Aktivitat aufweist.
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Allerdings gelang es durch sukzessive Verkleinerung des =n-Systems, die toxische
Wirkung von 1,5 pg/ml bei Aminophenanthridin 63 Uber 9,1 pg/ml bei Tetrahydro-6,8-
diaminophenanthridin 64 auf 53 pg/ml bei den Hexahydro-6,8-diaminophenanthridinen 65

und 66 zu senken.

6.2.6 2,4-Diaminochinazoline

Eine weitere hier bearbeitete Verbindungsklasse sind 2,4-Diaminochinazoline, die durch
ihren lipophilen Charakter und gute Bioverfugbarkeit als Pharmakophor fir verschiedene
Anwendungen eingesetzt werden. Man findet diese Grundstruktur in einer Vielzahl von
pharmazeutischen Wirkstoffen wie zum Beispiel Prazosin und seinen phamakologischen
Verwandten Terazosin und Doxazosin, die als selektive Antagonisten an
oy-Adrenozeptoren wirken. Weiterhin werden sie als Dihydrofolate Reductase Inhibitoren
eingesetzt, wie Methotrexate, Trimetrexate und Piritrexim und dienen der

Krebstherapie.l*™™

N\\rNHZ NYNHZ NYNHz
HoN _N _N _N
NH, NH, NH,
67 68 69
40-50 uM 400 uM 2000 puM

Das 2,4,6-Triaminochinazolin wurde bereits in einer Patentarbeit’" als potentieller TAR
Ligand beschrieben. Mit einem ICsy von 40-50 uM konnten wir dies in unserem
Arbeitskreis bestatigen. Erstaunlicherweise zeigte der Ligand, als bisher einzige
Verbindung dieser Testreihe, einen langsamen Austausch bei 1D-NMR
Titrationsexperimenten. Die betreffenden Iminoprotonen konnten den Basen G36 und
G28 unterhalb der loop Region und U42 und G21 im unteren stem Bereich zugeordnet
werden. Zudem findet auch im Bulgebereich G26 ein langsamer bis intermediarer
Austausch des Liganden statt.

Betrachtet man den strukturellen Aufbau des 2,4,6-Triaminochinazolins, so kann auch
hier das Strukturelement des 1,7-Diaminochinazolins gefunden werden, das eventuell fur
die Bindung im Bulgebereich von Bedeutung ist. Entfernt man die Aminogruppe an
Position 6, fallt die Affinitat um das 10-fache. Substitution durch eine Methylgruppe fihrt
zu einem signifikanten Affinitatsverlust um das 40-fache. Andert man die Position der
Aminogruppe kann man ebenfalls eine Abnahme der Bindungsbereitschaft beobachten.

Der ICso-Wert des isomeren 2,4,7-Triaminochinazolins 70 liegt um den Faktor zwei hdher,
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zudem zersetzt es sich in Ldsung unter Bildung von hoch affinen polykationischen
Verbindungen.

Das Phenolderivat 71 ist vergleichbar mit dem unsubstituierten 2,4-Diaminochinazolin.
Offensichtlich bildet die Hydroxygruppe keine Wasserstoffbrickenbindung an die
umgebende Bindungstasche aus. Somit scheint die positive Ladung an Position-6

essentiell fur eine hohe Affinitat zu sein.

H,N NYNHZ HO NYNHZ
NH, NH,
70 71
110 uM 300 uM

Substitution an der 6-Aminogruppe fiihrt zu keinem Verlust der Bindungsstarke. Auch
konnte eine hoéhere Stabilitat fur N°N°-Dimethylchinazolin-2,4,6-triamin 73 in Lésung
beobachtet worden, so dass die ICso-Werte Uber einen Zeitraum von 24 h konstant
geblieben sind. Allerdings zeigten 1D-NMR Titrationsexperimente (durchgefiihrt von J.
Ferner) eine Zunahme der Austauschgeschwindigkeit des Liganden an den signifikanten

Bindungsstellen und damit auch eine Abnahme der Selektivitat des Liganden.

NYNHZ N\\rNHZ
N =N ~N _N
g“ NH, | NH,
72 73
30 uM 45 pm

Es wurde angenommen, dass die positive Ladung an der 6-Aminogruppe von
entscheidender Bedeutung ist. Um an dieser Stelle ein permanentes Kation zu erzeugen
wurden Methylamino- und ein Methylpiperidin- Substituenten eingefuhrt, die bei pH=7

nahezu vollstandig protoniert vorliegen:

NYNHZ HN/H N\\rNHz
A K/N _N

NH, NH,
74 75
70 uM 60 uM
Die Stabilitdt von Aminomethyldiaminochinazolin 74 gegentber den elektronenreichen
Triaminochinazolinen ist deutlich hoher. Allerdings liegt auch bei dieser Substanzklasse

die Toxizitdt Uber dem antiviralen Wirkungsbereich (C. Pannecouque), was mit der
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strukturellen Ahnlichkeit zu bekannten Folsaure Antagonisten erklart werden kann.
Zudem weisen 1D-NMR Titrationsexperimente (J. Ferner) darauf hin, dass
Aminomethyldiaminochinazolin 74 einen weniger stabilen Komplex mit TAR RNA als das
2,4,6-Triaminochinazolin ausbildet.

Das 2,4,5,6-Tetraaminochinazolin 20, das als loop Binder von Parke Davis™*® gefunden
wurde, hat eine vergleichbare Bindungsaffinitat von 50 uM wie 2,4,6-Triminochinazolin.
Es ist jedoch empfindlich gegen Oxidation und bildet in wassriger Losung
Zersetzungsprodukte (Oligomere) mit hoher aber unspezifischer Affinitdt zu

Nukleobasen.

H,N
NH, NH,
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6.3 Zusammenfassung der TAR Liganden
Struktur 1Cso ECso CCso Bindungs- Bez Struktur ICso ECso CCso Bindungs- Bez
wM® | pgmn® | gmn® stelle © w1 ? | gmn® | pgmn® stelle ©
Guanidin > 20000 - - - a2 Ny 30 - - - |72
N
— PN Z
Arginin 1200 - - bulge (43 H NH,
N\ 2500 - - - |49 N\YNHZ 70| >486 48,6 bulge |74
[ >—NH2 Gealtert: HN _N
N 250 T
2
~N inakiiv - - ~ a7 N N 60 B - 75
| BY o -
N~ NH, RH,
N inaktiv - - - |48 N\\rNHz 50 - - loop |76
| P _N gealtert:
N~ "NH, HoN 17
NH, NH,
11000 - - ~ 50
N N__NH, 50 B - ~ 53
N e
@[ >—NH, O NH
N
i )
H >20000 E - B P
H 50 B - ~ |54
N NH
Nl Mt
NH NH
inaktiv - - - |46 O
HN
N \ 150 B - 55
H N NN
NH
inaktiv - - - |45 O
HN.__NH,
Y N n inaktiv - - - |77
NH XY “Ph
NH
>10000 - - |51
N\\rNHz O
NH
NH, 8000 B - ~ |58
N\\rNHz 4000 E - 52 SN
NH =
o H,N N 2000 B - ~ 59
N\ NH, inaktiv - - - |56 _
= NH, 150 >52,2 522 | G26(m) |60
N__NH, 500 - - 57 HN SN u38(m)
=
H,N G28(s)
N_ _NH 400| >47,75 47,75 ~ 68 NH 7 B - ~ 61
\\( 2 2 00
_N SN
=
NH
2 NH,
N__NH 2000 E - ~ 69
S 2 NH, 750 E - 62
_N HO SN
NH, =
N__NH, 20| >142 14,2 | G36,G28()) [67 NH, 15 >15 1,5 | unselekiv |63
/\Nr Gealtert: U42,G21(l)
HN 80 626 (s-m)
NH,
HoN N__NH 85 - - -[70
2 Y 2 10 - - - |78
_N
NH,
HO N_ _NH, | 300-600 E - 71
)
_N
10 B B ~ (79
NH,
45 >1.9 1,9 73
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Struktur 1Cso ECso CCso Bindungs- Bez
um? Tug/mi]® | [ug/mi ® stelle ©
NH, pH=7: lg: 9,1 Unselektiv |rac HIV"I
H,N SN 300 2,6 64
| pH=6: ROD: G G
150 >9,1 U G
1200 | 1llg/ROD >49,3 - Jrac c A
&)
>49,3 65 C.G
28
G.C
500 | iz/ROD 595 e A.U
HoN 66 £ ]
2 SN >59,5 " G.C
; c
22
NH, pH=T: B - G26(m) |rac U= "
H N i SN 45 uss(m) | & AU
2
pH=6: G . c
o 20 iz
N AU
NH, pH=7: - - - [rac C.0G
HO. ‘ SN 3000 81 c . G
pH=6:
1500 A G (I;
.
pH=T: - - G26(m) |82
N=\ A.U
HoN /NWNH 500 U3s(m)
pH=6: Uu.A
NH,
150
Uu G
pH=7: - - - |83
N=
HN__N _N— | 2000 G.C
\E_, pH=6:
2
1000 G U
o 2500 B B ~ 84 U.-A
H,N_ N
“y o C:G
NH,
2500 E - 85 Uu G
H,N_ N
o 0 C.G
NH,
o Uu-.A
1500 - - 86 c |
o
HN_ N u-A
: G-C
1250 - - - |87
RN " G-C
NH,
o G+C

5 3

Tabelle 1: Zusammenfassung der Tar Liganden. ® Die fluorimetrischen Bindungsassays (IC50) wurden
durchgefiihrt von U. Scheffer und E. Kalden. ® Antivirale Assays und Toxizitdtsmessungen: C. Pannecouque,
Rega Institut, Universitat Leuven, Belgien. 9 NMR Titrationen (J. Ferner): s: schneller Austausch; m:

intermediarer Austausch; I: langsamer Austausch.
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7. Strukturbasiertes Ligandendesign

7.1 Erstellung eines Bindungsmodells

Um eine Vorstellung davon zu bekommen, wie das Tat Peptid an TAR bindet, betrachtet
man zunachst, auf welche Weise ein einzelnes Arginin bzw. Argininamid mit der RNA
interagiert und welche Konformation die flexible Bindungsdoméne der TAR RNA dabei
einnimmt. Basierend auf Gelshift Experimenten mit Komplexen aus TAR RNA und
Argininderivaten konnten Frankel et al. zeigen, dass die Guanidiniumgruppe nicht nur van
der Waals Wechselwirkungen zu der TAR RNA aufbaut, sondern auch Uber
Wasserstoffbriicken mit der Bindungsstelle in Kontakt tritt. Durch Affinitats-
chromatographie mit **P gelabelten TAR Mutanten wurde der bulge Bereich der RNA als
selektive Bindungsstelle ausmacht und zudem gezeigt, dass die Phosphate P(22) und
P(23) zwischen G21 und A22 sowie zwischen A22 und U23 an der Bindung beteiligt zu
sein scheinen. Ausgehend von diesen Beobachtungen entwickelten Frankel et al. das
»Arginin-fork-Modell*, nach dem ein einzelnes Arginin flr die selektive Bindung an die
TAR RNA verantwortlich sein soll.*"% 73!

Genauere Einblicke lieferten daraufthin NMR Strukturdaten. Williamson et al. konnte mit
NMR spektroskopischen Methoden zeigen, dass eine Konformationsanderung der TAR
RNA durch Komplexierung mit Arginin induziert wird. Erste Indizien sprachen fir eine
Ausbildung eines Basentripletts zwischen U23, A27 und U38. Man postulierte, dass sich
die Guanidiniumgruppe in die entstehende Bindungstasche optimal einlagern kann.
Dabei wurde die Beteiligung von Kation-z-stacking Wechselwirkungen zwischen A22 und
G26, die Ausbildung von Wasserstoffbricken zu G26 und elektrostatische

Wechselwirkungen mit den Phosphaten P(22) und P(23) angenommen.*" 7!

Varani et al. gelang es, durch NMR Experimente eine erste Struktur der TAR im Komplex
mit Argininamid zu erstellen (1ARJ). Hieraus ergaben sich Hinweise, die das bisher
gultige ,Arginin-fork-Modell“ in Frage stellten. So scheint eine Bindung zu G26 und
gleichzeitig zu den Phosphaten P(22) und P(23) nicht mdglich zu sein. Auch die
Ausbildung des Basentripletts zwischen U23, A27 und U38 konnte nicht beobachtet
werden. Allerdings lasst sich die exakte Struktur im Komplex nur durch hohen Aufwand
ermitteln, und es ist zu bedenken, dass die RNA mit jedem neuen Liganden eine im

Detail andere Konformation annimmit.
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Abbildung 44: Konformationsénderung im Bulgebereich, TAR free (1ANR)[131], TAR + Argininamid
(1ARJ)2

Durch molekulardynamische Berechnungen, ausgehend von den NMR Strukturdaten,
konnte allerdings gezeigt werden, dass sich das U23 an das U38-A27 Watson-Crick
Basenpaar anndhert und ein Basentriplett ausgebildet wird. Die Guanidiniumgruppe
interkaliert dabei zwischen A22 wund U23 unter Ausbildung einer Kation-n
Wechselwirkung. Zudem lassen sich auch Wasserstoffbriicken zu G26 beobachten, was

zudem fir die Selektivitat dieser Bindungstasche verantwortlich sein kénnte.*™

Abbildung 45: Konformation des Komplexes aus Argininamid und TAR anhand von molekular dynamischen

Simulationen.*®
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7.2 Bindungsmuster von Guanidinanaloga

In den letzten Jahren konnten, tber NMR Verfahren, mehrere Strukturen von Komplexen
aus TAR RNA und affinen Liganden aufgeklart werden. Betrachtet man zunachst speziell
die Bindungsmodi guanidinhaltiger Liganden, dann fallt auf, dass die Konformation der
Bindungstasche in den verschiedenen Komplexen eine groRe strukturelle
Ubereinstimmung aufweist.

Abbildung 46: a) Uberlagerung des TAR-bulge in Anwesenheit guanidinhaltiger Liganden; b,c,d,e,f) Kon-

formation im bulge Bereich in Anwesenheit von Guanidinanaloga 1ARJ, 1UUD, 1UUI, 1KDQ und 1KX5.
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7.3 Zusammenfassung der Beobachtungen

Betrachtet man die bisherigen Ergebnisse und verbindet sie mit literaturbekannten
Strukturmodellen, so lassen sich folgende Annahmen fir die Erstellung eines

Bindungsmodells zusammenfassen:

* Guanidiniumeinheiten liegen bevorzugt im bulge Bereich.

* Eine Interaktion mit dem Phosphatriickgrat fihrt zu starken elektrostatischen
Wechselwirkungen.

* Wasserstoffbriicken zu G26 fuihren zu erhohter Affinitat und Selektivitat.

* Interkalation zwischen A22 und U23 tragt zur molekularen Erkennung eines
Guanidins bei.

* Guanidinhaltige Liganden induzieren eine U(bereinstimmende Konformations-
anderung unter Ausbildung eines Basentripletts aus U23, A27 und U38.

« Bindung in den bulge Bereich fuhrt zur Stabilisierung der dynamischen TAR RNA.

7.4 Anwendung des Bindungsmodell auf Guanidinanaloga

Um die bisherigen Ergebnisse zu interpretieren, wurde schlielich der Versuch
unternommen, die guanidin- bzw. amidinhaltigen Liganden in dieses Bindungsmodell
einzubringen. Folgende Probleme sind dabei zu berticksichtigen: TAR besitzt keine starre
Struktur. Bei allen bisher bekannten Komplexen treten selbst bei ahnlichen Liganden
signifikante Unterschiede der RNA Konformation auf. Die Auswahl spezifischer
Koordinatensétze individueller Komplexe als Grundlage fir ein allgemeines Modeling ist
daher in hohem Malfe willkirlich. Da in den protonierten heteroaromatischen Liganden
die exakte Ladungsverteilung durch Kraftfelder nur schlecht zu beschreiben ist, wahite
man einen ab-initio Ansatz. Um den Rechenaufwand in akzeptablen Grenzen zu halten,
mussten dabei jedoch ebenfalls weitreichende Kompromisse eingegangen werden. Die
einfache HF 3-21G Methode ist im Grunde zur quantitativen Beschreibung von H-
Briicken nicht ideal. Weiterhin musste die RNA-Konformation als weitgehend starr
angenommen werden. Daher sollte man die numerischen Ergebnisse nicht ohne die
notige Vorsicht betrachten. Der heuristische Wert der Rechnungen konnte wohl am
ehesten darin bestehen, eine Aussage uber die plausible Bindungsmodi der Liganden
treffen zu kénnen.

Als Ausgangspunkt verwendete man die Strukturdaten aus 1ARJ und reduzierte die

Bindungstasche zunachst auf drei funktionelle Gruppen, die nach unserem Modell
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entscheidend fir die Selektivitdt der Bindung sind. Dazu gehort das G-26 sowie die
Phosphate P(22) und P(23). Auf die Interkalationsflachen A22 und U23, die einen
signifikanten Beitrag zur Bindungsaffinitat leisten, aber auch den Guanidinbaustein in
eine zu den Basen parallele Anordnung zwingen, wurde zunachst verzichtet, um den
Rechenzeit zu minimieren. Um die Flexibilitdt des Systems zu simulieren, wurden nur die
Positionen der Phosphoratome fixiert und auf die Lage der Phosphatsauerstoffatome
keine Restriktionen gesetzt. In diese Bindungstasche wurden anschlieBend die Liganden
gelegt und mit Hartree-Fock SCF Kalkulationen Geometrie-optimiert. Dazu verwendete
man den (HF 3-21G) Basissatz im Vakuum und in einer simulierten wassrigen Umgebung
(SM8), um die Konformation des Komplexes im globalen Minimums zu bestimmen. Als
Plattform flr diese Rechnungen diente die Software Spartan 08 (Version 1.2.0).

Um die die so erhaltenen Ergebnisse zu Uberprifen, wurden die Berechnungen mit den
Daten aus einem weiteren Strukturmodell abgeglichen. Diesmal sollten zusatzlich
repulsive  Wechselwirkungen mit den Interkalationsflachen A22 und U23 in die
Berechnung einflieRen. Bei der angewendeten Methode wurden allerdings Kation-1r
stacking sowie hydrophobe Effekte nicht beriicksichtigt. Als geeignet schienen hierfur die
NMR Strukturdaten von 1UUD. In diesem Komplex interagiert der guanidinhaltige Ligand
rbt203 mit TAR unter Ausbildung eines Basentripletts, das zu einer parallelen Anordnung
der Basen A22 und U23 fihrt. In diese starre Bindungstasche wurden die Liganden
hineingelegt und das Konformationsminimum (HF 3-21G) im Vakuum sowie in Wasser
[SM8] berechnet.

Um die Komplexierungsenergie des jeweiligen Liganden abzuschétzen, wurden in
weiteren Rechnungen die Gesamtenergien des RNA Fragments sowie des Liganden
bestimmt und addiert. Dieser Energiewert entspricht dem dissoziierten Komplex, ohne die
Konformationsénderung der RNA zu beriicksichtigen. Subtrahiert man die Energie des
ungebundenen Systems von der Energie des Komplexes, so erhalt man die
Komplexierungsenergie in Vakuum sowie in simulierter wassriger Umgebung.

Die erhaltenen Zahlenwerte berlicksichtigen allerdings nicht die Konformationsdnderung
der RNA, so dass vor allem die relativen Bindungsenergien der einzelnen Komplexe
Aussagen Uber die Bindungsstarke liefern. Als erster Bezugspunkt diente dabei der der

Komplex des unsubstituierten Guanidiniumions.
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H2N>_
=N
HN ) R

HF 3-21G vakuum (1ARJ): ¥

-764 kd/mol -1417 kJ/mol -920 kJ/mol -1525 kJ/mol (Im-Ar 145°) -1452 kJ/mol
-1540 kJ/mol (Im-Ar 30°)

AE(ELigand-Ecuanidin): R

0 kJ/mol -653 kJ/mol -156 kJ/mol -761 kd/mol (Im-Ar 145°) -688 kJ/mol
-776 kd/mol (Im-Ar 30°)

HF 3-21G water [SM8]: &

-94 kJ/mol; -214 kJ/mol -190 kJ/mol -184 kJ/mol (Im-Ar 145°) -173 kd/mol
-202 kJ/mol (Im-Ar 30°)

AE(ELigand-Ecuanidin): R

0 kJ/mol -120 kJ/mol -96 kJ/mol -90 kJ/mol (Im-Ar 145°) -79 kJ/mol

-108 kJ/mol (Im-Ar 30°)

H-Bricken [A]: @
2,68; 1,99; 2,00; 1,95

2,80; 2,12; 2,04; 1,92
1,93;1,99; 1,87, 2,17

1,88;2,13;1,73; 1,89; 2,13

2,63;1,91; 1,97, 1,98; 1,28/
2,40, 2,23;1,72; 1,59; 1,63

2,39; 2,23;1,72;1,59; 1,64

u23 ‘Sg_\%\
G26 . > j — :g
—
HF 3-21G vakuum (1UUD): ¥
-716 kJ/mol -1326 kJ/mol -711 kJ/mol -1372 kJ/mol (Im-Ar 145°) -1325 kJ/mol
-1341 kJ/mol (Im-Ar 30°)
AE(ELigand-Ecuanidin): )
0 kJ/mol -610 kJ/mol +5 kJ/mol -656 kJ/mol (Im-Ar 145°) -609 kJ/mol
-625 kJ/mol (Im-Ar 30°)
HF 3-21G water [SM8]: ¥
-79 kd/mol -174 kJ/mol -103 kJ/mol -122 kJ/mol (Im-Ar 145°) -116 kJ/mol
-110 kJ/mol (Im-Ar 30°)
AE(ELigana-Ecuanidin): D
0 kJ/mol -95 kJ/mol -24 kJ/mol -43 kJ/mol (Im-Ar 145°) -38 kd/mol

-31 kJ/mol (Im-Ar 30°)

H-Briicken [A]: ¥
2,51; 2,12; 2,00; 1,67

2,31;1,95; 2,16; 1,88
1,86; 2,19; 1,85; 1,60

1,83;2,33; 2,20; 1,72; 4,97

2,40; 2,07; 1,99; 1,72; 1,25/
2,51; 2,11; 2,00; 1,64; 2,34

2,51; 2,12; 2,00; 1,64, 2,37

Esoy Ligand [SM8]: "
-285,6 kd/mol

2 x -285.6 kd/mol

-243.5 kJ/mol

-719.98 kJ/mol

-690.3 kJ/mol

ICso:
>20000 pM

>20000 pM

2000-3000 uM

150 uM (pH = 6)

1000 puM (pH=6)
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z
T
z

A

X
™
r4

\

Z-T--

----0.
Z_T- ~
\ /=

0,

T
A

HF 3-21G vakuum (1ARJ): ¥

-839 kJ/mol -841 kJ/mol -1628 kJ/mol -864 kJ/mol
AE(Evigand-Ecuanidin):

-75 kJ/mol -77 kd/mol -864 kJ/mol -100 kJ/mol
HF 3-21G water [SM8]: &

-174 kd/mol -204 kd/mol -217 kd/mol -204 kd/mol
AE(Evigand-Ecuaniain): ©

-80 kJ/mol -110 kJ/mol -123 kJ/mol -110 kJ/mol

H-Briicken [A]: ¥
2,10; 1,93; 1,90; 1,88; 1,86

2,02; 2,04; 1,90; 2,05; 2,00; 1,91

2,06; 1,90; 1,97; 2,47; 1,83; 1,67

2,50; 2,25; 1,62; 1,85; 1,82

X
- 3
=7

=y
= =3

==

=
=zl

HF 3-21G vakuum (1UUD): ¥

-694 kJ/mol 715 kJ/mol -1393 kJ/mol -703 kJ/mol
AE(ELigand-Ecuanidin):

+22 kJ/mol -1 kJ/mol -677 kd/mol -13 kd/mol
HF 3-21G water [SM8]:

-119 kJ/mol -142 kJ/mol -123 kJ/mol -129 kJ/mol
AE(EviganaEguaniain):

-40 kJ/mol -63 kJ/mol -42 kJ/mol -50 kJ/mol

H-Briicken [A]:®¥
1,83; 2,08; 3,09; 1,87, 3,35

2,20; 1,85; 2,01; 2,89; 2,06; 3,20

2,02; 2,00; 2,25; 2,73, 1,72; 2,97

1,85; 2,11, 3,06; 1,88; 3,28

Eson Ligand [SM8]."

-226.2 kJ/mol -243.8 kJ/mol -807.8 kJ/mol -219.5 kJ/mol
I1Cs0:
150 uM 40 uM 70 uM 15 uM
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HF 3-21G vakuum (1ARJ): ¥

-1652 kJ/mol -1663 kJ/mol -1663 kJ/mol -1677 kd/mol
AE(EvigansEcuaniain): ")

-888 kJ/mol -899 kJ/mol -899 kJ/mol -913 kJ/mol
HF 3-21G water [SM8]: ¥

-223 kJ/mol -211 kJ/mol -223 kJ/mol -222 kd/mol
AE(Eigana-Ecuanidin):

-129 kJ/mol -117 kd/mol -129 kJ/mol -128 kJ/mol

H-Briicken [A]: @
2,16; 198; 2,12; 1,68;1,71 2,43; 2,22; 1,64, 1,58; 1,47 2,10; 2,09; 2,15; 1,71, 1,73 2,13; 2,11, 2,11; 1,71; 1,74

m X
2 =md pd

HF 3-21G vakuum (1UUD): @

-1294 kJ/mol -1338 kJ/mol -1357 kJ/mol -1367 kJ/mol
AE(ELigand-Ecuanidin): R

-578 kJ/mol -622 kJ/mol -641 kd/mol -651 kJ/mol
HF 3-21G water [SM8]: ¥

-100 kJ/mol -108 kJ/mol -130 kJ/mol -147 kJ/mol
AE(Evigana-Ecuaniain) [SM8]: ?

-21 kJ/mol -29 kJ/mol -51 kJ/mol -58 kJ/mol
H-Briicken [A]: 9

1,70; 2,10; 3,36; 1,37; 3,65 1,72; 2,11; 3,21; 1,46, 3,39 2,00; 2,55; 3,00; 1,54; 3,31 1,76; 2,35; 3,45; 1,28; 4,12
Esow Ligand [SM8]: "

-787 kd/mol -810 kJ/mol -816 kJ/mol -816 kJ/mol
ICso:

150 (pH=6) 1200 pM 500 pM (rac) 500 pM (rac)

Tabelle 2: Ergebnisse der computergestiitzten Berechnung der Bindungsenergie von Komplexen aus Ligand und TAR
Fragment aus dem bulge Bereich. Modell aus 1ARJ: (G26, P22 und P23); Modell aus 1UUD: (G26, A22, U23, P22 und
P23).[177] a) Komplexierungsenergie im Vakuum: EiganatErna-ELigand-rna; D) Komplexierungsenergien in Bezug auf den RNA-
Guanidin Komplex; ¢) Komplexierungsenergie in Wasser: EiganatErna-ELigans-rna; d) Komplexierungsenergien in Wasser
bezuglich eines RNA-Guanidin Komplexes; e) Berechnete H-Briickenlédngen entsprechen den gestrichelten Bindungen im
Formelbild, angegeben von links nach rechts. ICsp Werte aus dem FRET Assay; f) Berechnete Solvatationsenergie des
Liganden mit der in HF 3-21G implementierten [SM8]-Methode.
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Mit Hilfe der Rechnungen konnte gezeigt werden, dass sich das freie Guanidin nicht
optimal in diese Bindungstasche einlagern kann und eine simultane Ausbildung von zwei
H-Briicken zum G26 und eine Koordination an das Phosphat P(23) unwahrscheinlich ist.
Die starken elektrostatischen Anziehungskréfte des Phosphats bewirken vielmehr eine
Komplexierung an die beiden negativ geladenen Sauerstoffatome des P(23), so dass nur
eine H-Briicke zu G26 mdoglich ist.

Mit einem 1Cso Wert von >20000 uM zeigt das Guanidin auch im Fluoreszenzassay nur
geringe Affinitat. Hierbei ist zu beachten, dass bei Guanidin der hydrophobe Effekt keine
Rolle spielt und somit die Wasserstoffbrickenbindungen sowie van der Waals-
Wechselwirkungen zum Phosphat alleine nicht stark genug sind, einen stabilen Komplex
auszubilden.

Betrachtet man hingegen zwei Guanidineinheiten in der Bindungstasche, so kann man
einen energetischen Zugewinn von 610 kJ/mol im Vakuum und 95 kJ/mol in Wasser
beobachten. Diese Werte sind vergleichbar mit denen der aktivsten hier vorgestellten
Liganden. Durch ihre geringe GrolRe sind sie einem schnellen Austausch mit
Wassermolekilen unterzogen, so dass es statistisch unwahrscheinlich ist, das beide
Guanidine sich gleichzeitig in der bulge Region befinden. Verbindet man hingegen die
beiden Einheiten miteinander, sollte sich die Bindungsaffinitat potenzieren und man einen
ICso von etwa 400 uM erhalten. Derartige Strukturen finden sich auch in den cyclischen
Peptiden (2KDQ) von Robinson et al. wieder, die mit zwei konsekutiven Argininen in den
bulge binden. Es ist anzunehmen, dass ein Tat Peptid ebenso mit zwei Arginineinheiten
mit der TAR RNA interagiert.

Ein im Arbeitskreis Gdbel entwickeltes Strukturmotiv, das in der Lage sein sollte, sich
besser in den bulge einzupassen, war das 1H-Pyrazol-3,4,5-triamin. In der Simulation
konnte bei dem Einsatz des flexibleren Bindungsmodells (aus 1ARJ) eine verbesserte
Koordinationsfahigkeit an das G-26 und dem Phosphat P(23) bestatigt werden.
Betrachtet man den Ligand allerdings in dem starren Modell (aus 1UUD), zeigt sich, dass
die Verbindung nicht optimal an die rdumliche Umgebung anpassen kann, so dass nur
zwei effektive Wasserstoffbriicken méglich sind. Dieses Ergebnis wiirde eher die magige
Affinitat des 1H-Pyrazol-3,4,5-triamin im Verdrédngungsassay wiederspiegeln (ICsq: 2000-
3000 uM), aber es kann nicht als eindeutiger Hinweis gewertet werden.

Das im Vergleich zu 1H-Pyrazol-3,4,5-triamin grof3ere 1,7-Diaminoisochinolin zeigte in
silico bessere strukturelle Eigenschaften fir eine Komplexierung mit dem TAR Fragment.
Dies lie3 sich mit den beiden hier vorgestellten Modellen veranschaulichen. Die
Aminogruppe an Position-6 ist zudem in der Lage, eine Bindung zu dem zweiten

Phosphat P(22) auszubilden, so dass insgesamt vier Wasserstoffbriicken entstehen.
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Diese berechneten Ergebnisse decken sich auch mit den relativ guten Resultaten aus
dem Bindungsassay (ICso = 150 pM).

Weiterhin  wurden Verbindungen aus der Klasse der Imidazolylphenylguanidin
Verbindungen 82 und 83 in die Kalkulationsreihe mit einbezogen. Im Vordergrund stand
dabei eine Erklarung zu finden, warum bei der N-methylierten Spezies ein dramatisch
schlechter 1Cs-Wert gemessen wurde (pH=6: 150 uM unsubstituiert; 1000 uM
methyliert). Das vereinfachte Modell ohne die Interkalationsflaichen scheint fir die
Simulation des Imidazolylphenylguanidinium ungeeignet zu sein, da die Sterik des
Phenylbausteins nicht bertcksichtigt wird. Dieses ragt allerdings stark aus der Ebene, die
das G26 und das P(23) bilden, heraus und kann so in Wechselwirkung mit den coplanar
liegenden Basen U23 und A22 treten.

Im detaillierteren Modell ausgehend von 1UUD erkennt man eine hdohere
Bindungsaffinitdt wenn der Torsionswinkel zwischen Imidazol und dem Phenylrest bei
145° und nicht bei 30° liegt. Die Ausbildung einer Wasserstoffbriicke zum Phosphat
scheint bei einer grof3eren Distanz zum Guanidiniumrest einen héheren Energiebeitrag
zu liefern (s. Abbildung 47). Diese Beobachtung kdnnte mitunter eine Erklarung dafir
sein, dass die N-methylierte Spezies 83 schlechter bindet als die unsubstituierte
Verbindung 82, da nur die unglnstigere Konformation mit einem Torsionswinkel von 30°
eine Wechselwirkung mit dem Phosphat ermoglicht. Allerdings ist die hier berechnete
Energiedifferenz zwischen 82 und 83 von 6 kJ/mol nur marginal, sodass in der weiteren
Abhandlung eine zweite Bindungsstelle oberhalb des Basentripletts fiir diesen Effekt in
Betracht gezogen wurde (s. Abschnitt 7.6).
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Abbildung 47:  Ausschnitte aus den berechneten Komplexstrukturen aus 1UUD Ligand;
Komplexierungsenergien berechnet mit HF 3-21G [SM8]; a) 82: -110 kJ/mol (Im-Ar 30°); b) 82: -122 kJ/mol
(Im-Ar 145°); ¢) 83: -116 kJ/mol (Im-Ar 30°).

Das 2,4,6-Triaminochinazolin 67 zeigt im Fluoreszenzassay eine dreifach hohere
Bindungsaffinitat (ICso: 40 uM) als das 1,7-Diaminoisochinolin. Trotz des héheren pKa-
Wertes der Verbindung lasst sich diese Beobachtung nicht durch das hier verwendete

Bindungsmodell erklaren. Vielmehr fand man durch NMR Titrationsexperimente
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(durchgefiihrt von J. Ferner) eine starkere Bindungsstelle im loop-Bereich, an der ein
langsamer Austausch mit dem Liganden zu beobachten war.

Das 6-Methylaminochinazolin-2,4-diamin 74 besitzt durch die stark basische Benzyl-
amingruppe eine hohe Hydratationsenergie (-808 kJ/mol) die den starken elektro-
statischen Wechselwirkungen mit dem Phosphaten entgegenstehen. Dennoch scheint
diese Verbindung, auf Grund der hoheren positiven Ladung, ein etwas besserer
Bulgebinder zu sein als das 2,4,6-Triaminochinazolin, obwohl sie sich augenscheinlich
nicht ganz so ideal in die Bindungstasche einlagern lasst wie Verbindungen mit der 1,7-
Diaminoisochinolin Grundstruktur.

Betrachtet man das 6,8-Diaminophenanthridin 67 im Bulgebereich, ist mit einer
sterischen Wechselwirkung mit C39 zu rechnen, was flr eine optimale Einlagerung in die
Bindungstasche hinderlich ist. Der im Fluoreszenzassay gemessene ICso Wert von 15 uM
kann vielmehr damit erklart werden, dass es sich bei dieser Verbindung um einen starken
Interkalator handelt, der sich unselektiv zwischen den Nukleinbasen einlagern kann,
vergleichbar mit dem strukturell verwandten Ethidiumbromid. In einem Zellassay (C.
Pannecouque) wurde eine hohe Toxizitat von 1,5 pug/ml gemessen. Somit ist das hier
vorhandene aromatische Amin zusammen mit dem ausgedehnten planaren n-System
eine ungeeignete Leitstruktur fir einen selektiven RNA Liganden.

Um unselektive Interkalationen und die damit verbundene hohe Cytotoxizitat zu
reduzieren, wurde der Aminoaromat partiell hydriert, und so der polycyclische
aromatische Charakter aufgehoben. Zudem erhélt man auf dies Weise einen zweifach
positiv geladenen Liganden, der sich ahnlich dem Bisargininbaustein aus 2KDQ oder
vergleichbar mit zwei untereinander verbundenen Guanidineinheiten (siehe Berechnung
in Tabelle 2) in den bulge einlagern kann.

Das Tetrahydrophenanthridindiamin rac-64 zeigt im Fluoreszenzassay einen ICs, von
300 uM (pH = 7) und 150 uM (pH = 6) und im Zellassay (C. Pannecouque) einen ECs
von 2,6 ug/ml (Illg). Allerdings ist immer noch eine hohe Cytotoxizitait CCsy von
9,1 pg/ml vorhanden. Betrachtet man die NMR Titrationsexperimente (B. K. Ackermann),
die keine eindeutigen Signalverschiebungen im bulge Bereich der TAR RNA zeigten und
zudem die niedrigen berechneten Bindungsenergien, so geben diese Beobachtungen
keine Anhaltspunkte fir die im Fluoreszenzassay gemessene relativ hohe
Bindungsaffinitat, verglichen mit den Hexahydrophenanthridindiaminen rac-65 und rac-
66. Man muss wohl davon ausgehen, dass die Verbindung rac-64 ebenfalls zur
Interkalation neigt.

Bei der Herstellung von Hexahydrophenanthridindiamin erhielt man vier isomere

Verbindungen (rac-65 und rac-66), die nur schwache cytotoxischen Eigenschaften
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aufweisen (CCso = ~50 pg/ml). Da man zunachst auf eine Racemattrennung verzichtete,
untersuchte man im Fluoreszenz- sowie Zellassay jeweils das racemische Gemisch bei
dem die Wasserstoffatome an Position 6a und 10a cis und trans Stellung aufweisen.
Dabei konnte bei cis Stellung (rac-66, 1Cso = 500 pM) eine doppelt so hohe Affinitat
gemessen werden als bei den trans Isomeren (rac-65, 1Cso = 1200 uM). Die hier
angefertigten Berechnungen zeigen ein vergleichbares Ergebnis. Die cis standigen
Enantiomere erzielten beide eine etwa doppelt so hohe Bindungsaffinitat im Bezug auf
Guanidin (1UUD; HF 3-21G [SM8]). Ohne die Berticksichtigung der sterischen Einflisse,
die von den beiden Interkalationsflachen A22 und U23 ausgehen (1ARJ; HF 3-21G
[SM8]), fallt dieser Effekt nur gering aus.
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7.5 Strukturbasierte Optimierung der Liganden (CG-Liganden)

Um die Selektivitat der Liganden zu erh6hen, sind zuséatzliche Wechselwirkungen mit der
RNA notwendig. Es schien naheliegend, weitere Wasserstoffbricken zu dem
benachbarten Cytosin-39 aufzubauen. Auf diese Weise sollte eine kinstliche GC
selektive Hoogsteen Base entwickelt werden, die in der Lage, ist drei Bindungen zur RNA
zu auszubilden.’®
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Abbildung 48: Literaturbekannte Konzepte fir GC-Basenpaarerkennung.

Ein Beispiel der Umsetzung dieser Strategie wurde von Sasaki et al. 1995 berichtet.
Unter Einsatz einer neu synthetisierten Benzaminoimidazolglycyl- (BIG-CG) Nukleobase
konnten die Autoren Uber 1D und 2D NMR Experimente nachweisen, dass diese
modifizierte Spezies selektiv ein CG Basenpaar durch die Bildung drei Hoogsteen
Wasserstoffbriicken erkennen kann.'"® Weisz et al. entwickelten Phthalimidderivate
(Phth-CG), die in NMR Experimenten, allerdings nur unter Verwendung von CD,Cl, als
Losemittel, eine Ausbildung von drei Wasserstoffbriicken zu einem CG Basenpaar
zeigten."® '8 Zimmerman et al. konnten mittels NMR Experimenten die Bildung eines
Basentripletts aus Methylnaphthimidazol Harnstoff (Z-CG) und dem CG-Basenpaar
nachweisen, doch auch hier bildete sich der Komplex nur in aprotischen Solventien wie
CDCl; und die Verwendung als triplex forming oligonucleotide (TFO) fuhrte zu keiner

effektiven CG Erkennung."® Eine Weiterentwicklung der Phtalimidderivate (Phth-CG)
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wurde in der Gruppe von Zimmerman vorgenommen. Durch Entfernen einer nicht
bendtigten Carbonylgruppe gelangte man zu Isoindolin-1-on Harnstoffen (Isol-CG), die

allerdings auch nur eine geringe Tendenz zur Bildung des Basentripletts aufweisen.!*

8] |m Jahre 2004 gelang es Weisz et al. ein Phenylimidazol Harnstoff (D,-CG) zu
entwickeln, der in der Lage ist CG Basenpaare zu erkennen und auch als TFO erfolgreich

eingesetzt werden konnte. %> 1%

Ausgehend von diesen Forschungsergebnissen, wurde auch in der vorliegenden Arbeit
versucht, durch eine zuséatzliche GC Erkennung die bisherigen Liganden zu erweitern,
um so ihre Selektivitat fur den bulge Bereich der TAR RNA zu erhéhen. Im Gegensatz zu
den oben beschriebenen, GC-Basenpaare erkennenden  Harnstoff-haltigen
Verbindungen, wurden entsprechende Guanidinderivate untersucht, da man davon
ausging, dass ein Guanidiniumion im bulge Bereich bindet und das G26 mit zwei
Wasserstoffbriicken adressiert.

Zunéachst wurden Guanidinoisoindolin-1-on 86 und Guanidinoisobenzofuran-1(3H)-on 84
hergestellt und auf ihre Bindungsaffinitdten hin untersucht. Dabei wurde im FRET Assay
eine um den Faktor 10 héhere Affinitat bei 6-Guanidinoisobenzofuran-1(3H)-on und eine
13-fach hohere Affinitdt bei dem 6-Guanidinoisoindolin-1-on Liganden, im Bezug zu
Phenylguanidin, gemessen.

Um zu Uberprifen, ob es sich bei diesem Effekt tatsdchlich um eine Adressierung des
C39 handelt, wurden die isomeren Verbindungen 87 und 85 hergestellt, bei denen es
konstitutionell bedingt nicht zu einer Ausbildung von Wasserstoffbriicken zu G26 und
gleichzeitig zu C39 kommen kann. Bei der Bestimmung der Bindungsaffinitaten, dieser
Liganden, stellte man allerdings keinen signifikanten Unterschied zwischen den
entsprechenden Isomeren fest. Die erhdhte Affinitat, in Bezug auf Phenylguanidin, lasst

sich vermutlich mit der grof3eren Interkalationsflache der Liganden erklaren.

NH,

o N_ _NH, o N
N._NH,  uN Nl N._NH, N
Sy S Sy O
NH, Y NH, Y/
86 87 84 85

1500 pM 1250-1500 pM 2000-3000 uM 2000-3000 pM

Ein weiterer guanidinhaltiger Ligand, der hinsichtlich einer GC-Basenpaarerkennung
untersucht wurde ist das 3-Guanidinophenyl-1H-imidazol 82. Auch hier konnte eine
deutliche Zunahme der Bindungsaffinitdt in Vergleich zu Phenylguanidin gemessen
werden (pH=7: Faktor 40). Substituiert man am Stickstoff des Imidazols mit einer
Methylgruppe steigt der gemessene IC5, Wert um das 4-fache an. Die zusatzliche CHs

Gruppe sollte bei einer Anlagerung an das GC Basenpaar allerdings keinen
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nennenswerten Einfluss auf die Bindungsenergie aufweisen, da dem Rest in der major
groove der RNA genigend Raum zur Verfugung steht und somit keine sterischen
Wechselwirkungen mit der Umgebung zu erwarten sind. Betrachtet man den Liganden
bei pH=6, so kann man eine Affinitatssteigerung um das 3,3-fache bei 3-
Guanidinophenyl-1H-imidazol beobachten. Dies spricht ebenfalls nicht fur einen
selektiven CG Liganden, da in protonierter Form das Imidazol nicht mehr als

Wasserstoffbriickenakzeptor fungieren kann.

/=N /=N
HN H NH —N_ H NH
82 83
pH=7: 500 pM, pH=6: 150 pM pH=7: 2000 puM, pH=6: 1000 pM

Die Annelierung eines Laktams an ein 6,8-Diaminophenanthridin 63 fihrt ebenfalls zu
einer Aktivitatssteigerung von um 50 % (78 I1Cgy: 10 uM). Allerdings zeigt die isomere
Verbindung 79 im Negativkontrollexperiment auch hier wieder die gleiche Affinitat. Wie
bereits diskutiert, handelt es sich bei den Phenanthridinen vermutlich um unselektive
Interkalatoren mit stark cytotoxischen Eigenschaften, die fur den Einsatz im
pharmazeutischen Bereich weniger geeignet scheinen.

Das Tetrahydro-6,8-diaminophenanthridinderivat rac-80 erzielte eine 7-fach hohere
Bindungsaffinitéat (ICsp: 45 uM bei pH=7 und 20 uM pH=6) als das Tetrahydro-6,8-
diaminophenanthridin rac-64 (1Cso: 150 pM bei pH=7 und 300 pM pH=6). Auch zeigen
NMR Titrationsexperimente einen intermedidaren Austausch des Liganden an G26. An
anderen moglichen Bindungsstellen ist hingegen nur eine geringe Signalverschiebungen
zu erkennen. Somit ist diese Verbindung der selektivste bulge Binder von den hier

untersuchten Liganden.

NH, NH, NH,

X

—N
/
NH, NH, N NH,
o
79 80

10 pM 10 pM pH=7: 45 pM, pH=6: 20 pM

Um diese Ergebnisse weitergehend zu interpretieren, wurden wie bereits beschrieben
computergestiitzte Simulationen durchgefuhrt. Fur diese Untersuchungen wurden die
Strukturdaten der Bindungsumgebung aus den pdb-Strukturen 1ARJ und 1UUD
herangezogen. In dem Modell, das auf den Daten aus 1ARJ beruht, wurden nur die
Strukturelemente bertcksichtigt, die entscheidend zu der Bindung im bulge Bereich
beitragen. Dazu gehdren die Basen G26 und C39 sowie ein Ausschnitt aus dem

Phosphatriickgrat. Die spezifischen Elemente des zweiten Modells, welche fiur die
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Wechselwirkung mit dem Ligand als signifikant erachtet wurden, sind zum einen das
G26/C39 Basenpaar, die Interkalationsflachen A22 und U23 sowie das Phosphat P23,
wobei die Strukturdaten dieser Elemente aus 1UUD stammen. Fiur diese Simulationen

verwandte man den Basissatz (HF 3-21G) im Vakuum und in simuliert wassriger

Umgebung.
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HF 3-21G vacuum (1ARJ): ¥

-735 kJd/mol -685 kJ/mol (local. Minimum) -732 kJ/mol (local. Minimum) -835 kJ/mol -1464 kJ/mol
-835 kJ/mol (glob. Minimum) -731 kJd/mol (glob. Minimum)

HF 3-21G water [SM8]: ¥

-90 kJ/mol -55 kJ/mol (local. Minimum) -61 kJ/mol (local. Minimum) -158 kJ/mol -106 kJ/mol

-110 kJ/mol (glob. Minimum)

-71 kJ/mol (glob. Minimum)

[A]: 73,52; 2,06; 1,93; 2,08

2,06; 3,38; 2,23; 1,69; 1,76

1,78; 2,48; 2,00; 2,26; 1,70

1,97, 2,65; 2,02; 2,15; 1,40

5

27

2,73; 3,29; 2,08; 1,64; 1,94

e

7

25
—3-

HF 3-21G vacuum (1UUD):?

-543 kJ/mol -538 kJ/mol -563 kJ/mol -519 kJ/mol -872 kJ/mol
AE= +5 kJ/mol AE=-20 kJ/mol AE= +24 kJ/mol AE=-329 kJ/mol

HF 3-21G water [SM8]:

-79 kd/mol -95 kJ/mol -103 kJ/mol -97 kJ/mol -77 kd/mol
AE=-16 kJ/mol AE=-24 kJ/mol AE=-18 kJ/mol AE= +2 kJ/mol

H-Briicken [A]:©
2,42;2,07; 2,06; 1,70

2,32;2,43; 2,05; 2,18, 1,77

1,98; 2,44; 2,00; 2,17; 1,73

2,96; 2,39; 2,38; 3,37, 1,64

2,82; 2,61, 2,56; 3,42, 1,22

I1Cs0:

>20000 pM 500 UM (pH=7) 1500 pM 10 pM (pH=7) 45 uM (pH=7); 20 pM (pH=6)
Eso Ligand [SM8]: ¥

-286 kJ/mol -720 kJ/mol -282 kJ/mol -259 kJ/mol -833 kJ/mol

Tabelle 3: Ergebnisse der computergestiitzten Berechnung der Bindungsenergie von Komplexen aus Ligand
und TAR Fragment aus dem bulge Bereich. Modell aus 1ARJ: (G26, C39 und P22); Modell aus 1UUD: (G26,
C39, A22, U23 und P22).[l77] Berechnete H-Brickenldngen entsprechen den gestrichelten Bindungen im

Formelbild, angegeben von links nach rechts. ICso Werte aus dem FRET Assay. a) Komplexierungsenergie

im Vakuum: EiigandtErna-ELigand-rna; D) Komplexierungsenergie in Wasser: EfigandtErna-ELigand-rnaA;  C)

Berechnete H-Bruckenlangen entsprechen den gestrichelten Bindungen im Formelbild, angegeben von links

nach rechts. 1Cso Werte aus dem FRET Assay; d) Berechnete Solvatationsenergie des Liganden mit der in
HF 3-21G implementierten [SM8]-Methode.
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Anhand der der angefertigten Berechnungen konnte gezeigt werden, dass die Versuche,
C39 mit den guanidinhaltigen Liganden 86 und 82 Uber eine Wasserstoffbriicke zu
adressieren, kritisch betrachtet werden mussen.

Im Falle des Imidazolylphenylguanidins 82 ist die freiwerdende Bindungsenergie im
Vakuum (HF 3-21G) geringer als die des Guanidins, was durch ungunstige sterische
Interaktionen mit der RNA zu erklaren ist. Nur unter Bericksichtigung der
Hydratationsenergie [SM8] kann eine Freisetzung der Bindungsenergie von -16 kJ/mol
berechnet werden. Somit ist anzunehmen, dass der Imidazolrest des Imidazolyl-
phenylguanidin sich eher an ein benachbartes Phosphat koordiniert (AE igand-Guanidin =
-43 kJ/mol; HF 3-21G [SM8]; Struktur aus 1UUD) oder sogar an einer anderen Stelle
bindet (s. Kapitel 7.6). Anhand des 1ARJ-Model konnte zudem gezeigt werden, dass im
globalen Minimum der Imidazolrest auch im nicht-protonierten Zustand an das P22
koordiniert und so in der Lage ist, eine Wasserstoffbriicke Uber das NH zu dem
Phosphatsauerstoff auszubilden (Abbildung 49).

Abbildung 49: Globales Minimum der einfach positiv geladenen Spezies 82.

Betrachtet man die Ergebnisse der Berechnungen des Komplexes aus dem TAR
Fragment und 6-Guanidinoisoindolinon 86 unter Verwendung der Strukturdaten aus
1UUD, so beobachtete man etwas bessere Ergebnisse, mit einem Energiezugewinn von
ca. 24 kd/mol (HF 3-21G [SM8]) im Vergleich zu einem Guanidin. Durch sterische
Interaktionen ist der Arylrest um 45° zu der n-Ebene des Guanidins verdreht, so dass die
Carbonylgruppe in einem ungunstigen Winkel zu der Aminogruppe des C39 steht und nur
eine schwache Wasserstoffbriickenbindung ausgebildet wird. Verwendet man fur die
Kalkulationen die Strukturdaten aus 1ARJ an, dann beobachtet man bei einer Anordnung
des Liganden parallel zu dem GC Basenpaar (lokales Minimum) sogar eine niedrigere
Bindungsenergie im Vergleich mit einem Guanidin, da sich die Guanidingruppe nicht

optimal in der Bindungstasche zwischen G26 und P23 einlagern kann. Im globalen
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Minimum ragt der Arylrest der Liganden senkrecht aus der Basenebene heraus. Dies
wirde zu starken sterischen Wechselwirkungen mit der daruber liegenden Nukleinbase
U23 fuhren, so dass diese Konformation nicht weiter berticksichtigt wurde.

Das planare 6,8-Diaminophenanthridinderivat 78 Ilasst sich nicht optimal in die
Bindungstasche aus 1UUD einpassen, so dass die Ausbildung einer zusatzlichen
Wasserstoffbriicke zu C39 nicht beobachtet werden kann. Versucht man, den Liganden
parallel zu dem Basenpaar anzuordnen, so kommt es zu starken Wechselwirkungen der

Aminogruppe mit dem Phosphat (s. Abbildung 50).

Abbildung 50: Kollision des Liganden 78 mit dem Phosphatriickgrat bei Verwendung des Modells auf
Grundlage von 1UUD.

Zu beachten ist, dass der Abstand zwischen dem Phosphat P23 und der Base G26 im
dem Modell ausgehend von den Strukturdaten aus 1ARJ groRer ist als bei dem Modell
aus 1UUD. Da die RNA in diesem Bereich allerdings relativ flexibel ist, eignet sich daher
vermutlich das Modell, das auf Strukturdaten von 1ARJ beruht, eher fur Berechnungen

mit den raumerfullenden 6,8-Diaminophenanthrenderivaten 78 und rac-80.

unter Verwendung der Strukturdaten aus 1ARJ ergibt sich somit eine Bindungsenergie
von -835 kJ/mol (Vakuum) und -158 kJ/mol (Wasser) fur Verbindung 78. Vergleicht man
diese Werte mit dem unsubstituierten 6,8-Diaminophenanthren 63, so kann man einen
Energiegewinn von 86 kJ/mol (-749 kJ/mol Bindungsenergie) im Vakuum und 45 kJ/mol
(-113 kJ/mol  Bindungsenergie) in Wasser beobachten. Eine Ausbildung der
Wasserstoffbriicke zu C39 ist bei dieser Betrachtung plausibel.

Die zu 78 isomere Verbindung 79 zeigte, wie bereits erwahnt, im Fluoreszenzassay keine
signifikante Differenz in ihrer Bindungsaffinitat. Dies lasst darauf schlieRen, dass es sich

hiermit um deutlich starkere Interkalatoren als bulge Binder handelt.
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Bei der Simulation des Komplexes aus Tetrahydro-6,8-diaminophenanthridinderivat rac-
80 und dem RNA Fragment erscheint auch hier das Modell mit den Strukturdaten aus
1UUD ungeeignet zu sein. Wendet man hingegen das Bindungsmodell ausgehend von
den 1ARJ Daten an, so kann man beobachten, dass der Ligand in der Lage ist, drei
Wasserstoffbricken zu dem CG Basenpaar aufzubauen. Die Bindungsenergie liegt bei
-1464 kJ/mol im Vakuum und -106 kJ/mol in Wasser. Damit ist sie um 50 kJ/mol
(Vakuum) bzw. 18 kJ/mol (Wasser) héher als bei Tetrahydro-6,8-diaminophenanthridin
rac-64.

Im Vergleich zu dem 6,8-Diaminophenanthridinderivat 79 konnte im Vakuum eine um
629 kJ/mol hdhere Bindungsenergie berechnet werden. Ursache hierfur ist die starke
elektrostatische Anziehung zwischen dem Amin und dem Phosphat. Durch die hohe
Hydratationsenergie von -833 kJ/mol [SM8] des Liganden rac-80 ergibt sich in einer

wassrigen Umgebung eine um 52 kJ/mol niedrigere Bindungsenergie als bei 79.

Um die Hydratationsenergie des Tetrahydro-6,8-diaminophenanthridinlaktams rac-80 zu
senken und damit die Bindungsenergie zu erh6hen, wére eine Methylierung des
Alkylamins denkbar. Dabei ist zu beobachten, dass bei Zunahme der Substituenten am
Stickstoff die Bindungsstarke im Vakuum abnimmt, aber gleichzeitig auch die
Hydratationsenergie des Liganden geringer wird. Im Fall der einfach methylierten Spezies

erhalt man somit ein Maximum der Bindungsenergie von -135 kJ/mol im wassrigen

Medium.
/ i
NH, “Me N‘Me

X X X
—N —N —N

Pz z pZ

N” “NH, N™ "NH, N~ “NH,
(o) (o) (o)
80 N-Me-80 N-Me,-80

Tabelle 4: Berechnete Bindungsenergien des N-methylierten Tetrahydro-6,8-diaminophenanthridinlaktams.
(HF 3-21G water [SMS8]; Bindungsmodell aus 1ARJ).[177] a) Komplexierungsenergie im Vakuum; b)
Solvatationsenergie berechnet mit [SM8]; ¢) Komplexierungsenergie unter Beriicksichtigung der

Solvatisierung.

Verbindung Exomplex (Vacuum) @ Es,, [SM8] ? Exomplex [SM8] ©
80 -1464 kJ/mol -106 kJ/mol -833 kJ/mol
N-Me-80 -1440 kJ/mol -135 kJ/mol -772 kJ/mol

N-Me»-80 -1407 kJ/mol -109 kJ/mol -739 kJd/mol
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7.6 Erweitertes Bindungsmodell (elektrostatische hotspots)

Betrachtet man die Komplexstrukturen von TAR mit den cyclischen Peptiden 2KDQ und
2KX5 (Robinson, Varani), so fallt auf, dass oberhalb des Basentripletts eine zweite
Bindungsstelle fir positiv geladene funktionelle Gruppen zu finden ist. In rdumlicher Nahe
zu G28 komplexiert jeweils die Guanidiniumgruppe eines Argininrestes, und an den

Phosphaten P27 und P28 werden Ammoniumgruppen der Lysineinheiten eingelagert.

Abbildung 51: Ladungsdichte (potential density) im bulge-Bereich. Berechnet mit AM1 unter Verwendung
der graphischen Oberflache von Spartan 08. Positiv geladene Bereiche: blau, negativ geladene Bereiche rot;
a) 2KDQ mit Guanidin und Aminogruppen der basischen Aminosauren; b) 2KDQ ohne Ligand; c) 2KX5 mit
Guanidin und Aminogruppen der basischen Aminoséauren; d) 2KX5 ohne Ligand.

Wie im Kapitel 3.4 bereits beschrieben, dient der bulge Bereich der TAR RNA als Anker
fur die argininreiche Region des Tat Proteins. Es ist anzunehmen, dass im Komplex aus
Tat und TAR eine Guanidingruppe in der Region um G26 eingebaut wird und weitere
kationische Aminoséaurereste, oberhalb des Basentripletts aus U23, A27 und U38, in den

zweiten negativ geladenen Bereich binden.
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Diese beiden Bindungstaschen mit stark elektronegativem Potential unterhalb und
oberhalb von U23, auch als ,Elektrostatische hotspots® bezeichnet®, waren
Ausgangspunkt fiir das strukturbasierte Design der potenten Inhibitoren RBT203 (1UUD)
und RBT158 (1UUI). Hier lagert sich ein Guanidin bzw. Amidin in die G26
Bindungstasche ein, das zu einer Konformationsanderung und zu der damit verbundenen
Ausbildung des Basentripletts fuhrt. Das zweite positiv geladene Guanidinium bindet im
Fall von RBT203 in der Nahe von G28 und der Ammoniumrest bei RBT158 am
Phosphatriickgrat. Durch diesen Klammereffekt lasst sich die hohe Stabilitéat dieser

Komplexe erklaren.

Abbildung 52: Ladungsdichte (potential density) im bulge Bereich. Berechnet mit AM1 unter Verwendung

der graphischen Oberflache von Spartan 08. Positiv geladene Bereiche: blau, negativ geladene Bereiche rot;
a) Komplex mit Ligand (1UUI); b) Komplex ohne Ligand (1UUI); c) Komplex mit Ligand (1UUD); d) Komplex
ohne Ligand (1UUD).
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Uberlagert man die Strukturen aus 2KDQ, 2KX5, 1UUI, 1UUD dieser zweiten
Bindungsstelle, so erkennt man eine strukturelle Ubereinstimmung. Die annahernd
gleichbleibende konformelle Beschaffenheit dieser TAR Region ist Voraussetzung fur

computergestiitzte Simulationen von Komplexen mit den hier untersuchten Liganden.

Abbildung 53: Uberlagerung des TAR Bereichs G28,C37, A27 und U23 von 2KDQ, 2KX5, 1UUl und 1UUD.

7.7 Modeling der G28-Bindungsstelle

Durch NMR Titrationsexperimente konnten Liganden ausgemacht werden, die eine
Verschiebung der Iminoprotonen an U38 sowie an G28 und G36 verursachen. Dazu
gehdren die zweifach positiv geladenen Liganden, wie das Imidazolylphenylguanidin aber
auch das 2,4,6-Triaminochinazolin, welches bei pH=7 nur zur Halfte im protonierten
Zustand vorliegt. Um die spezifischen Bindungsmodi dieser Verbindungen mit der RNA
besser zu verstehen, berechnete man die Komplexierungsenergie mit der RNA Region
oberhalb des Basentripletts. Dazu wurden fir zweifach geladene Liganden die RNA
Daten aus 2KX5 herangezogen, da bei dieser Komplexstruktur der elektrostatische
hotspot durch ein Arginin und ein Lysin optimal adressiert wird und somit der Einsatz

dieser Bindungstasche geeignet schien.
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®
Guanidinium + oH HN=\H
Ammonium HZNYN =
NH, 82

HF 3-21G vakuum (2KX5): ¥

-1346 kJ/mol -1268 kJ/mol -1129 kJ/mol
HF 3-21G [SM8] (2KX5): ™
-72 kJ/mol -52 kJ/mol -28 kJ/mol
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HF 3-21G vakuum (2KX5): ¥
-1357 kJ/mol -1355 kJ/mol -1388 kJ/mol -1374 kJ/mol

HF 3-21G [SM8] (2KX5): ™
40 kJ/mol -10 kJ/mol -54 kJ/mol -43 kJ/mol

Abbildung 54: Ergebnisse der computergestitzten Berechnung der Bindungsenergie von Komplexen aus
Ligand und TAR Fragment oberhalb des bulge Bereichs. Modell aus 2KX5: (C37, G28, A27, U23, P27 und
P28).[177] a) Komplexierungsenergie im Vakuum: Eiigana+tErna-ELigand-rRna; B) Komplexierungsenergie in

Wasser: EiigandtErna-ELigand-rna; €) ICso Werte aus dem FRET Assay.

Bei den angefertigten Berechnungen ist zu erkennen, dass der elektrostatische hotspot in
der Nahe von G28 ebenfalls eine attraktive Bindungsstelle fur positiv geladene Liganden
darstellt. Es ist somit anzunehmen, dass diese Bindungsstelle vermutlich simultan zu der
Bindungstasche bei G26 besetzt wird, unter Ausbildung von 2:1 Komplexen.

Legt man ein Guanidinium- zusammen mit einem Ammoniumion in diese
Bindungstasche, &hnlich wie das cyclische Peptid KP-Z-41 diesen Bereich mit einer
Arginin- und Lysineinheit adressiert, so stimmt das errechnete Bindungsmuster mit den
Strukturdaten aus 2KX5 Uberein. Man beobachtet eine Anlagerung des Guanidins an
G28 uber zwei Wasserstoffbricken, und das Ammoniumion ist in der Nahe des

elektronegativen Phosphatriickgrats positioniert.
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Bei der 1D-NMR Titration mit Imidazolylphenylguanidin 82 konnte neben einer
Verschiebung der G26 Iminoprotonen, ein intermediarer Austausch des Liganden bei
U38 beobachtet werden. Es scheint somit, dass beide elektrostatische hotspots
adressiert werden. Die berechnete Bindungsenergie ist im Vakuum mit -1268 kJ/mol um
100 kJ/mol und in solvatisierter Form mit -52 kJ/mol um 70 kJ/mol geringer als
komplexiert in der Bindungstasche bei G26 (Strukturdaten aus 1UUD). Durch N-
Methylierung der Imidazoliumgruppe kommt es zu sterischen Wechselwirkungen mit dem
Phosphat P27, sodass die Bindungsenergie deutlich abnimmt (82: -52 kJ/mol, 83:
-28 kJ/mol; HF 3-21G [SM8]). Dies ware eine Erklarung fur die Ergebnisse des
Fluoreszenzassays, bei dem der 1C5, Wert von 150 pM bei 82 auf 1000 pM bei N-
methylierten Spezies 83 ansteigt.

Betrachtet man die berechneten Komplexe mit den vier isomeren Hexahydro-
phenanthridinen 65 und 66, so erkennt man ahnliches Bindungsmuster, wie es bei der
Adressierung durch ein Guanidinium- zusammen mit einer Ammoniumeinheit in diesem
Bereich auftritt: Die Amidingruppe ist im konformationellen Minimum bei G28 positioniert
und das Cyclohexylammoniumion koordiniert an das Phosphatriickgrat. Energetisch sind
die Komplexe der cis (Wasser: ~50 kJ/mol) und der trans Isomere (Wasser: 25 kJ/mol)
vergleichbar mit den Bindungsenergien, die in der Bindungstasche bei G26 errechnet
wurden. Somit ist eine Bindung der Hexahydrophenanthridinen an beiden
elektrostatischen hotspots der TAR RNA zu vermuten. Auch hier zeigt sich, dass das cis
Isomer eine hohere Bindungsenergie als das trans Isomer aufweist. Dies lasst sich mit

einer geringeren sterischen Repulsionen des Aromaten mit der RNA erklaren.

Im stem Bereich unterhalb des loops beobachtete man in NMR Experimenten eine starke
Wechselwirkung mit 2,4,6-Triaminochinazolin 67. Man vermutete, dass dies durch eine
Bindung in der Region von G28 hervorgerufen wird, so dass auch die Ausbildung eines
derartigen Komplexes mittels der hier aufgezeigten moddeling Methoden untersucht
wurde. Das 2,4,6-Triaminochinazolin liegt unter physiologischen Bedingungen nur zu
einem Teil einfach protoniert vor. Somit ist vermutlich das Modell, das aus Strukturdaten
zweifach geladener Liganden stammt (2KX5), nicht ideal fur Berechnungen von
Komplexen mit diesem Heteroaromaten geeignet, da aufgrund elektrostatischer
Wechselwirkung hochgeladener Liganden eine starke Kontraktion der Bindungstasche
auftritt. Das Triaminochinazolin, welches eine coplanare Anordnung oberhalb der Base
U23 annehmen sollte, scheint sich besser in die raumlich etwas gréRere Bindungstasche,

welche aus den Strukturdaten von 1UUD entnommenen wurde, einlagern zu kénnen.
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Guanidin 67-(a) 67-(b)

23 E
S =

HF 3-21G vakuum (1UUD): ¥

-579 kJ/mol -162 kJ/mol -138 kJ/mol
HF 3-21G [SM8] (1UUD): ”
-65 kJ/mol -56 kJ/mol -19 kJ/mol
+
67-(c) 67-(d) 67+H

HF 3-21G vakuum (1UUD): ¥

-104 kJd/mol -208 kJ/mol -694 kJ/mol
HF 3-21G [SM8] (1UUD): ”
-30 kJ/mol -65 kJ/mol -71 kd/mol

Abbildung 55: Ergebnisse der computergestitzten Berechnung der Bindungsenergie von Komplexen aus
Ligand und TAR Fragment oberhalb des bulge Bereichs. Modell aus 1UUD: (C37, G28, A27, U23, P27 und
P28);[177] a) Komplexierungsenergie im Vakuum: EjiganatErna-ELigand-rna; D) Komplexierungsenergie in

Wasser: ELiganatErna-ELigand-rna; C) ICs0 Werte aus dem FRET Assay.

Das Triaminochinazolin 67 wurde in vier unterschiedlichen Posen in die Bindungstasche
gelegt und die lokalen Minima berechnet. Dabei waren die Komplexe, bei denen die N°-
Aminogruppen in réumlicher N&he zu den Phosphaten P27 und P28 positioniert
vorliegen, energetisch beglnstigt. Der neutrale Ligand erreichte im globalen Minimum
67-(d) eine Bindungsenergie von -65 kJ/mol (Wasser) und ist somit vergleichbar mit
einem positiv geladenen Guanidiniumion. Im protonierten Zustand 67+H" konnte mit -71
kJ/mol (Wasser) nur eine marginale Steigerung der Komplexierungsenergie berechnet
werden.

Da der Basissatz HF 3-31G aufgrund des fehlenden Dispersions Term keine n-nt stacking
Wechselwirkungen beriicksichtigt, eignet sich diese Methode nur bedingt zur Berechnung
der Bindungsverhéltnisse zwischen der Bindungstasche im Bereich von G28 und
Triaminochiazolin, da sich dieses mit seinem n-System oberhalb der Nukleinbase U23
anlagern konnte. Zudem spielt der hydrophobe Effekt bei Komplexen mit aromatischen

Verbindungen eine wichtige Rolle, der allerdings nur schwer simulierbar ist. Die so
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berechneten Bindungsenergie von lediglich -65 kJ/mol (Wasser) im basischen und
-71 kJ/mol (Wasser) im protonierten Zustand geben keine Erklarung fur die hohe
Stabilitat des Komplexes mit TAR, die bei NMR Experimenten beobachtet wurde.

Da bei 67 im Vergleich zu Imidazolylphenylguanidin 82 ein anderes Verschiebungs-
muster im NMR Spektrum beobachtet wurde, scheint eine Interkalation von 67 zwischen
den Basenpaaren G28/C37 und C29/G36 eine weitere mdgliche Alternative. Auf gleiche
Weise ist eine Stapelung von Triaminochinazolin an der Bindungsstelle denkbar, die im
stem Bereich der TAR RNA zu finden ist. Zumal hier ebenfalls ein langsamer Austausch
der Iminiumprotonen der benachbarten Basenpaaren A20/U42 und G21/C41 zu

beobachten ist.

Durch Einfiihrung von Methylgruppen an Position N? und N* konnte gezeigt werden, dass
eine planare Konformation an den Aminogruppen zu einer erhOhten Affinitat fahrt.
Insbesondere kommt es bei Mehrfachmethylierung der N*-Aminogruppe zu sterischen
Wechselwirkungen mit dem Wasserstoffatom an Position-5. Dadurch ragen die Alkylreste
aus der Ebene des aromatischen Systems heraus und verhindern auf diese Weise eine
Interkalation zwischen Nukleobasen. Diese Beobachtungen kdénnen daher ein weiteres
Indiz fir eine Stapelwechselwirkung des Triaminochinazolins mit der RNA sein. Um die
exakten Bindungsmodi dieses Liganden zu bestimmen, wére es von besonderem
Interesse mittels kristallographischer Methoden oder NMR Experimenten die rdumliche
Struktur dieses Komplexes aufzuklaren.

N_ _NH, | \M I
AN
N._ _NH N_ N
I S N_ _NH N
H,N 7 N
NH, H,N

_N HoN
HN_ HzN N
HN
~ NN
67 88 89 90
40 uM 25-30 uM 40 uM 130 uM

Abbildung 56: ICso-Werte von N°/N*-substituierten 2,4,6-Triaminochinazolinen. Hergestellt im Rahmen von

Bachelorarbeiten von C. K. Pau, V. Ertel.
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7.8 Kombination von Liganden mit unterschiedlichen Bindungsstellen

Eine weitere Mdglichkeit, die Affinitdt sowie die Selektivitat eines Liganden zu steigern,
kann durch simultane Adressierung unterschiedlicher Bindungsstellen erreicht werden.
Durch kooperative Effekte potenziert sich dadurch die Bindungsstarke eines
multivalenten Liganden gegeniber seinen monomeren Untereinheiten.

Dieses Konzept wurde bereits von verschiedenen Forschergruppen fir TAR Liganden
aufgegriffen, wodurch die zurzeit besten Tat Antagonisten hervorgingen. Dazu zahlen die
Liganden, die von Aboul-ela in Kooperation mit RiboTargets entwickelten wurden!®” ¢,
die von Arya et al. hergestellten Neomycindimere®®”! sowie die von Varani et al.
untersuchten bifunktionellen, wirkstoffahnlichen Fragmente®®. Auch mit den von Ming

154

Yang entwickelten Purin-Guanidin Konjugaten™* wurde das Konzept der bifunktionellen

Liganden erfolgreich weitergefihrt (siehe Kapitel 4.5).

In der Gruppe von M. Go6bel ist man daran interessiert kleine TAR spezifische Molekile
zu entwickeln, mit mdglichst klar definierten Bindungsstellen, die vor allem Uber
spektroskopische sowie biophysikalische Methoden (NMR, in-line probing, SHAPE,
Affinitatsspaltung) ermittelt werden. Da das 2,4,6-Triaminochinazolin 67 als einzige der
hier untersuchten Substanzen im NMR Experiment einen langsamen Austausch zugleich
an zwei Bindungsstellen, unter Bildung eines 2:1 Komplexes, vorweisen kann, stellte man
zunéachst dimere Verbindung mit diesem monomeren Einheiten her.

Obwohl NMR Titrationen mit Verbindung 67 fur Interaktionen im Bereich von G26 und
G28 sprechen, ist der genaue Bindungsort nicht sicher bekannt. Ligandbindung an TAR
wurde sowohl fir den loop als auch fur die Umgebung von G26 und G28 beschrieben.
Aber auch im unteren stem Bereich wurde eine Veranderung der chemischen Umgebung
beobachtet. Sollte Verbindung 67 sowohl im stem als auch im loop Bereich binden,
musste der Linker eine Distanz von 15 - 20 A (berbriicken. Lagen die Bindungsstellen
bei G26 und im loop wére bereits eine kirzere Kette ausreichend. Sollte hingegen 67 bei
G26 und G28 binden, miisste man optimale Bindung bei kurzen Linkern (6 -8 A)
erwarten.

N®-Benzyl- sowie N°-Dimethyl Derivatisierungen des 2,4,6-Triminochinazolins ergaben
keinen signifikanten Affinitdtsverlust im Fluoreszenzassay, und die Substitution an
Position 6 erschien Uber reduktive Aminierung als praparativ unproblematisch, so dass

drei dieser Dimere mit Linkerlangen im Bereich von 7 A - 16,5 A synthetisiert wurden.
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Abbildung 57: NG-veranpfte Triaminochinalzolindimere.
Tabelle 5: ICso-Werte dimerer Triaminochinazolinderivate bei unterschiedlichen Linkerlangen.

Linker Linkerlange ICso-Wert CCs

C R ~7A 150 nM 2.0 pg/ml
R
R

V(j/o\/\/o\Ejv ~116-165A  15uM 8.6 pg/ml
R R

Das bereits friher als TAR Ligand beschriebene N° N®-(1,4-phenylenbis-
(methylen))bis(chinazolin-2,4,6-triamin)*? zeigte in dieser Versuchsreihe die héchste
Affinitat. Im Vergleich zu dem monomeren Baustein bindet dieser Ligand um den Faktor
330 besser an TAR. Dieser signifikante Effekt beruht nicht allein auf der Erhéhung der
Zahl basischer Gruppen, da bei veranderter Linkerlange die Affinitat deutlich abnimmt. In
einen Gel shift Assay von Mei et al. zeigte dieser Ligand allerdings nur eine

Affinitatssteigerung um den Faktor 50 in Bezug zu 2,4,6-Triaminochinazolin.*™

Abbildung 58: Komplex der TAR RNA (1UUD) mit Verbindung 213, berechnet Uber Energieminiemierung
auf Grundlage des AM1 Basissatzes. Ladungsdichte (potential density) im bulge-Bereich der TAR RNA
berechnet mit AM1 unter Verwendung der graphischen Oberflache von Spartan 08. Positiv geladene

Bereiche: blau, negativ geladene Bereiche rot.
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Fiigt man einen relativ starren Linker mit einer Lange von 11,5 A ein, steigt der ICs, auf
750 nM. Der im Bereich von 11,6 - 16,5 A flexible Linker zeigt in dieser Reihe die
schlechtesten Bindungseigenschaften. Das deutliche Optimum bei kurzer Linkerlange
weist darauf hin, dass die Bindungsstellen der beiden Chinazoline nicht weiter als zwei
Basenpaare voneinander entfernt sein kdénnen, da der vertikale Abstand coplanar
gestapelter Heteroaromaten 3,4 A betragt. Somit ist eine simultane Adressierung des
unteren loop Bereiches mit der bulge Region denkbar, wie es auch bei dimeren
Liganden, wie rbt203, zu finden ist. Dabei wirde ein protoniertes 2,4,6-
Triaminochinazolinmonomer, wie in Kapitel 7.4 berechnet, in der Bindungstasche im
Bereich von G26 liegen, und der zweite Heteroaromat sich oberhalb von U38 einlagern
(s. Abbildung 58).
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8. Praparativer Teil

8.1 6,8-Diaminophenanthridine

NO
Ry B(OR), ® a)R{Rp=H
— R I :[NHz cl b) Ry R, = -CH,-NMe-CO-
92 93

Abbildung 59: Retrosynthetische Zerlegung des 6,8-Diaminophenanthridins.

NH,

Ein direkter und universeller Weg zu 6-Aminophenanthridinderivaten 91 erfolgt tber eine
Dominoreaktion von einer Suzuki-Miyaura Kupplung und intramolekularen 6-exo-dig
verlaufenden Amidinbildung, die bereits von Hervé Galons et al. fiir das unsubstituierte
Molekil beschrieben wurde, wobei eine Ausbeute von 81 % erzielt werden konnte
(Pd(OACc), (0.05 eq.), Cs,CO3 (2.2 eg.), Adamantanaminhydrochlorid (0.2 eq.), 100 °C, 16
h Dioxan).®®!

Aufgrund der hier eingesetzten Nitrogruppe parastandig zu dem Halogen, gelingt die
Kreuzkupplung auch mit Tetrakistriphenylphosphinpalladium(0) (0,05 eq.) in guten
Ausbeuten (89 %, R;,R, = H).

H,N
ON Q 0 ’
B a,b
o _ab _
CN H,N H,N

93 117
Abbildung 60: a) Pd(PPhs)s, Cs2CO3, Dioxan/H>O 10:1, 100 °C, 18 h, 89 %; b) Pd/C, Hy, rt., 18 h, 64 %.

Die milden und chemoselektiven Reaktionsbedingungen erlauben den Einsatz vielfaltiger
Derivate beider Reaktionspartner. So konnte auch N-Methylisoindolin-1-on Aminoboron-
saure eingesetzt werden um einen Wasserstoffbriickenakzeptor an das

Phenanthridingertist anzubringen.

8.1.1 Herstellung von Isoindolinonboronséuren

Zunachst wurde versucht, Uber eine Bromierung von 6-Aminoisoindolin-1-on 95 und
anschlie3ende palladiumkatalysierte Miyaura Borylierung diesen Baustein herzustellen.
Allerdings fuhrte die Bromierung zu einer Substitution an der 7-Position. Auch die an der

Aminogruppe pivaloylierte Spezies fuhrte zu dem falschen Isomer.
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Br
HN
NH, NH, NH,
o o (0]
94 95

Br
96

Um das gewinschte Bromisoindolinon 94 zu erhalten, wurde zunachst
Phthalsaureanydrid in wassriger alkalischer Losung bromiert, wobei man als
Zwischenprodukt das Natrium 4-Bromphthalat erhielt, das mit Thionylchlorid wieder in
das Anhydrid Uberfihrt werden konnte. Nach Umkristallisation aus Ethylacetat erhielt
man das isomerenreine Produkt 98.1%

Im nachsten Schritt wurde mit Methylamin substituiert und man erhielt das N-Methyl-
Phthalimid 99. An dieser Stelle konnten auch andere Reste eingefiihrt werden, die
eventuell Gber elektrostatische Wechselwirkung mit dem Phosphatriickgrat interagieren
konnen. Die Nitrierung an Position-6 gelang mit einer Ausbeute von 84 %, und

Verbindung 100 konnte durch Umkristallisation aufgereinigt werden.

(0] (0] (0] (0]
a Br. b Br. c Br-
0O —>» o —> N— — N—
O,N
o (0] (o) (o)
97 98 99 100

Abbildung 61: a) i) Brz, NaOH, H-0, 6 h, 90 °C; ii) SOCls, 2 h, reflux, 41 %; b) CHsNH, py, 2 h, rt., 74 %); c)
HNO3, H2SO4, 84 %.

Auf Grund der elekronenziehenden Nitrogruppe wird die Elektronendichte der
parastandigen Carbonylgruppe verringert, wodurch die Elektrophilie am Kohlenstoff
erhoht wird. Somit lasst sich an dieser Position eine regioselektive Reduktion mit
Borhydriden durchfiihren, wobei man das racemische N,O-Acetal erhalt. Im Anschluss
wurde das Isomerengemisch mit Zinn in HCI/HOAc zu dem Isoindolinon weiterreduziert.
Das gebildete Lakton ist bei diesen Reaktionsbedingungen stabil und reagiert nicht
weiter. Gleichzeitig wurde auch die Nitrogruppe zum Amin Uberfiihrt. Doch konnte das
hierbei anfallende Gemisch aus 6-Amino-5-brom-2-methylisoindolinon und 5-Amino-6-
brom-2-methylisoindolinon ~ chromatographisch  nicht getrennt  werden. Eine
Umkristallisation fihrte nur bei Verhaltnissen von mindestens 3:1 zu akzeptablen
Ergebnissen. Durch eine Trifluoracetylierung der Aminogruppe konnte dieses
Trennproblem umgangen werden. Durch die geringeren Polaritaten lieRen sich die
Isomere durch S&ulenchromatographie auftrennen und zudem besser im Laufmittel

eluieren.
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Tabelle 6: Optimierung der Reduktionsbedingungen.

Reagenz Temperatur Ausbeute Isomerenverhéltnis
LiBH,4 -30 °C 39 % 31
NaBH, -10°C 56 % 2:1
NaBH, 10 °C 68 % 11

Eine andere Methode um das N,O-Acetal chemoselektiv, unter Erhalt der Nitrogruppe, zu
reduzieren, stellt die ionische Hydrierung mit Triethylsilan (2 eq.) in TFA dar. Allerdings
konnte auch das hierbei anfallende Isomerengemisch weder durch Kristallisation, noch

durch Chromatographie, getrennt werden.

B o Br. Br.
r a b
N— —> mN_ —> TFA. mN_
O HN N
o) (o) (o)
100 101 102

Abbildung 62: a) i) LiBH4, THF, -30 °C; ii) Sn, HCI, HOAc, 4 h, 80 °C; b) TFAA, DIPEA, DMAP, DCM, 2 h,
40 °C, 88 %.

8.1.2 Miyaura Borylierung

Die Einfuhrung der Boronsdure gelang uber eine Miyaura Borylierung. Die besten
Ergebnisse konnten durch den Einsatz von Pd,dba; (0,05 eq.), PCy; (0,15 eq.), KOAc
(1,5 eq.) in Dioxan erhalten werden. Das PCy;:Pd Verhdltnis ist ein wichtiger Parameter:
Wahrend bei der Verwendung eines 1:1 Verhéaltnisses ein sehr reaktiver aber
thermolabiler Katalysator gebildet wird, fihrt die Verwendung eines 2:1 Verhéltnisses zu
einem stabilen Katalysatorsystem mit meist extrem langsamen Umsatzraten. Bei dem
Einsatz eines 1,5:1 Gemisches erhalt man einen temperaturstabilen Palladiumkomplex,
der bei Temperaturen iiber 80°C eine hohe Reaktivitat aufweist.”® Die TFA-
Schutzgruppe hat sich auch hier als vorteilhaft herausgestellt. Versuche einer Borylierung
mit dem freien Amin zeigten nur sehr geringen Umsatz, sodass weitere Optimierungen

nicht notwendig waren.

Br. a Q\C\)
TFA\ND:\(N_ —> O’me‘_
H TFA‘N
102 103
Abbildung 63: a) Bispinacolatodibor, Pd>dbas, PCys, KOAc, Dioxan, 18 h, 110 °C, 68 %.
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Abbildung 64: Mechanismus der Miyaura-Borylierung.

Der Katalysecyclus beginnt mit der oxidativen Addition 1. Dabei insertiert das Palladium
in die Aryl-Halogen o-Bindung und bildet dabei einen quadratisch-planaren Komplex. Im
nachsten Schritt findet eine Transmetallierung 2 statt. Dabei ist die Wahl der Base
entscheidend fir den Erfolg der Reaktion. Nach einer Testserie unterschiedlicher
Reaktionsbedingungen von Miyaura haben sich KOAc™®” und KOPh**? als geeignete
Basen erwiesen. In einer *'B-NMR Untersuchungen von Ishiyama et al.*®" konnte keine
Aktivierung des Bisboronséaureesters durch ein Acetat festgestellt werden, vielmehr hat
die Bildung eines Acetat-Palladiumkomplex Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit
der Transmetallierung. Zu beobachten ist eine erhdhte Reaktivitat einer Pd-OAc
gegenlber einer Pd-X Bindung, da nach dem HASB-Prinzip das weiche Palladium eine
hohere Affinitdt zu weichen Halogeniden aufweist als zum harten Sauerstoff. So wird bei
der Transmetallierung das Acetat auf das oxophile Bor Ubertragen, was fir die
thermodynamische Triebkraft in dieser Reaktion entscheidend ist, und ein Pinacolboran
an das Palladiumorganyl gebunden. Nach einer trans/cis Isomerisierung 3 kommt es zur
reduktiven Eliminierung 4. Abgespalten wird die Pinacolboronséaure und der Palladium(0)

Katalysator wird zuriickgewonnen.


http://pubs.acs.org/action/doSearch?action=search&author=Ishiyama%2C+Tatsuo&qsSearchArea=author
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8.1.3 Suzuki Kupplung

Unter den Reaktionsbedingungen der folgenden Suzuki-Miyaura Reaktion, wird die TFA
Schutzgruppe abgespalten, und es kommt zu einer Dominoreaktion. Das
Kupplungsprodukt bildet einen schwer l6slichen roten Feststoff, der ohne weitere

Aufarbeitung zu der Zielverbindung hydriert werden konnte.

H,N
O,N o
Q,

104 103
Abbildung 65: a) Pd(PPhs)s, Cs,CO3, Dioxan/H,0 10:1, 100 °C, 16 h, 51 %; b) Pd/C, Hp, rt., 18 h, 81 %.

Die isomere Verbindung 79 konnte auf gleichem Weg hergestellt werden. Als
Ausgangsmaterial wurde das als Nebenprodukt bei der Synthese von 101 anfallende
Isomer eingesetzt. Um von diesem hohere Ausbeuten zu erhalten, wurde die Reduktion
mit Natriumborhydrid bei 10 °C durchgefuhrt, sodass eine 1:1 Mischung der beiden
Komponenten entstand. Die anschlieRende Kupplung und Hydrierung verliefen analog
der isomeren Spezies, allerdings mit etwas schlechteren Ausbeuten.

0
Br a Q\O\B o
N— —>» o~
TFA. N—
N TFA

~

Iz

105 106
Abbildung 66: a) [BPin]z, Pd2dbas, PCys, KOAc, Dioxan, 18 h, 110 °C, 53 %; b) 104, Pd(PPhsz)s, Cs.COs,
Dioxan/H20 10:1, 90 °C, 16 h 53 %; c) Pd/C, Hz, rt., 18 h, 62 %.

8.2 Tetrahydro-6,8-diaminophenanthridine

Das Tetrahydrophenanthidingeriist rac-107 lasst sich analog der oben beschriebenen

Phenanthridinsynthese aufbauen. Auch hier bietet sich eine Kupplungsreaktion und

anschlieRende Cyclisierung unter Ausbildung eines Amidins an.**’

NH,
NHPg
R R4 B(OR), 1)R,Ry = H
1 : ’
B R NH TfO 2) Ry Ry = -CH,-NMe-CO-
Z 2 2 s
RZ N NHZ CN
107 108 109

Abbildung 67: Retrosynthetische Zerlegung von 6,8-Diaminotetrahydrophenanthridin.
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Die Synthese des Triflats wurde auf nicht stereoselektiven Weg realisiert. Zunachst
wurde das Boc geschitzte 4-Aminocyclohexanol tUber eine Swern Oxidation in guten

Ausbeuten zum Keton oxidiert.

OH OH (0]
a b
HN HN
NH, “Boc “Boc
110

111 112
Abbildung 68: a) Boc,O, NEts, THF, rt., 3 h, 40 °C, 86 %; b) i) DMSO, (COCI),, DCM, -70 °C, 45 min; ii)
DIPEA, DCM, -70 °C, 10 min, 76 %.

Anfanglich wurde versucht, Uber eine Bromierung in der alpha-Position gefolgt von einer
Substitution durch ein Cyanid das 2-Cyano-4-(Boc)-aminocyclohexanon herzustellen. Die
anfangliche Bromierung mit elementarem Brom gelang bei 0 °C in guten Ausbeuten.
Trotz der aciden Bedingungen wurde unter Eiskiihlung die Boc-Schutzgruppe nicht
abgespalten. Bei dem Versuch, das Bromid mit 1 eq. KCN zu substituieren entstand
zunéachst ein Cyanhydin. Die Hydroxygruppe wurde unter den vorliegenden basischen
Bedingungen deprotoniert und griff unter Bildung eines Epoxids an dem Kohlenstoff der
C-Br Bindung an. Erst durch den Einsatz von mindestens 2 eq. KCN und einer
Lewissaure wie LiCIO, konnte das gewiinschte Produkt 115 als Isomerengemisch
erhalten  werden. Durchgefihrt wurde diese Reaktion unter fest-flissig
Phasentransferbedingungen mit Kronenether als Katalysator in wasserfreiem
Dichlormethan. Dabei koordiniert das Lithiumion an den Epoxidsauerstoff und ein
Cyanidion greift unter Ring6ffnung und Bildung eines Cyanhydrins an. Nach Abspaltung

von HCN erhélt man das a-Cyanoketon.

(o] o NC o (o]
Br CN
a b c
— s —
HN HN HN_ HN
“Boc “Boc Boc

“Boc

112 113 114 115
Abbildung 69: a) Bry, AICl3, DCM, 0 °C, 2 h; b,c) KCN, LiCIO4, 18-Krone-6, CHsCN, reflux, 18 h, 38 %.

Eine elegantere Methode zur Herstellung von a-Cyanoketonen wurde von Kahne et al.
entwickelt.'® Dabei stellt man zunéchst ein Lithiumenolat her, das bei tiefer Temperatur

mit Tosylnitril umgesetzt wird. In dem hier vorliegenden Fall sind mindestens
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2 Aquivalente Base nétig, da zuerst das acide NH des Boc-geschiitzten Amins
deprotoniert wird.

Zur Herstellung des Triflats wurde das a-Cyanoketon mit DIPEA und Triflylanhydrid in
Dichlormethan versetzt. Die Reaktion mit N,N-Bis(trifluoromethylsulfonyl)anilin als

Triflierungsreagenz verlief deutlich langsamer und ergab niedrigere Ausbeuten.

(o] (o] OTf
a CN b CN
— —
HN\Boc HN\Boc I-IN\Boc
112 115 116

Abbildung 70: a) LDA (2.3 eq.), TosCN (1.5 eq.), THF, -70 °C, 3 h, 62 %; b) Tf,O, DIPEA, DCM, -70 °C, 1 h,
84 %.

Bei der Wahl der Reaktionsbedingungen fiir die Kupplung mit den 2-Aminoboronsauren
wahlte man die zuvor erfolgreich eingesetzten Katalysatorsysteme bestehend aus
Pd(PPhs); und Cs,CO; als Base und konnte auch in moderaten Ausbeuten die

Zielmolekile rac-118 und rac-63 erhalten.

oTf H
N
9,§ CN . ‘Boc |, NH,
B.
/
NH, HN. . N7 NH, NZ >NH,

117 116 118 63
Abbildung 71: a) Pd(PPhs)s, Cs,CO3, Dioxan/H>O 10:1, 2 h, 90 °C; b) HCI, Dioxan (64 % uber 2 Schritte).

In analoger Weise wurden auch die Analoga rac-119 und rac-78 mit ankondensiertem

Laktamring erhalten.

OTf H
N
9& oN "Boc h
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~0 — N — X
—N —N P —N
NHTFA . N” >NH, N7 “NH,

o Boc lo) lo}

103 116 119 78
Abbildung 72: a) Pd(PPhs)s, Cs,CO3, Dioxan/H,O 10:1, 5 h, 100 °C; b) HCI, Dioxan (47 % uber 2 Schritte).



Eigene Arbeiten: Praparativer Teil 91

8.3 8-Amino-6-hydroxytetrahydrophenanthridin

Analog zur Herstellung von Tetrahydro-6,8-diaminophenanthridin erfolgte die Synthese
von 8-Amino-6-hydroxytetrahydrophenanthridin. Als Schutzgruppe fur den Alkohol wurde
das relativ hydrolysestabile TBDPS gewahlt, um nicht bei den Reaktionsbedingungen der
Suzuki-Kupplung abgespalten zu werden. Dadurch kann man das Kupplungsprodukt

besser chromatographisch aufarbeiten.

OH o o oTf
a b CN CN
— — > —

OTBDPS OTBDPS OTBDPS OTBDPS
120 121 122 123

Abbildung 73: a) i) DMSO, (COCI),, DCM, -70 °C, 45 min; i) DIPEA, DCM, -70 °C, 10 min, 72 %; b) LDA
(1.5 eq.), TosCN (1.5 eq.), THF, -70 °C, 3 h, 65 %; c) Tf,O, DIPEA, DCM, -80 °C, 1 h, 97 %.

Die Kupplungsreaktion lieferte bei dieser Reaktion nur Ausbeuten von 37 %. Vermutlich
zersetzt sich die Silylschutzgruppe zum Teil unter den Reaktionsbedingungen. Auf eine
Optimierung der Reaktionsbedingungen mit reaktiveren Katalysatoren, die bei tieferen
Temperaturen eingesetzt werden konnen, wurde verzichtet, da auch so fir einen

Bindungsassay ausreichende Mengen von rac-81 erhalten wurden.

OTBDPS OH
—> —> D
7
OTBDPS N™ "NH,

117 124 81
Abbildung 74: a) Pd(PPhs)s, Cs.COs3, Dioxan/H20 10:1, 2 h, 90 °C, 37 %; b) TBAF, THF, 18 h, 89 %.
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8.4 Hexahydro-6,8-diaminophenanthridin
8.4.1 Synthesestrategie ,,Suzuki“

Die Synthese von Hexahydro-6,8-diaminophenanthridinen lasst sich formell ebenfalls
Uber eine Suzukireaktion realisieren. Allerdings mussen in diesem Fall die funktionellen
Gruppen der Kupplungspartner vertauscht werden, da 2-Cyanoalkyltriflate stark zur
Elimination von Trifluormethansulfonsaure neigen, besonders in Anwesenheit von Basen,
die fur Suzukireaktionen essentiell sind. Der Vorteil dieser Strategie ware, dass eine
Vielzahl unterschiedlich substituierter Kupplungspartner einsetzbar ist, und somit in

wenigen Schritten zusatzliche Funktionalitaten eingefihrt werden kénnten.

NH, oTBS

I
H
— O‘B/Q/
'%H /
z NO, O CN
N~ “NH,

64 125 126
Abbildung 75: Retrosynthetische Zerlegung von 6,8-Hexahydrophenanthridin mit einer Suzuki-Kupplung.

Zur Herstellung des Boronsaureesters stellt man zunéchst tber eine lewissaure-
katalysierte Diels-Alder Reaktion das 2-Cyano-7-oxabicyclo[2.2.1]hept-5-en 129 her.
Nach Palladium-katalysierter Hydrierung der Doppelbindung lasst sich durch sterisch
anspruchsvolle starke Basen das acide Proton an der a-Position des Nitrils entfernen,
wodurch es zu einer Ring6ffnung und zur Bildung von 3-Cyanocyclohex-3-enolat kommt,
das instantan zu 131 silyliert wurde. Uber eine kupferkatalysierte Addition eines

Pinacolborans an das Vinylnitrii erhdlt man ein racemisches Gemisch der 4

CN o_0
= CN a CN p CN ¢ d B
o — — — —> CN
~/ |l

diastereomeren Boronsaureester 126.

OTBS

OTBS
127 128 129 130 131 126

Abbildung 76: a) ZnBrs, rt., 18 h; b) Hz, Pd/C, MeOH, rt., 50 bar, quant.; c) i) LDA, THF, -78 °C® ij)
TBS-Cl, DMAP, 18 h , 54 %; d) [BPin],, CuCl, PCys, NaOtBu, MeOH, THF, rt., 18 h, 64 %.

Bei der Reaktion entsteht ein Isomerengemisch mit der Zusammensetzung rac-133 (2

eq.), rac-132 (1 eq.), rac-134 (1 eq.) und rac-135 (0,5 eq.). Dies ergibt sich aus dem
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axialen Angriff des Kupfer(l)-borats an das Michaelsystem, wie in Abbildung 77
dargestellt. Durch die basischen Bedingungen equilibriert die Cyanogruppe, sodass rac-
133 als Hauptprodukt erhalten werden kann. Durch Saulenchromatographie lasst sich im

Anschluss rac-133 von dem Isomerengemisch abtrennen.

TBSO% CN Base
NC * —_— TBSO% _— TBSOW
(o4

NlP Nu N Nu
132 133

oTBS OTBS

CN TBSO Base CN
- Nu W
N(% —> ﬁq = NC% === TBSOZ I~/
Nu

134 135
Abbildung 77: Michaeladdition an das Cyclohexenderivat und Equilibrierung.

Da in der Literatur diverse Kupplungsreaktionen von Cyclopentylboronsauren
beschrieben waren™®, war man zunachst relativ optimistisch, durch Einsatz geeigneter
Katalysatorsysteme die hier beschriebene Kreuzkupplung zu bewerkstelligen. Versucht
wurden die Katalysatorsysteme Pd[(PPhjz)]4, Pd/P(tBu); und Pd/P(Cy); in Kombination mit
unterschiedlichen Losemitteln und Basen wie CsF, Cs,CO; und TIOEt. Allerdings konnte
kein Umsatz festgestellt werden. Auch eine Versuchsreihe mit dem Tetrafluoroborat 137
blieb erfolglos. Anzunehmen ist, dass Kohlenstoffe von 6-gliedrigen Ringsystemen keinen

sp>-Hybrid Charakter haben im Gegensatz zu leicht gespannten 5-gliedrigen

Cycloalkanen.
BF3
OTBS
126 125 137

Abbildung 78: Versuche der Suzuki-Kupplung einer Cyclohexyl-Borverbindung mit o-Nitroiodbenzol.
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8.4.2 Synthesestrategie ,,Michael Addition“

In einem weiteren Syntheseweg wurde eine Michael Addition am vinylischen Nitril bzw.
an o,B-ungesattigten Cabonsaureestern der Cyclohexenderivate mit Organometall-
verbindungen versucht. Bei einem axialen Angriff auf das Michaelsystem sollte dies zur
Bildung des gewtinschten trans-Produktes fihren und ahnlich dem ungesattigten System
aus dem vorherigen Kapitel (Abbildung 77) stereoselektiv verlaufen.

Man verwendete hierfir o-Nitrophenylgrignard und stellte zudem verschiedene
Cyanocuprate her, die allerdings weder mit dem Cyclohexennitrii noch mit dem
Cyclohexencarboxylat zu den gewiinschten Produkten abreagierten. Zu bemerken ist,
dass o-Nitrophenyllithium nur unterhalb -100 °C stabil ist und die entsprechende
Grignardverbindung sich bereits ab -40 °C zersetzt.'*”! Bei diesen Temperaturen fand
allerdings keine Reaktion mit dem Michael Akzeptor statt. Bei einem Versuch mit
unsubstituiertem Phenylgrignard bei Raumtemperatur beobachtete man eine Reaktion an
der Nitrilgruppe bzw. den Carbonsdureestern. Folglich setzte man das
Nitrogrignardreagenz mit CuCN (1 eq.) und LiCl (2 eq.) zu einem Cuprat um, das als
weiches Nucleophil am Michaelsystem angreifen sollte. Allerdings beobachtete man auch
hier keinerlei Umsatz zum gewiinschten Produkt. Zudem war das Kupferorganyl nur

wenige Stunden bei Raumtemperatur stabil und zersetzte sich beim Erwarmen.

NC,, OPg

NO,
138

Abbildung 79: Retrosynthetische Zerlegung von 6,8-Hexahydrophenanthridin tber eine Michael Addition.

(198, 199 " as 2-lodonitrobenzol an das

Der Versuch uber eine reduktive Heckreaktion
Cyanocyclohexenderivat zu kuppeln, fihrte nicht zu dem gewiinschten Produkt. Hier
scheint die sterische Abschirmung des Cyclohexengertstes zu grof3 fur die Ausbildung
eines n-Komplexes und anschlielBender Insertion zu sein. Auch eine Heck-Reaktion ohne

reduktive Bedingungen scheiterte mit diesen Reaktionspartnern.



Eigene Arbeiten: Praparativer Teil 95

8.4.3 Synthesestrategie ,,Cycloalkenreduktion

Eine weitere Option, stereokontrolliert Hexahydrophenanthridine zu synthetisieren
verlauft zunachst Uber eine Suzuki Reaktion eines 2-Cyanocyclohex-1-en-1-yltrifalts 116
mit einem geschiitzten 2-lodanilinderivat 141. Im Anschluss muss die Doppelbindung des
Cyclohexenrings reduziert werden, wobei die Position der elektronenziehenden Gruppe
weniger entscheidend ist, als die Stereokontrolle bezilglich der parastandigen
Aminogruppe. Durch basenkatalysierte Equilibrierung sollte sich nachtréglich ein cis/trans
Gleichgewicht einstellen lassen, das aufgrund sterischer Wechselwirkungen

wahrscheinlich auf der all-equatorialen Seite und somit dem trans-Produkt zu finden ist.
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Abbildung 80: Retrosynthetische Zerlegung von 6,8-Hexahydrophenanthridin. Reduktion des Cyclohexens.

Die Herstellung von rac-142 gelingt Uber eine Suzuki Kupplung nur unter schwach

basischen Bedingungen. Dazu hat sich die Verwendung von CsF als Base als geeignet

®
B
Boc. N Q CN a oc. H
H B . CN
&

NHBoc
NHBoc

141 116 142
Abbildung 81: a) Pd(PPhs)s, CsF, Dioxan/H,O 10:1, 2 h, 90 °C.

erwiesen.

Bei der Wahl der geeigneten Schutzgruppe ist zu beachten, dass sie den reduktiven
Bedingungen standhalten muss. Weiterhin fihrt die Anwesenheit eines aciden Protons

an dem Amin zu einer Cyclisierung unter basischen Bedingungen zu rac-118.

H
Boc. O
N N

H N Base "Boc
@ p
/
N~ “NH,
NHBoc
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Abbildung 82: Unerwiinschte Cyclisierungsreaktion in Anwesenheit eines aciden anilinischen Protons.
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Bei dem Versuch rac-142 mit NaBH, in Methanol an der Doppelbindung zu reduzieren
erhielt man aufgrund der basischen Bedingungen wiederum das cyclisierte
Tetrahydrophenanthridin rac-118. Bei dem Einsatz von weniger basischen Borhydriden
wie Bus;NBH,; konnte bei Raumtemperatur keine Umsetzung des Edukts beobachtet
werden.

Auch bei der Verwendung von Samarium(ll)-iodid in THF und 5 eq. Ethanol als
Protonenquelle wurde keine Reduktion der Doppelbindung beobachtet. Stattdessen kam
es zu der oben beschriebenen Cyclisierung aufgrund der Bildung von Ethanolat. Es
wurden daraufhin acidere Protonenquellen eingesetzt wie H,O, H,O/DMPU, NH,4Cl und
Hs;PO, aber auch hier war kein Eduktumsatz zu erkennen. Es ist somit anzunehmen,
dass das Redoxpotential der Samarium(ll)-komplexe nicht hoch genug war. Von der
Verwendung von HMPT, das das Redoxpotential von —1,55V (Ag/AgNO;-Elektrode in
THF) auf -2.05 V (4 eq. HMPT) anhebt, wurde aufgrund seiner Toxizitat abgesehen.?*
Eine SET Reaktion mit ausreichend hohem Redoxpotential stellt die Birch Reduktion dar.
Aber auch hier arbeitet man unter basischen Bedingungen, die zu der unerwiinschten
Nebenreaktion fuhren.

Weiterhin wurde versucht, mit Palladium auf Aktivkohle die Doppelbindung zu hydrieren.
Auch bei 50 bar Wasserstoffatmosphéare im Autoklaven konnte nach 24 h keine Reaktion
beobachtet werden. Unter Verwendung von Pt bzw. PtO, als Hydrierkatalysatoren wurde
zunéachst das Nitril in ein Amin Uberfiihrt, und erst nach mehreren Tagen (50 bar H,) fand
die gewinschte Hydrierung des Cyclohexens statt. Offenbar ist die sterische
Wechselwirkung zwischen der Katalysatoroberflache und dem Arylrest zu grol3, dass die
Koordinierung der n-Bindung mit dem Metall und anschlieende Hydridlibertragung nicht
mdglich sind.

Bei der Reduktion mit Magnesium in Methanol liegen ebenfalls basische Bedingungen
vor, die zur Cyclisierung fuihren. Das bei der Umsetzung von Cyanocyclohexen rac-142
entstehende 6-Aminotetrahydrophenanthridinderivat rac-118 lasst sich auch mit einem
Uberschuss an Magnesium nicht weiter zu den 6-Aminohexahydrophenanthridinen rac-

143 reduzieren.

Boc\ O NHBoc
H H
ST Qf%\j NN
@ .
N” > NH,

NHBoc

142 118 143
Abbildung 83: Reduktion mit Mg in MeOH fiihrt zu 6,8-Diaminotetrahydrophenanthridin.
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Anders bei den Cyclohexencarboxyaten rac-144, die eine deutlich hdhere Reaktivitat
aufweisen. Hier entsteht das Intermediat rac-145, das weiter mit einer Magnesium/MeOH
Mischung zum 6-Aminohexahydrophenanthridin reduziert werden kann. Durch den
Aufbau von drei stereogenen Zentren erhalt man bei dieser unspezifischen Reaktion ein

Stereoisomerengemisch rac-146, das chromatographisch nicht trennbar ist.

Boc O NHBoc
°N o
H a
O'R — N o
® o
H

NHBoc
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Abbildung 84: Reduktion des Chinolinons mit Magnesium in Methanol; a) Mg, MeOH, rt.

Mdoglicherweise lasst sich Uber Transferhydrierung mit dem Crabtree Katalysator unter
Ausnutzung des Henbest Effekts eine relative Stereokontrolle erreichen.?°* 22

NHAc NHAc
crabtree H
catalyst
X _— H
H;
N (o} N (o]
H H

Abbildung 85: Option einer regioselektiven Hydrierung mittels Crabtree Katalysator.

Um die Cyclisierung zu 6,8-Diaminotetrahydrophenanthridinen zu verhindern, anderte
man die Schutzgruppenstrategie fur die anilinische Aminogruppe. Es wurden zunéchst
bivalente Silane wie Stabase und Benzostabase als Schutzgruppe eingesetzt. Diese
erwiesen sich beide als zu stark hydrolyseempfindlich fir die Suzukireaktion, sodass man
plante, das Halogen durch Tributylzinn zu substituieren, um im Anschluss eine Stille
Kupplung durchfihren zu kdnnen. Allerdings war die Schutzgruppe sterisch zu

anspruchsvoll, dass bei dem Versuch der Stannylierung kein Umsatz zu beobachten war.

a S/_/ b /_/

NH, — > - —X> S

2 \. \.

B Br SI@ SnBuj; Sl@
r 7| 7|
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Abbildung 86: a) 1,2-Bis(dimethylsilyl)benzol, Rh(PPhz)sCl, Toluol, reflux; b) n-BuLi, SnBusCl, kein Umsatz.
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Eine deutlich stabilere Aminoschutzgruppe ist Dimethylpyrrol, die sich durch Behandeln
mit Hydroxylamin abspalten lassen sollte. Nachdem mit Natriumborhydrid und Mg/MeOH
keine Reduktion des Cyclohexens zu erreichen war, setzte man rac-151 unter Birch
Bedingungen um. Dabei beobachtete man allerdings die Eliminierung des Nitrils und

Reduktion zu dem Cyclohexanderivat 152.

(I;LNHZ_a. (';L)Né _bé%ﬁ_, Nc )i>_d- %)é

NHBoc NHBoc
150 151 152

Abbildung 87: a) CH;COCH,CH,COCHS3, TosOH, Toluol, Dean Stark, 18 h; b) i) BuLi, THF, -78 °C; ii) iPrO-
Bpin, -78 °C - rt.; ¢) Pd(PPhs)s, Cs,CO3, 80 °C, 3 h, 80 %; d) i) Li, NHs, THF, -70 °C; ii) EtOH.

Im Falle des Carboxylats gelang schlieBlich die Reduktion der Doppelbindung mit
Mg/MeOH. Dabei entstand das Isomerengemisch rac-154. Der Versuch, die
Schutzgruppe mit Hydroxylamin zu entfernen, schlug schlieZlich fehl. Es kam dabei zu
einer Reihe von ungewilnschten Nebenreaktionen, die diese Schutzgruppenstrategie

aussichtslos erschienen lie3en.

N7R NTR
BnO,C I =/ __» BnOC E =

NHBoc NHBoc

153 154
Abbildung 88: Mg, Methanol, rt., 6 h.

8.4.4 Synthesestrategie ,,lodlaktonisierung“

Die erste retrosynthetische Transformation ist an der N®-Aminogruppe, hin zu einer
Hydroxygruppe, durchzufihren. Dabei bleibt die Stereokonfiguration der beiden
equatorial stehenden funktionellen Gruppen beibehalten. Ein derartiger Syntheseschritt
ist stereospezifisch in einer einstufigen Reaktion nicht mdglich. Deshalb bietet sich
zunéchst die Herstellung eines Halogenids Uber eine Sy2-Reaktion (Inversion) an, und
anschlie3end die Substitution (Inversion) mit einem Amin oder Azids.

In der weiteren retrosynthetische Betrachtung lasst sich eine Spaltung der C-N Bindung
des Amidins vornehmen. Diese entsteht bei einer intramolekularen Reaktion des

Arylamins mit dem Cyclohexylnitril. Die Aminogruppe am Aromaten lasst sich reduktiv
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aus der Nitroverbindung herstellen. Geeignete Methoden fiir diese Transformation sind
unter anderem Hydrierungen oder Reduktionen mit Zinn oder Eisen in salzsaurer Losung.
Nitrile lassen sich aus S&ureamiden unter Verwendung von dehydratisierenden
Reagenzien wie POCI3;, SOCI, oder TFAA herstellen. Jedoch besteht die Gefahr, dass bei
basischen Bedingungen eine Equilibrierung stattfindet und der Verlust der Stereokontrolle
droht. Die dazu bendtigten Amide erhadlt man unter anderem aus aktivierten
Carbonsaurederivaten durch Aminolyse. In diesem Fall wird ein flnfgliedriges Lakton
durch Behandlung mit Ammoniak unter Ring6ffnung in das Saureamid Uberfihrt, so dass
die beiden Stereozenten erhalten bleiben.

SchlieB3lich war eine radikalische Dehalogenierung mit Tributylzinnhydrid geplant, um das

lodid zu entfernen.

NH,
—
“H
/ ~
N” "NH, N
64 155

Abbildung 89: Retrosynthetische Zerlegung zu einem iodlakton.

Betrachtet man die beiden Stereozentren (siehe rac-156), welche die Hydroxygruppe und
das Nitril am Cyclohexangertst bilden, so ergibt sich ein eleganter Zugang dieser 1,3-
Verknupfung tber eine lodlaktonisierung. Durch den stereospezifischen Verlauf lasst sich
die relative Konfiguration der beiden Positionen hiermit festlegen.

CO,H

NO,

159

Abbildung 90: Retrosynthetische Zerlegung des lodlaktons unter Beachtung der richtigen relativen

Konfiguration.

Das benottigte trans-lsomer rac-158 lasst sich wiederum stereokontrolliert durch eine
Diels-Alder Reaktion herstellen. Als Ausgangsmaterial dient hierbei (E)-Zimtsaure, die mit
Butadien umgesetzt wird.

Um das zu Beginn genannte Problem der Stereochemie der N°-Aminogruppe zu
umgehen, ware auch eine lodlaktamisierung denkbar, wie in Arbeiten von Yeung et al.
gezeigt. Allerdings stellte sich die Synthese des benétigten Amids rac-162 als

problematisch heraus, so dass dieser Weg nicht weiter verfolgt wurde.**!
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~NHBoc

160

Abbildung 91: lodlaktamisierung als alternative Option.

8.4.4.1 Diels-Alder Reaktion mit Zimtsaureester

Bei der genaueren Betrachtung der einzelnen Reaktionsschritte soll zunachst ein
Augenmerk auf die Synthese des Cyclohexengeriistes gerichtet werden. Das trans-
standige 165 lasst sich aus (E)-Zimtsauremethylester und Butadien bei Temperaturen
von 140 °C herstellen. Dabei eignet sich 3-Sulfolen als ideale Butadienquelle, da hier
eine einfache Handhabung gegeben ist. Bei Raumtemperatur beobachtete man
allerdings mit Butadien keinen Umsatz. Auch der Zusatz von Lewissauren wie TiCl, und

Et,AICI fuhrte zu keiner messbaren Produktbildung.

Tabelle 7: Optimierung der Diels-Alder Reaktionsbedingungen.

Edukte Kat. T P Lsm. Ausbeute

163, 3-Sulfolen (5eq) - 140°C,18h 10 bar Mesitylen 35 %

163, 3-Sulfolen (5eq) - 140°C,18h 10bar 1,2- 74 %
Dichlorbenzol

163, Butadien (5 eq) ELAICI  rt.,18h - DCM kein Umsatz

163, Butadien (5 eq) TiCly rt.,18h - DCM kein Umsatz

8.4.4.2 Stereokontrolle Uber lodlaktonisierung

Das grundlegende Problem bei dieser Synthese stellt die Stereokontrolle der

gegenuberliegenden Aryl- und Hydroxygruppe am Cyclohexylgerist dar. Eine geeignete
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Methode, eine trans-diequatoriale Verknipfung zu erhalten, ist die stereospezifische
lodlaktonisierung einer arylsubstituierten Cyclohexencarbonsdure. Dabei erhalt man eine
1,3-diaxiale Laktonbricke mit einem axialstandigen lodsubstituenten. Allerdings induziert
dieser eine starke sterische Wechselwirkung zu dem axialen Arylrest, sodass keine
lodlaktonisierung bei der Verwendung von transverknlUpften Phenylcyclohexen-
carbonsaure rac-158 zu beobachtet war.

o
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Abbildung 92: Sterische Wechselwirkungen zwischen lod und Arylrest verhindern die lodlaktonisierung.

Anders hingegen stellt sich die Reaktivitat der cis-verknipften Phenyl-
cyclohexencarbonsaure dar. Man erhalt das lodlakton innerhalb von 3 h in 74 %iger
Ausbeute. Dieses tragt den Arylrest in aquatorialer Position und bildet somit keine 1,3-
diaxialen, repulsiven Wechselwirkungen mit dem lodsubstituenten aus. Auf diese Weise
lassen sich zwei weitere Stereozentren gezielt aufbauen. Vor allem ist die 1,4-
Verknupfung zwischen Aromat und Alkohol am Cyclohexylgertist von grof3er Bedeutung,
da im weiteren Syntheseverlauf eine Trennung der Epimeren kaum mdglich ist. Dagegen
ist die Stellung der Carbonsaure weniger entscheidend ist, da nach der Uberfiihrung in

ein Nitril eine Equilibrierung im Basischen durchgefiihrt werden kann.

o) o
HO HO,C o o o
HO a b
o — —> )
"y
® o
NO, 2 !

NO,
166 167 168

Abbildung 93: a) Cu;0, CH3CN, 18 h, reflux, 49 %; b) Io/KI/H,O (1:2:6), NaHCOs3, rt. 18 h, 74 %.
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Als Ausgangsmaterial fir die Synthese von 167 dient die Dicarbonséure 166 (detaillierte
Darstellungsmethode in Kapitel 8.3.4.5). Bei der Decarboxylierung entsteht in relativ
guter Ausbeute (49 %) hauptsdchlich das cis-stéandige Isomer, da die Protonierung der
intermediér gebildeten enolisierten Carbonséure von der sterisch ungehinderten Seite
erfolgt (bei dem oben abgebildeten Isomer: von unten). Da Decarboxylierungen bei

Cyclohexan-1,1-dicarbonsaure nur langsam verlaufen, wurde die Reaktion Cu(l)-
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katalysiert durchgefiihrt. Der vorgeschlagene Mechanismus ist in Abbildung 94
dargestellt.[*¥

COOH
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Abbildung 94: Kupfer(l)-katalysierte Decarboxylierung.

8.4.4.3 Synthesestrategie ,,Dehalogenierung“

Wie sich in der spateren Abhandlung herausgestellt hat, ist die Stellung der Carbonsaure
am Cyclohexylgerust vorerst belanglos. Da Diels-Alder Reaktionen mit Butadien nur sehr
langsam verlaufen, bietet sich eine energetische Absenkung des LUMOSs durch
Einfihrung zweier elektoronenziehender Gruppen am Dienophil an, um die Reaktivitat zu
steigern. Man verwendete fir diesen Zweck Carbonsurediester, die im spéateren
Reaktionsverlauf durch Decarboxylierung in die entsprechende Monocarbonsaure
tberfihrt werden kdnnen.

Im nachsten Syntheseschritt missen die Carbonsaureester hydrolysiert werden, was zur
Bildung eines Malonsaurederivats fuhrt. Daraufhin folgt die lodlaktonisierung, wobei 175
in Form eines racemischen Gemisches entsteht, bei dem die relative Stereokontrolle
durch die 1,3-diaxiale Repulsion zwischen dem lod- und Arylrest gesteuert ist.

Im Folgenden plante man, zundchst eine Dehalogenierung und daraufhin eine
Decarboxylierung durchzufiihren. Diese wirde bei geschlossenem Lakton zu einem anti-
Bredt-Enol filhren. Die Decarboxylierung setzt daher die Offnung des Laktons voraus,
wobei auch eine Epimerisierung der Carbonylgruppe mdglich ist. Nach Aminolyse des

dehalogenierten Laktons zum Amid rac-172 (bzw. rac-176) sollte dieses durch eine



Eigene Arbeiten: Praparativer Teil 103

Dehydratisierung in das Nitril rac-171 Uberfihrt werden, wobei ein Epimerengemisch
erhalten wird, das im Basischen equilibrieren sollte. Als ndchstes war eine Reduktion der
der Nitrogruppe vorgesehen, wobei das entstandene Amin mit dem Nitril zu einem
cyclischen Amidin rac-170 abreagiert. Schlie3lich sollte die Hydroxygruppe unter
Inversion des Stereozentrums durch eine Aminogruppe substituiert werden, das zur

erwiinschten equatorialen Konformation von rac-169 fihrt.
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Abbildung 95: Retrosynthetischer Weg uber eine Dehalogenierung des lodlaktons.

8.4.4.4 Diels-Alder Reaktion mit Benzylidenmalonsaureester

Als Ausgangsmaterial fur die Diels-Alder Reaktion wurde zunéchst der Dimethylester 178
eingesetzt, der Uber eine Knoevenagel Reaktion im groBen MaRstab und in guten
Ausbeuten zuganglich ist.

Die erwartete Reaktivitatssteigerung bei der Cycloaddition blieb allerdings aus. So konnte
selbst bei Temperaturen von 160 °C kein Umsatz mit Butadien beobachtet werden. Es ist
anzunehmen, dass aufgrund sterischer Repulsion diese Reaktion nur schleppend
verlauft.  Interessanterweise hat sich herausgestellt, dass durch Anwendung von
Lewissaure Katalyse die Cycloaddition mit Butadien schon bei Raumtemperatur moglich
ist. Dazu wurde das Dien 164 zunachst durch Pyrolyse von 3-Sulfolen dargestellt und in
das bendtigte Losemittel einkondensiert.

Die besten Ergebnisse bei der Diels-Alder Reaktion wurden mit AICI; in DCM erreicht
(54 %). Allerdings war die Reaktionszeit von 48 Stunden recht hoch und die
Entschitzung der beiden Carbonséuren gestaltete sich problematisch. Die Verseifung

der Dicarbonséaure mit LiOH verlief nur langsam und lieferte nur geringe Ausbeuten.



104 Eigene Arbeiten: Praparativer Teil

MeO,C.__CO,Me meo,c_j22Me

@5 3*

NO,
179
Tabelle 8: Optimierung der Diels-Alder Reaktionsbedingungen.

Edukte Kat(leq) T P Lsm Ausbeute
178, 3-Sulfolen (5eq) - 160 °C 5bar  Mesitylen kein Umsatz
178, 3-Sulfolen (5 eq) AICl; 160 °C 5bar Mesitylen Zers.

178, Butadien (5 eq) BF;*Et,O rt. - Mesitylen Zers.

178, Butadien (5 eq) AlCl3 -7 °Cl48h - Toluol 17%

178, Butadien (5 eq) AICl; 20 °C/48h - DCM 54%

178, Butadien (5 eq) BF:*Et, O 0°C - DCM Zers.

178, Butadien (5 eq) TiCly 0°C - DCM kein Umsatz
178, Butadien (5 eq) ZnBr, rt. - DCM kein Umsatz

Fur den Fall, dass von dieser Verbindung nicht das Racemat, sondern nur ein
bestimmtes Enantiomer benétigt wird, besteht die Option, durch chirale
Lewissaurekatalyse eine stereoselektive Synthese zu realisieren, wie in der unteren

Abbildung dargestellt.
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Abbildung 96: Vorgeschlagene stereoselektiver Syntheseweg.

Auf der Suche nach der passenden Schutzgruppe fir die Dicarbonsaure, stie3 man auf
die Propan-2,2-diol Ester, die sich sehr einfach unter basischen Bedingungen entfernen
lassen. Im Gegensatz zu der Dimethylester Spezies reagiert dieses Dienophil nur sehr
schlecht unter Lewisséure Katalyse mit Butadien und neigt eher zur Zersetzung unter den
notigen harten Reaktionsbedingungen.

Beste Ergebnisse konnten bei der Umsetzung mit 3-Sulfolen in Nitromethan bei 110 °C
und 10 bar erzielt werden. Fur dieses Verfahren war zwar ein Autoklav notwendig, doch

war die Handhabung mit 3-Sulfolen anstelle von fliichtigem und karzinogenem Butadien
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recht problemlos. Um eine radikalische Polymerisation des Butadiens zu unterbinden,

kann eine katalytische Menge von Hydrochinon zugegeben werden.

Tabelle 9: Optimierung der Diels-Alder Reaktionsbedingungen.

Edukte Kat(leq) T P Lsm Ausbeute
184, 3-Sulfolen (5eq) - 110°C, 18h 10 bar CH3NO, 48%

184, 3-Sulfolen (5eq) - 110°C, 18h 10 bar CHCI; kein Umsatz
184, Butadien (5 eq) AlCl3 -10°C, 18h - DCM Spuren

184, Butadien (5 eq) Et,AICI rt., 18h - DCM kein Umsatz

8.4.4.5 lodlaktonisierung der Cyclohexendicarbonsaure

Abbildung 97: a) NaOH, H,O/THF, 30 min, quant.
Es hat sich fur die weitere Synthese als effektiver erwiesen, die Cyclohexen-1,2-

dicarbonsaure rac-166 fir die lodlaktonisierung einzusetzen. Auch hier reagiert nur die

zum Arylrest cis-standige Carbonsaure mit dem lodiranium. Man erhalt rac-175 in 83 %
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Abbildung 98: Relative Stereokontrolle bei der lodlaktonisierung der Dicarbonséure rac-166.

(
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Das erhaltene lodlakton ist stabil gegeniiber Decarboxylierung und kann gekihlt und
unter Lichtausschluss monatelang gelagert werden. Grund fir die Unempfindlichkeit
dieses 1,3-Dicarboxylats liegt an der Stabilitit des Laktonrings. Nur nach einer
Ringoffnung kann sich das intermediare Enol der Carbonséaure bilden (Bredt'sche Regel),

wenn CO, abgespalten wird.

8.4.4.6 Versuche der Dehalogenierung

Die klassische Methode, ein Halogenid durch ein Hydrid zu substituieren, ist die
radikalische Dehalogenierung mit Tributylzinnhydrid und AIBN. Allerdings erwiesen sich
die Carbonséaure sowie die Nitrogruppe als stérend fir diese Reaktion.

Eine Bestrahlung mit UV-Licht fihrte zur Bildung einer Vielzahl von
Zersetzungsprodukten, und starkere Reduktionsmittel fihrten unweigerlich zur Reduktion

der Nitrogruppe und damit zur Bildung eines Laktams.

"y, I

N02 NOZ
168 172

Abbildung 99: Erfolglose Dehalogenierungsversuche.

Ein alternativer Weg um das lod zu entfernen wére eine Eliminierung von HI aus dem
lodlakton rac-168 und anschlieRende Hydrierung des entstandenen Cycloalkens rac-188.
Hierzu behandelte man das Edukt mit DBU in Toluol und beobachtete, selbst nach
mehreren Stunden refluxieren, keinen Umsatz. Vermutlich ist das B-Wasserstoffatom
durch den Arylrest sowie die Laktonbriicke sterisch abgeschirmt, sodass die Base keine

Mdoglichkeit hat hier anzugreifen.
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Abbildung 100: erfolgloser Eliminierungsversuch.

Behandlung mit starken Basen in wassriger Losung fihrt zur Bildung des Diols rac-190.

Aus diesem Grund lassen sich Dehalogenierungs- oder Elimierungsversuche nur mit
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nicht-nucleophilen Basen in wasserfreiem Milieu durchfiihren. Andernfalls bildet sich
zunachst ein Epoxid, das vermutlich intramolekular tber das Carboxylat geoffnet wird.
SchlieRlich kommt es durch den Angriff einer weiteren Hydroxygruppe zur Offnung des
Laktons und Bildung des Diols rac-190.
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Abbildung 101: Mdglicher Reaktionsverlauf bei der Bildung des Diols rac-190. Die relative Konfiguration
wurde durch eine Kristallstruktur abgesichert. Das Bild zeigt ent-190.

8.4.4.7 Synthesestrategie ,,Dihydrochinolinon“

Aufgrund der gescheiterten Dehalogenierungsversuche Uberarbeitete man die Synthese-
strategie und plante die Entfernung des lodids Uber eine Hydrierung. Hierbei geht man
von dem lodlakton rac-175 aus. Dieses lasst sich mit verschiedenen Reduktionsmitteln
dehalogenieren, was eine simultane Reduktion der Nitrogruppe zum Amin zur Folge hat.
Das bei der Cyclisierung entstehende Laktam tréagt an Position-6 eine Carboxylgruppe,
die sich im Verlauf der Synthese lber eine Decarboxylierung entfernen lassen sollte. Bei
diesem Syntheseschritt geht allerdings die Stereoinformation an Position-6 verloren. Man
ging aber davon aus, Uber eine sequenzielle Equilibrierung des Stereozentrums und

Abtrennung des gewlinschten Isomers, dieses Problem bewéltigen zu kénnen.
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Als nachstes galt es eine Methode zu finden, um das Laktam in ein cycliches Amidin zu
uberfihren. Geplant war eine Aktivierung der Carbonylgruppe durch Schwefelung gefolgt
von einer Substitution mit einem Amin.**!

Die Uberfiihrung der Hydroxygruppe in ein Amin mit Inversion des Stereozentrums lasst
sich durch eine Mitsunobu Reaktion bewerkstelligen. Hierzu fuhrt man zunéchst ein Azid

ein, das im finalen Schritt zum Amin reduziert werden kann.

LOH RO,C
H RO,C
: ade
N © NO,
64 177 174

Abbildung 102: Retrosynthetischer Weg Uber einen Reduktion des lodlaktons zum Chinolinon.

8.4.4.8 Hydrierung

Bei der Reduktion im sauren Mileu unter Verwendung von Hydrierkatalysatoren wie
Palladium und Raney Nickel wird zunachst die Nitrogruppe reduziert und das lod entfernt.
Das freie Amin greift unter neutralen Bedingungen an der Carbonsaure an und es bildet
sich das Laktam rac-192.

192

Abbildung 103: Hydrierung unter neutralen Reaktionsbedingungen. Die relative Konfiguration wurde durch

eine Kristallstruktur abgesichert. Das Bild zeigt ent-192.

Diese Verbindung erwies sich als stabil gegeniiber Decarboxylierungsversuchen im
sauren sowie im basischen Milieu. Auch der Versuch einer Krapcho Decarboxylierung mit
LiCl in DMSO bei 150 °C war nicht zielfihrend. Lediglich tber eine Oxidation der

Hydroxygruppe mit NaOCI unter stark basischen Bedingungen konnte das Lakton
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geotffnet und das Carboxylat rac-193 erhalten werden. Dies ging allerdings mit dem

Verlust eines wichtigen Stereozentrums einher.

~OH

-

192 194
Abbildung 104: Erfolglose Versuche der Decarboxylierung.

Nachdem sich die Uber das Lakton rac-192 verlaufenden Sythneserouten als
problematisch erwiesen haben, wurden die Reaktionsbedingungen der Hydrierung des
lodlaktons in einer Reihe von Experimenten variiert. Dabei beobachtete man, dass der
Zusatz von 10 % Triethylamin einen anderen Reaktionsverlauf bewirkte. Hier liegt die
Carbonsdaure als Carboxylat vor und fungiert nicht mehr als Elektrophil. Somit greift das
Amin an der Carbonylgruppe des Laktons an und oOffnet dieses unter Bildung des

Laktams rac-195.

.\\\‘OH
H
: ’ co;
N o
175 195

Abbildung 105: Hydrierung unter basischen und wasserfreien Reaktionsbedingungen.

Die freie Carbonsaure hat aufgrund sterischer Gegebenheiten nicht mehr die Moglichkeit
zur Laktonisierung, und eine Decarboxylierung kann ungehindert folgen. Man erhalt ein
Epimerengemisch aus rac-196 und rac-197 im Verhaltnis von 3:1.

Diese aus 4 Einzelschritten bestehende Reaktionsfolge lasst sich in einem Autoklaven in
Methanol/NEt; bei 50 bar und 150 °C durchfiihren. Bei dem Einsatz von Palladium als
Hydrierkatalysator erhdlt man nur geringe Ausbeuten, da es hier auch zu einer
Hydrierung des Aromaten kommt. Besser geeignet ist eine katalytische Menge Raney
Nickel. So lassen sich Ausbeuten von 84 % des Epimerengemisches aus 196 und 197
erhalten. An dieser Stelle kann eine Isomerentrennung saulenchromatographisch
durchgefuhrt werden, aber in den folgenden Schritten kommt es aufgrund der basischen
Reaktionsbedingungen immer wieder zur Epimerisierung, sodass die Trennung nur fir

analytische Zwecke erfolgte.



110 Eigene Arbeiten: Praparativer Teil

~OH ~OH ~OH
-CO, H H@ H H
> 1= — “H H
N ¢O N~ ~O N” =0
H ‘\ﬁ H H
196 197

Abbildung 106: Decarboxylierung von rac-195.

Im weiteren Verlauf der Synthese wurde unter Stereoinversion die Hydroxygruppe durch
ein Azid substituiert. Man aktivierte die OH-Gruppe in einer Mitsunobu-artigen Reaktion
mit DEAD und PPh; und verwendete Diphenylphosphorylazid als Azidquelle. Im nachsten
Schritt reduzierte man das Azid hydrogenolytisch zum Amin und schitzte dieses
instantan mit einer Boc-Gruppe. Diese hat sich als essentiell fir eine spatere Trennung
der Epimere erwiesen und vermindert zudem die Polaritat der Verbindung und erhéht

zugleich ihre Ldslichkeit in organischen Solventien.

~OH N; NHBoc
H a H b H
— > * —> *
N“ o N“ o N“ 0
H H H
194(cis/trans-Gemisch) 198(cis/trans-Gemisch) 199(cis/trans-Gemisch)

Abbildung 107: a) DEAD, PPhs, Ph2PON3, THF, rt.,18 h, 94 %,; b) H., Pd/C, Bocz0, rt., 18 h, 63 %.

Zur Herstellung eines Amidins aus einem Lakton wurde zunéchst die Carbonylgruppe
durch eine Schwefelung aktiviert. Die besten Resultate erhielt man bei der Umsetzung
mit Lawesson’s Reagenz in Toluol bei 100 °C. Die Thiocarbonylgruppe generiert eine am
a-Kohlenstoff acide C-H Verbindung, die unter basischen Bedingungen leicht equilibriert.
Da im nadchsten Schritt mit einem Benzylamin substituiert werden sollte, wurde nur fir
analytische Zwecke eine Isomerentrennung an dieser Stelle durchgefuhrt. Das
Benzylamidin erhielt man in guten Ausbeuten lber eine Aktivierung des Thiolaktams mit
HgCl,. Wobei eine Benzylgruppe hydrogenolytisch mit Pd/C nicht entfernt werden konnte,
aber die Verwendung der saurelabilen 2,4-Dimethoxybenzylschutzgruppe zum
erfolgreichen Abschluss der Synthese fihrte. Die Trennung der beiden Epimere gelang
ebenfalls auf der Stufe des geschitzten Amidins rac-201. Da die Entfernung der
Schutzgruppen im Sauren verlief, war eine Isomerisierung im weiteren Syntheseverlauf

nicht zu beflrchten.
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NHBoc NHBoc 4 NHBoc
H . H b o
— —
o
o/

H

199(cis/trans-Gemisch) 200(cis/trans-Gemisch) 201(cis/trans-Gemisch)
Abbildung 108: a) Lawesson's Reagenz, Toluol, 4 h, 100 °C, 66 %; b) 2,4-OMe-BnNH2, HgCl,, DIPEA,

DMF, trans Isomer: 10 %; cis Isomer 36 %.

Nach lIsolierung der beiden Epimere rac-203 und rac-204 erfolgte im finalen Schritt die
Abspaltung der beiden saurelabilen Schutzgruppen mit einer Mischung aus TfOH, TIPS
und MeOH in TFA. Die zu Beginn der Reaktion auftretende Rotfarbung ist vermutlich mit
der Bildung von Benzylkationen zu erklaren. Aufgrund der hohen Polaritdt des Produkts
konnte die chromatographische Aufarbeitung nur mit C18 Umkehrphasenmaterial
erfolgen. Nach Uberfiihrung in die Sulfatform mittels lonenaustauschersaule gelang die
Kristallisation der beiden Isomere rac-66 und rac-65, dies ermdglichte schlie3lich eine

Konfigurationsbestimmung durch Rontgenstrukturanalyse.

NHBoc
H NH,
0/ a H
H E—
= H
N N >
H N NH,
o~
203 66
NHBoc
H NH,
e a H
"H o —
P “H
N N P
H _ N NH,
o
204 65
Abbildung 109: a) TfOH, TFA, TIPS, MeOH, 18 h, 37%.

Q

Abbildung 110: Kristallstrukturen von 66 und 65 als Sulfatsalz.
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8.5 2,4-Diaminochinazoline

In der Literatur ist eine Vielzahl von moéglichen Synthesewegen beschrieben. Die
bedeutendsten Varianten sind in Abbildung 111 dargestellt.

S
CHO
NH, F
X ) L
N\\rNHz

/N
H
o 7 N o'
NH
on L
(0]

Abbildung 111: Unterschiedliche Herstellungswege von 2,4-Diaminochinazolin.”%®

Die traditionellen Synthesen von 2,4-Diaminochinazolin beinhalten im Wesentlichen die
Verwendung von 2-Aminobenzonitrilen Ausgangsmaterial (Abbildung 111, 2). Die
Cyclisierung erfolgt durch den Einsatz von verschiedenen Reagenzien, wie Guanidin,
Dicyandiamid oder Chloroformamidin Hydrochlorid, allerdings sind die Ausbeuten dieser
Synthesen in den meisten Fallen eher moderat.

Bessere  Ausbeuten liefern die Reaktionen von 2-Fluorbenzonitrilen  mit
Guanidincarbonat, aber auch hier sind immer noch hohe Temperaturen erforderlich, um
die Cyclisierung zu initialisieren (Abbildung 111, 4). Hergestellt wurde auf diesem Weg

n.*®® Auch die Herstellung von 7-Hydroxy-2,4-diaminochinazolin

das 6-Methylchinazoli
aus 4-(Benzyloxy)-2-fluorobenzonitril erfolgte in sehr guten Ausbeuten. Nach Abspaltung
der Benzylschutzgruppe konnte die Verbindung auch in unprotonierter Form langere Zeit

unzersetzt gelagert werden.?°®

BnO N_ _NH HO N_ _NH

HO F a BnO F b 2 2 . ad 2
\©[ — \©[ —> N — N
CN CN NH, NH,

206 207 208 71
Abbildung 112: a) BnBr, K,COs, Aceton, 20 h, reflux, 70 %; b) Guanidiniumcarbonat, DMA, 5 h, 150 °C,
93 %; c) Hp, Pd/C, MeOH, rt. 18 h, 90 %.
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Weiterhin erwies sich die Herstellung der bendtigten Fluoraryle als préaparativ aufwendig,
da Schiemann Reaktionen nur schlechte Ausbeuten liefern und zudem nicht beliebig
hochskaliert werden sollten. Andere Verfahren bendétigen toxische Fluoridquellen und
teure Palladiumkatalysatoren, so dass man auf derartige Herstellungsprozesse
verzichtete.?"’]

Eine elegante Methode zur Synthese von 4-substituierten 2,4-Diaminochinazolinen
verlauft Gber eine Cyanoimidierung von Aldehyden und anschlieBende Umsetzung mit
diversen Aminen unter reduktiven Bedingungen (Abbildung 111, 3).

Zur Synthese von 2,4,6-Triaminochinazolin stellte man freies Guanidin her und setzte es
mit 209 unter Ringschlussreaktion zu dem 6-Nitro-2,4-diaminochinazolin 210 um
(Abbildung 111, 2). Aufgrund der schlechten Loslichkeit der Nitroverbindung gelang die
Aufarbeitung nur Uber eine Umkristallisation aus Eisessig. Dieser musste daraufhin
aufwendig Uber mehrere Coevaporierungssschritte mit Toluol entfernt werden. Fir die
Palladium-katalysierte Hydrierung musste wegen der Lo6slichkeitsprobleme DMF als
Losemittel eingesetzt werden, was zu keinerlei Problemen bei der Reaktionsfihrung und

spateren Aufarbeitung fuhrte.

H,N
CN 2
NH, NH,

N._ _NH, N._ _NH,
NH, a N b N
O,N 2

209 210 67
Abbildung 113: a) Guanidiniumcarbonat, MeONa, MeOH, reflux, 6 h, 78 % @ b) DMF, Pd/C, Hz; 18 h,
50 °C, quant.

Ausgehend von 2,4,6-Triaminochinazolin konnten durch reduktive Aminierung weitere
NC°-Derivate hergestellt werden. Uber eine Eschweiler-Clarke Methylierung gelang es
selektiv die Aminogruppe an Position-6 zweifach zu methylieren. Die deutlich weniger

nucleophilen Aminogruppen an Position 2 und 4 wurden hierbei nicht substituiert.

NYNHZ . N\\rNHz
H,N N —> >N N
NH, | NH,
67 73

Abbildung 114: HCOOH, HCHO4q,, 30 min, reflux. 74 %.

Die Herstellung einer Reihe von Benzaldehydderivate erfolgte tiber reduktive Aminierung
mit Natriumcyanoborhydrid. Literaturbekannt ist auch eine Hydrierung der Imine mit RaNi,
wie sie von Gangjee et al. beschrieben wurde.”® Zunachst erhitzte man die Amine

zusammen mit den Aldehyden in abs. Ethanol, wobei sich das entsprechende Imin
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bildete. Nach Zugabe des Reduktionsmittels erhielt man die monosubstituierte

Triaminochinazolinderivate in guten Ausbeuten.

H,N_ _N H,N_ _N
P OHC a g
N - = N
N NH, \© N N
NH, NH,

211 72

67
Abbildung 115: a) NaCNBH3, CH3COOH, EtOH, rt., 8 h, 70 %.

Die dimeren Triaminochinazolinderivate wurden auf gleichem Wege hergestellt. Die
Aufarbeitung dieser polaren, schlecht I6slichen und oxidationsempfindlichen Substanzen
gestaltete sich problematisch, sodass nur durch HPLC Trennung der gewinschte
Reinheitsgrad erreicht werden konnte.

H,N_ N
D
H,N_ N |
YOS OHC N .~
I a N NH,
2 N~ — H H
NH, NH, N
NH CHO ~N
2 N/)\

67 212 213

Abbildung 116: a) i) EtOH, TFA, 2 h, reflux; i) NaCNBHs, HOAc, MeOH, rt., 6 h, 87 %.121%

HZNYN\
HZNYN\ OHC dp\N
2 NI\‘)::L %5 NH, H O
NH, O O H NH,
NH, CHO N XN
N/)\NHZ

67 214 215
Abbildung 117: a) i) EtOH, TFA, 2 h, reflux; ii) NaCNBH3, HOAc, MeOH, rt., 6 h, 77 %.

NH,

Zur Herstellung langerkettiger Bis-Triaminochinazoline 219 entschied man sich zunéachst,
die Benzaldehyde 216 Uber phenolyische Ether zu verbinden. Die Synthese dieses
Linkers erfolgte in Anlehnung an eine Vorschrift von Jiand et al.”*”! Durch Einsatz von
besser loslichem Caesiumcarbonat an Stelle von Kaliumcarbonat konnte die

Reaktionszeit von 48 h auf 18 Stunden deutlich verklrzt werden.

OHC a OHC CHO
OH o "o
218

216 217
Abbildung 118: a) Cs,CO3, CH3CN, reflux, 18 h, 84 %.
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oG § - RO SO

67 218
Abbildung 119: a) i) EtOH, TFA, 2 h, 100 °C; ii) NaCNBH3s, HOAc, MeOH, 18 h, 74 %.

Neil V. Harris et al. synthetisierten eine Reihe 5-substituierter Chinazoline mit
Chloroformamidin  Hydrochlorid als Reagenz, und zeigten so den breiten
Anwendungsbereich dieser Methode.?? So war dies auch das eingesetzte Verfahren fiir
die Herstellung von 5-Chloro-2,4-diaminochinazolin 221, das als Ausgangsmaterial fur

die anschlieBende Synthese von 2,4,5,6-Tetraaminochinazolin benétigt wurde.

NH N NH
2 a \\r
CN ’ N
o] Cl NH,
220 221

Abbildung 120: a) Chloroformamidin Hydrochlorid,CH3(OCH>CH20),CHs 2,5 h, 150 °C, 43 %.

Der erste Schritt zur Herstellung von 2,4,5,6-Tetraaminochinazolin ist die Nitrierung von
5-Chloro-2,4-diaminochinazolin 221 an Position-6. Durch Umkristallisation aus Ethanol
konnte die isomerenreine Verbindung erhalten werden. In der Synthesevorschrift von
Johnson et al. wurde im nachsten Schritt eine Aminolyse im Autoklaven mit moderaten
Ausbeuten von 51 % durchgefiihrt.*" In dieser Arbeit substituierte man das Chlor durch
eine Azidgruppe, was mit Natriumazid in DMSO bei 90 °C in guten Ausbeuten erfolgte.
Nach Bildung des 5-Azido-6-nitro-2,4-diaminochinazolins kam es zu einer Folgereaktion,
bei der die Nitrogruppe am Azid unter Stickstoffabspaltung angriff und so das Oxadiazol-
N-oxid 223 entstand. Im finalen Schritt erfolgte eine Hydrierung. Hierbei gelang es, den
Oxadiazol-N-oxid Ring zu reduzieren, so dass das 2,4,5,6-Tetraaminochinazolin 76
erhalten wurde. Diese Verbindung ist als freie Base extrem oxidationsempfindlich und
bildet an der Luft binnen Minuten einen schwarzen stark polaren Feststoff. Nur in Form
des Dihydrochlorids lasst sich der elektronenreiche Heteroaromat isolieren, doch auch
als Salz ist das 2,4,5,6-Tetraaminochinazolin nur begrenzt haltbar und kann nur unter

Schutzgas bei -20 °C tber Wochen gelagert werden.
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N_ _NH, N_ _NH, N_ _NH, N._ _NH,
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Cl  NH, Cl  NH, o-N NH, NH, NH,
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Abbildung 121: a) HNOg3, H2SO4, -5 - 20 °C, 2 h, 69 %; b) NaN3, DMSO, 2 h, 90 °C, 74 %; c) H,, Pd/C, 18h,
rt. 81 %.

Weitere Vertreter aus der Gruppe der Chinazoline, die fir diese Arbeit von Interesse
waren, sind 6-(Aminomethyl)chinazolin-2,4-diamin 74 und 6-(Piperazin-1-ylmethyl)-
chinazolin-2,4-diamin 231. Als Zwischenprodukt flr die Herstellung dieser Strukturen
wurde 6-Brom-2,4-diaminochinazolin 227 verwendet. Dieses ist zuganglich Uber eine
Bromierung von 2-Cyanoanilin mit NBS zu 4-Brom-2-cyanoanilin 226. Die
Ringschlussreaktion erfolgte bei dieser Synthese mit Chloroformamidin Hydrochlorid in
Diethylenglycoldimethylether bei 140 °C. Nach Abkihlen der Reakti